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RESUMEN

Los electrodos modificados con nanotubos de carbono han recibido considerable interés
debido a sus amplias propiedades estructurales, mecanicas, quimicas y electrénicas. Entre estas
propiedades se destacan la alta estabilidad quimica y térmica, buena conductividad y alta
actividad electrocatalitica. Las propiedades electrocataliticas que se destacan son la disminucién
de los sobrepotenciales y el incremento en la intensidad de los picos voltamétricos. Ademas, los
nanotubos de carbono tienen la capacidad de encapsular compuestos por fisiadsorcion en la
nano estructura formada. Estas caracteristicas permiten desarrollar nuevas metodologias en la
modificacion de la superficie de los nanotubos de carbono, con lo que se obtiene una mayor

capacidad de deteccidn electroquimica de diversas moléculas, por ejemplo, NADH.

ElI NADH es el cofactor de un gran niumero de enzimas deshidrogenasa y desempefia un
papel importante en la cadena de transferencia de electrones en sistemas biolégicos. Muchas
reacciones enzimaticas utiles para la fabricacion de compuestos en la industria son dependientes
de la reaccion de este cofactor, pero requieren altos sobrepotenciales. Por este motivo muchos
investigadores centran su atencion en solucionar este problema a través del uso de electrodos

modificados con diversas moléculas.

En esta memoria de titulo se propone un procedimiento simple y rapido de modificacion
de los electrodos de carbono vitreo con nanotubos de carbono, basado en el encapsulamiento y
modificacion electroquimica de compuestos polinitrados como especies mediadoras para
estudiar la electrocatélisis sobre NADH. Se estudiaron tres mediadores polinitrados; el &cido 3,5-
dinitrobenzoico, el 1,3-dinitrobenceno y el 1,3,5-trinitrobenceno. Todos presentaron actividad
electrocatalitica sobre el NADH. Ademas, se estudio la influencia de distintos factores en la

actividad electrocatalitica, tales como el tiempo de inmersién de los electrodos modificados en



solucion de NADH, la variacion de la concentracion del mediador, el efecto de la concentracion

del NADH vy el efecto de la velocidad de barrido.

La principal ventaja de estos electrodos a diferencia de otros electrodos modificados con
mediadores redox, es que la técnica de modificacidbn propuesta consiste en un procedimiento
sencillo por medio de la inmersion del electrodo con nanotubos de carbono en una disolucion
orgénica del nitrocompuesto, obteniendo electrodos modificados con compuestos poco solubles.

Estos electrodos pueden ser utilizados en solucion acuosa.



POLI-NITRATED COMPOUNDS AS ELECTROCATALYTIC MEDIATORS OF NADH ON
ELECTRODES MODIFIED WITH CARBON NANOTUBES

SUMMARY

Electrodes modified with carbon nanotubes had received considerable attention due to
their many structural, mechanical, chemical and electrical properties. Among this many
properties, high chemical and thermal stability, high conductivity and high electrocatalytic activity
outstand. The most important electrocatalytic properties are lowering of overpotential and the
increased voltammetric peaks. Additionally, nanotubes have the ability to encapsulate other
compound by physisorption onto the nanostructure. These characteristics allow to develop novel
methodologies on the modification the surface of the nanotubes, leading to a higher ability to

detect electrochemically diverse molecules, for example, NADH.

NADH is cofactor to a large number of dehydrogenase enzymes and plays an important
role on the electron transfer chain on biological systems. Many enzymatic reactions with
applications on the manufacturing industry rely on this cofactor, though they require high
overpotential. Because of that researchers focus their attention on solving this problem though

the use of electrodes modified with other molecules.

This degree work proposes a simple and fast procedure for modifying glassy carbon
electrode with carbon nanotubes multiwalled, based on the encapsulation and electrochemical
moadification of poli-nitrated compounds as mediator to study the electrocatalysis on NADH. Three
poli-nitrated mediators were studied; 3,5-dinitrobenzoic acid, 1-3 dinitrobenzene and 1,3,5-
trinitrobenzene. All of them shown electrocatalytic activity on NADH. Moreover, the influence of
other factors on the level of activity were studied. These include immersion time of the modified
electrodes on the NADH solution, concentration of the mediator, concentration of NADH and scan

rate.



The main advantage of these electrodes compared against other electrodes modified
using redox mediators, is that the modification technique consists in a simple procedure based
on the immersion of the electrode on a nitro compound solution, obtaining modified electrodes

with compounds slightly soluble. These electrodes can be used in agueous solution.
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1. INTRODUCCION

Electrocatalisis segun “The Encyclopedy of Applied Electrochemistry” se define como la
ciencia que explora las velocidades de las reacciones electroquimicas, en funcion de las
propiedades de la superficie del electrodo®. La electrocatalisis es una extension de la
electroquimica de la palabra catalisis. La palabra catalisis que deriva del griego: kata (abajo) y
lyein (aflojar, ayudar o facilitar) fue introducida aparentemente por J. J. Berzelius en 18352 La
catalisis en general, puede ser clasificada como catélisis homogénea, en la que sélo una fase
esta involucrada y catélisis heterogénea, en la que se produce la reaccion cerca del limite entre
las fases?®. El uso de este Ultimo concepto se extiende a los sistemas que conforman una interfaz
sélido/liquido, donde se llevan a cabo las reacciones electroquimicas. Algunos autores afirman
que la electrocatalisis es un fenémeno de catalisis heterogénea*. Sin embargo, otros autores
afirman que existen algunas diferencias clave entre la catalisis heterogénea y electrocatalisis
debido a la presencia de la doble capa electroquimica en la interfase electrodo-electrolito, y como

influencia el potencial aplicado a la velocidad de reaccién °.

El término electrocatalisis fue introducido por N. Kobosev y W. Monblanowa en 1934%y
usado posteriormente desde principios de 1960 en relacion al desarrollo de la investigacion de
las celdas combustibles 7. Existe un sin nimero de reacciones electrocataliticas de gran
importancia. Algunas de las reacciones electrocatalizadas que han sido estudiadas son:
reacciones anddicas en celdas combustible de baja temperatura que utilizan hidrégeno &, metanol
° y etanol *°, como combustibles en medio acido; reaccién de desprendimiento de cloro 1! ;
reduccion de oxigeno ?; la oxidacion de pequefias moléculas organicas Utilies para la conversion
de energia (metanol, etanol, acido férmico) 3; reacciones de sintesis organicas * y reacciones

de oxidacion de moléculas de interés biolégico (NADH *°, cisteina 1, glutation 1/, etc.).

En general, el papel de la superficie electrocatalitica es proveer un camino

energéticamente favorable para que una reaccion ocurra, y actuar como soporte para las



moléculas que sirven como mediador en la transferencia electronica en una reaccion
determinada, actuando como un electrocatalizador 4. Por lo tanto, las propiedades de la superficie
del electrodo son de gran importancia y determina la actividad electrocatalitica en las reacciones
redox. En muchos casos, las propiedades superficiales originales de un material no son
adecuadas para ciertas aplicaciones, por lo que es necesario modificar la superficie, lo que
permite obtener electrodos modificados. Los primeros en usar el término de electrodos
modificados fueron PR Moses et al en 19758 | al estudiar el aumento de la reactividad de los
electrodos mediante la incorporacion de moléculas con propiedades especificas en la superficie
del electrodo, y promover una reaccion de transferencia de carga. Luego del trabajo de estos
pioneros, las investigaciones acerca de las propiedades y aplicaciones de los electrodos
modificados han experimentado un desarrollo constante, tanto por las aplicaciones en
electroanalisis como en electrocatalisis de diversos sistemas *°. En la primera mitad del siglo XX
se estudié la adsorcion fisica de moléculas en las superficies 2 y la modificacion por unién
covalente a superficies 2*. A finales del siglo XX, el desarrollo de técnicas como la microscopia
de barrido electrénico 22 y los avances de la nanotecnologia permitieron la creaciéon de nuevos

métodos para la modificacién de las superficies y el estudio de peliculas finas.

Actualmente el término de electrodo modificado se utiliza para denominar a cualquier
superficie de electrodo tratada con moléculas o sustancias que cambian sus propiedades. Estas
sustancias pueden ser moléculas organicas, complejos metalicos, polimeros conductores,

depositos metdlicos, nanotubos de carbono (NTC), etc “.

Entre los electrodos modificados, un nano material muy utilizado en las ultimas décadas
son los NTCs, debido a sus propiedades estructurales, mecanicas, quimicas y electrénicas .
Entre estas propiedades se pueden mencionar la alta estabilidad quimica y térmica, alta
elasticidad, buena conductividad, y alta actividad electrocatalitica 4. Estudios recientes han

reportado una propiedad muy interesante de este tipo de electrodos, la capacidad de encapsular



compuestos por fisi-adsorcién en la nano estructura formada por los nanotubos 2°. Las
propiedades electrocataliticas de los NTCs incluyen disminucion de los sobrepotenciales, e
incremento en las intensidades de los picos voltamétricos 1o que permite menores limites de
deteccién y mayores sensibilidades en la deteccion analitica 2. Una de las principales ventajas
de los NTCs en electroanalisis, se basa en que se generan electrodos con mayor superficie
activa y que se pueden modificar los NTCs funcionalizandolos con moléculas mediadoras, ya sea
a través de la formacion de un enlace covalente?’, por adsorcién de las moléculas a las paredes
de los nanotubos % o a través de métodos de incorporacion a superficies de polimeros ?°. Estas
metodologias de modificacion de los NTCs permiten una mayor capacidad de deteccion
electroquimica %, un aumento de la actividad electrocatalitica sobre la oxidacién de ciertas

moléculas (por ejemplo NADH) !, y la construccion de sensores y biosensores 3.

El interés en la electrocatalisis de la nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) se debe
a que es el cofactor para un gran nimero de enzimas deshidrogenasa, y desempefia un papel
importante en la cadena de transferencia de electrones en sistemas biolégicos. Por lo tanto, se
utiliza en la construccion de biosensores en la industria alimentaria, la monitorizacién ambiental
y el andlisis médico®. Una complicacion en este campo, es que la oxidacion directa de NADH en
las superficies de los electrodos no modificados ocurre a un alto sobre potencial (> 0,5 V) y por

lo general conduce al bloqueo de la superficie del electrodo 3.

Con el objetivo de solucionar este problema muchos autores han modificado los NTCs,
inmovilizando sobre la superficie especies mediadores para acelerar la velocidad de
transferencia de electrones, tales como: diaminas ; quinonas *°; polimeros conductores 3¢ ;

colorantes de fenoxazina °’; flufenacina %, entre otros.

En el presente trabajo de memoria de titulo se utilizaron compuestos polinitrados como
especies mediadoras para estudiar la electrocatalisis de NADH. A la fecha, se han reportado

pocos trabajos acerca del uso de nitrocompuestos como mediadores electrocataliticos 8. En este

3



estudio se aprovecha la versatilidad de modificacién electroquimica y encapsulacion de los

electrodos con NTCs y compuestos polinitrados en los NTCs.



2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.1. OBJETIVO GENERAL

Modificar electrodos de carbono vitreo con nanotubos de carbono utilizando
nitrocompuestos como mediador electrocatalitico de NADH y estudiar el efecto de diferentes

factores en la actividad electrocatalitica.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono y
nitrocompuestos.

e Comparar el comportamiento electroquimico de los nitrocompuestos sobre electrodos de
carbono vitreo sin modificar y modificados con nanotubos de carbono.

e Caracterizar electroquimicamente los nitrocompuestos encapsulados en electrodos de
carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono.

e Realizar la caracterizacion electroquimica del NADH en electrodos de carbono vitreo
modificados con nanotubos de carbono.

e Determinar la capacidad electrocatalitica de los mediadores; acido 3,5-dinitrobenzoico,
1,3-dinitrobenceno y el 1,3,5-trinitrobenceno, sobre el NADH.

e Evaluar el comportamiento electroquimico del conjunto mediador - NADH.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Reactivos y solventes
- Acido 3,5-dinitrobenzoico, Sigma Aldrich
- 1,3-dinitrobenceno, Merck
- 1,3,5-trinitrobenceno, Kodak
- Acido borico (99%) p.a, Fluka Chemica
- Acido acético glacial p.a, Mallincckrodt
- Acido clorhidrico (36%) p.a, Reutter
- Acido fosférico (85%) p.a, Merck
- Agua desionizada nano pura (18,2 MQ cm)
- Etanol absoluto (99,8%) p.a, Merck
- Hidroxido de sodio (pellets) p.a, Merck
- Nitrégeno extra puro (99,9%), Linde Gas Chile S.A.
- Nanotubos de carbono de multipared (> 95 % en C), DropSens
- 1,3- dioxolano, Sigma Aldrich

*Todos los reactivos fueron utilizados sin previa purificacion.



3.2. Equipos

A) Equipos de uso general

- Agitador magnético Heidolph MR 3002

- Balanza de precision Precisa 40SM-200? (sensibilidad 0,01 mg)

- Medidor de pH WTW modelo pMx 3000

- Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra- Pure Water System.

- Sonicador Bransonic Branson 2210

B) Sistema voltamétrico y computacional

- Equipo potenciostato BAS CV-50W y BAS CV-100W

- Equipo potenciostato CHInstrument 760c

- Celda electroquimica:

e Celda electroquimica BAS (10 mL)

e Electrodo de trabajo: Carbono vitreo y carbono vitreo modificado con nanotubos de
carbono.

e Soporte de carbono vitreo, como electrodo de trabajo. Ted Pella, INC.

o Electrodo de referencia: Ag/AgCI KCI 1M

o Electrodo auxiliar: Alambre de platino.

C) Equipos para analisis de superficie

- Microscopio de barrido electrénico (SEM)

Las mediciones se realizaron en un equipo de barrido Inspect Scanning Electron

Microscope F50. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de Chile.



3.3. Métodos

3.3.1. Preparacion de soluciones

» Soluciones tampon

- Buffer Britton Robinson 0,1 M: Para la preparacion de 1 L de solucion, en un matraz de 1000

mL se agregaron 6,18 g de &cido bérico, 5,71 mL de acido acético glacial y 6,75 mL de &cido
fosforico en un poco de agua Milli-Q. Posteriormente se colocé en un bafio de ultrasonido
durante 10 min para eliminar las burbujas y se aforé con agua Milli-Q. Finalmente fue ajustado
segun el pH de trabajo en la celda electroquimica con acido clorhidrico e hidréxido de sodio

concentrado.

- Bufferfosfato 0,1 M: Se prepararon 500 mL de una solucién de buffer fosfato 0,1 M, en donde

se agregaron 7,1 g de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado a un matraz de 500 mL, se
afor6 con agua Milli-Q. La solucién fue ajustada segun el pH de trabajo en la celda

electroquimica con &cido clorhidrico e hidréxido de sodio concentrado.

» Soluciones stock de nitrocompuestos

Se prepararon 5 mL de solucidn stock de concentracién 10 mM de nitrocompuesto en etanol

p.a. Las soluciones stock se guardaron refrigeradas en envase de vidrio ambar.

» Solucién stock de NADH
Se prepararon 20 mL de solucién stock de concentracion 20 mM de NADH en buffer Britton-
Robinson 0,1 M pH 7. La solucién se preparé diariamente y se mantuvo con atmosfera de

nitrégeno extra puro.



» Soluciones de trabajo

Electroguimica clasica: Todas las soluciones fueron preparadas antes del experimento a

partir de soluciones stock de nitrocompuesto y tampoén Britton-Robinson o tampon fosfato,
ajustado segun el pH de trabajo en la celda electroquimica con &cido clorhidrico e hidroxido

de sodio concentrado.

En_electrodos modificados por_dipping: Las soluciones de trabajo consistieron en una

solucion de nitrocompuesto preparada a partir de la solucion stock y etanol, donde fueron
sumergidos los electrodos GC-NTC durante 10 segundos. Luego estos electrodos fueron

medidos en una celda que solo contiene buffer.



3.4. Desarrollo experimental

3.4.1. Dispersion de nanotubos de carbono

Las dispersiones se prepararon pesando nanotubos de carbono y agregando la cantidad
apropiada de 1,3-dioxolano para obtener una concentracion de 3 mg/mL. Luego la dispersién se
somete a bafio de ultrasonido 3 veces por periodos de 5 min. La dispersion se agita entre cada

periodo de bafio ultrasénico.
3.4.2. Preparacién de electrodos con NTCs
- Método general de preparacion de electrodos modificados con nanotubos de carbono:

En todos los experimentos se utilizé electrodos de carbono vitreo (GC; glassy carbon
electrode), previamente pulidos con alimina de 0,3 y 0,05 um y lavados con abundante agua

antes de cada modificacion.

Los electrodos de carbono vitreo se modificaron utilizando la dispersion de nanotubos de
carbono 3 mg/mL. La inmovilizaciéon de los nanotubos de carbono en el electrodo se realiza
tomando una alicuota de 5 pL de la dispersion, que se deposita sobre la superficie del electrodo
GC. El electrodo se deja secar a temperatura ambiente y los nanotubos quedan inmovilizados

sobre la superficie del electrodo (Fig. 1).

- 2

Alicuota de
dispersién NTC
5pL
\\—— i Secado a
temperatura
ambiente [
Dispersiéon NTC E|ec.tr0do
3mg/mL 1,3-dioxolano modificado

\ con NTC/

Figura 1. Metodologia general para la modificacion de un electrodo de carbono vitreo.
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3.4.3. Modificacion de electrodos con NTC y nitrocompuestos por dipping.

Los electrodos modificados con NTCs fueron sumergidos en una solucién de
nitrocompuesto en etanol, preparada a partir de soluciones stock. Posteriormente fueron lavados

con abundante agua y fueron medidos en una celda con solucién buffer sin nitrocompuesto.

4 N

Inmersion
x 10 segundos

Lavado con
abundante agua

Electrodo Solucion de Celda con buffer
modificado nitrocompuesto (sin nitrocompuesto)
Kcon NTC en etanol /

Figura 2. Metodologia para la modificaciéon de un electrodo con NTC con nitrocompuesto por dipping.

3.4.4. Estudio de la superficie de los electrodos GC-NTC con microscopia electrénica de

barrido (SEM).

Las mediciones se realizaron con un equipo de barrido electronico Inspect Scanning

Electron Microscope F50.

Para la medicién de la capa de nanotubos, se utiliz6 un soporte de carbono vitreo de 12,7
mm de diametro y 2 mm de espesor. Se depositaron los NTCs sobre este soporte utilizando la

misma metodologia de modificacion del punto 3.4.2.
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3.4.5. Estudio de electrocatalisis.

En los estudios de electrocatalisis, los electrodos de GC fueron modificados con NTCs y
nitrocompuestos. El nitrocompuesto encapsulado en el electrodo fue evaluado como mediador
electroquimico, en sus formas oxidadas o reducidas, segun el cambio de potencial de oxidacion
del NADH. En estos experimentos el electrodo se prepard en una celda diferente de la que se

evalu6 el efecto electrocatalitico.

Para realizar el estudio de electrocatélisis se utilizaron electrodos GC modificados con
NTCs (GC-NTC) y nitrocompuestos mediante la técnica de dipping. Luego de la inmersién del
electrodo GC-NTC en la solucion de nitrocompuesto en etanol (paso 1, Fig. 3), los electrodos
son lavados con abundante agua e introducidos en una celda electroquimica con buffer Britton-
Robinson 0,1 M (B-R) a pH 7 (paso 2, Fig. 3). En la celda electroquimica se aplicé un barrido de
potencial que permita reducir un grupo nitro presente en la molécula del nitrocompuesto
encapsulado en los intersticios de los NTC (paso 3, Fig. 3). Luego el electrodo es sumergido en
otra celda que contiene una solucion de NADH en buffer B-R 0,1 M a pH 7 (paso 4, Fig. 3), donde
se obtuvo la respuesta electroquimica de mediador (nitrocompuesto) con el NADH (paso 5, Fig.

3).
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/ Inmersién @ \
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Lavado con @
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@

solucién de .Celt.ﬂa con buffer Celda con NADH en
Electrodo ) (sin nitrocompuesto) buffer B-R 0,1M
ips nitrocompuesto Lo
modificado (sin nitrocompuesto)
con NTC en etanol
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un grupo nitro @ electroquimica
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Figura 3. Metodologia para el estudio de electrocatalisis de NADH 1. Inmersion del electrodo GC-NTC en
la solucién de nitrocompuesto en etanol. 2.Lavado del electrodo con abundante agua nano pura. 3.
Reduccion de un grupo nitro presente en la estructura del nitrocompuesto en celda con solucién tampon.
4. Cambio de celda del electrodo a una celda con NADH en buffer B-R pH 7. 5. Respuesta electroquimica
del mediador (nitrocompuesto) con NADH.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.01. Caracterizacién electroqguimica de nitrocompuestos.

En este trabajo se utilizaron tres nitrocompuestos que presentan caracteristicas comunes,
que los hacen interesantes para la encapsulacion en los electrodos de carbono vitreo
modificados con NTC (GC-NTC). Los tres nitrocompuestos estudiados fueron: el &cido 3,5-
dinitrobenzoico (3,5-DNB), el 1,3-dinitrobenceno (DNB) y el 1,3,5-trinitrobenceno (TNB). Entre
las caracteristicas se incluyen: anillo aromatico como estructura principal y dos o0 mas grupos
nitro como sustituyente. Estas caracteristicas favorecen el encapsulamiento entre los intersticios
de los NTC, por las interacciones de Van der Waals, interaccion m — 11 con el anillo aromatico®y
la baja solubilidad de los compuestos. En la figura 4 se observan las estructuras quimicas de los

nitrocompuestos.

A @) OH B N02

O,N NO, NO>

NO,

O,N NO,

Figura 4. Estructura quimica de los nitrocompuestos. A. 3,5-DNB B. DNB y C. TNB.
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a) Caracterizacion de los nitrocompuestos sobre electrodos de carbono vitreo.

El comportamiento electroquimico de los nitrocompuestos sobre electrodos GC se
caracteriz6 a través de la electroactividad de los grupos nitro. En la figura 5 se muestran los

voltamogramas ciclicos de los compuestos con GC.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos de los nitrocompuestos en buffer fosfato 0,1 M pH 7. Electrodo de
carbono vitreo. A. 3,5-DNB 2 mM B. DNB 2 mM C. TNB 2 mM.

En la figura 5 para los compuestos dinitrados (DNB y 3,5-DNB), en el primer barrido
catodico se observan dos sefiales irreversibles centradas en -580 mV y -730 mV que vuelven a

aparecer en un barrido posterior, pero con menor intensidad (sefiales 1 y Il en Fig. 5 Ay B).

En general, el proceso de reduccion de los grupos nitro involucra cuatro protones y cuatro

electrones, para formar un derivado hidroxilaminico (ec. 1, sefiales I, Il y lll en Fig. 5 A, By C).
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Luego, en los barridos posteriores, a la generacion de los derivados nitroso/ hidroxilamina (ec. 2,

senales III/II’ en Fig. 5 Ay B).

Para el TNB (Fig. 5 C), un compuesto trinitrado, se observan tres sefales irreversibles
que corresponden a cada grupo nitro presente en su estructura, centradas aproximadamente en
-440 mV, -590 mV y -730 mM (ec. 1, sefial I, Il. y Ill en Fig. 5 C). En los barridos posteriores, a
diferencia de los compuestos dinitrados, solo se observa una sefial irreversible correspondiente

a la generacion del derivado nitroso ec. 2. (Sefial IV en Fig. 5 C).

R-NO: + 4e" + 4H* — R-NHOH + H.0 (1)

R-NHOH < R-NO + 2" + 2 H* )

b) Caracterizacién de los compuestos sobre electrodos GC con NTCs.

Se estudid6 el comportamiento electroquimico de los nitrocompuestos utilizando
electrodos de GC modificados con NTCs (GC-NTC), a través de la electroactividad de los grupos
nitro. Los electrodos GC-NTC fueron modificados por inmersién durante 10 segundos en una
solucién de nitrocompuesto 2 mM en etanol, medido en una celda con buffer B-R pH 7. En la
figura 6 se muestran los voltamogramas ciclicos de los nitrocompuestos sobre electrodos GC-

NTC.
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos de los nitrocompuestos sobre electrodos GC-NTC. A. GC-NTC-3,5DNB
B. GC-NTC-DNB C. GC-NTC-TNB. Buffer B-R pH 7. v = 100 mV/s.

En la figura 6 para el 3,5-DNB y el DNB, en el primer barrido catddico se observan dos
sefales irreversibles intensas, centradas aproximadamente en -530 y -655 mV, correspondientes
a la reduccioén de los dos grupos nitro presentes en las estructuras (ec. 1, sefiales |, Il en Fig. 6
Ay B), las cuales no vuelven a aparecer en el barrido catddico posterior, ya que el compuesto a
diferencia del experimento anterior estd adsorbido en el electrodo, por lo tanto, una vez
transcurrido barrido de potencial catddico en el cual se redujeron las especies presentes en el
electrodo, no hay especies en solucidon que reemplacen a las ya reducidas. En consecuencia, no

se observan las segundas sefiales de reduccion que aparecen en el estudio con GC.
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En los barridos posteriores se observan dos sefiales reversibles entre 40 y -190 mV,
correspondientes a los derivados nitroso/hidroxilamina (ec. 2, sefales III/IIP’, IV/IV’ en Fig. 6 Ay
B). Para el TNB (Fig. 6 C). Como es de esperar, se observan 3 sefiales de reduccién de los
grupos nitro presentes en su estructura, cada sefial centrada en -384, -534 y -638 mV. En los
barridos posteriores se observan 3 sefiales reversibles entre 40y -170 mV (ec. 2, sehales IV/IV’,
VIV’ 'y VIIVI’), las cuales no aparecen utilizando electrodos GC sin modificar. Ademas de esta
diferencia entre GC y GC-NTCs, los voltamogramas de los nitrocompuestos sobre electrodos

GC-NTC presentan sefales de mayor intensidad de corriente.

Las diferencias se pueden explicar debido a que la capa de NTC adherida a la superficie
del electrodo aumenta la capacidad de encapsulamiento de los compuestos y como
consecuencia, se obtienen sefiales mas intensas. Las sefales de los derivados
hidroxilamina/nitroso aparecen bien definidas, no se observan sefiales de reduccién en el tercer
barrido catddico y se observan diferencias en los potenciales de pico de las sefales de reduccion

de los grupos nitro (Tabla I).

Tabla |. Potenciales de pico de las sefiales de reduccion de los grupos nitro (sefiales I, 1l y Il
Fig.6) de los compuestos sobre GC y GC-NTC.

GC GC-NTC
Ep | (mV) Ep Il (mV) | Ep lll (mV) Ep | (mV) Ep Il (mV) Ep 1l (mV)
3,5-DNB -580 - 730 -- -521 - 644 -
DNB - 600 =147 - -531 - 655 -
TNB - 440 - 590 -730 - 384 -534 - 638

En la Tabla | se observa una disminucion de los potenciales de pico catodicos de los

grupos nitro para todos los nitrocompuestos con electrodos GC modificados con NTCs, lo que

indica una actividad electrocatalitica por parte de los NTC, ya que facilitan la reduccion de los

nitrocompuestos.
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c) Caracterizacion de los pares redox en electrodos GC-NTC.
En los electrodos GC-NTC los nitrocompuestos se encuentran en el interior de la nhano-
estructura porosa, formada por los nanotubos adheridos al electrodo de carbono vitreo.
Entonces, para describir el estado de los nitrocompuestos en el electrodo se usara el término de

“compuesto encapsulado”.

Debido a la versatilidad que tienen este tipo de electrodos (GC-NTC) se pueden reducir
selectivamente uno, dos o tres grupos nitro presente en la molécula aplicando un determinado
potencial, generando electroquimicamente derivados hidroxilamina/nitroso. En la figura 7 se
observan los voltamogramas ciclicos de los nitrocompuestos con un grupo nitro reducido (linea
continua Fig. 7 D, E y F), con dos y tres grupos nitro reducidos (linea continua Fig. 7 A, By C)
utilizando electrodos GC-NTC modificados previamente por dipping en una solucién con
nitrocompuesto 2 mM en etanol. En linea segmentada, se observan los voltamogramas de los
derivados hidroxilamina/nitroso aislados, medidos continuacion de cada voltamograma completo

en linea continua.

De la Fig. 7 se observa que al reducir todos los grupos nitro presente en cada compuesto
disminuyen las sefales aisladas de los pares redox (linea segmentada Fig. 7 A, B y C). Sin
embargo, al reducir selectivamente un grupo nitro de cada molécula, la disminucion de las
sefales de los pares redox del 3,5-DNB y DNB disminuyen levemente (linea segmentada Fig. 7
Dy E). Ademas, para el TNB las sefiales del par redox nitroso/ hidroxilamina casi no disminuyen
en un barrido de potencial posterior (linea segmentada Fig. 7 F). Este comportamiento se puede
explicar debido a que quedan grupos nitros sin reducir, el derivado electroquimico generado tiene

una baja solubilidad y permanece encapsulado en el electrodo.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos de los compuestos sobre electrodos GC-NTC en buffer B-R 0,1 M pH 7
A, B y C. con dos y tres grupos nitro reducidos (linea continua) con los correspondientes pares redox
aislados (linea discontinua), 3-5-DNB, DNB y TNB 2 mM, respectivamente. D.E y F. con un grupo reducido
y los pares redox en linea discontinua, 3,5-DNB, DNB y TNB 2 mM, respectivamente.
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4.02. Estabilidad de los nitrocompuestos en solucion.

Este experimento tiene como objetivo estudiar la estabilidad de los nitrocompuestos en
solucion a distintos pH, para determinar el tiempo con el que se puede trabajar con la solucion.
El estudio se realizd6 con un electrodo de carbono vitreo sin NTC mediante la técnica de
voltametria de pulso diferencial (VDP). Se utilizé una celda con nitrocompuesto 2 mM en buffer

fosfato 0,1 M a pH 2, 7 y 11, utilizando un electrodo GC distinto (sin modificar) para cada pH.

Se estudié la variacién de la corriente de pico (ip) de la reduccién del primer grupo nitro
(sefial | en Fig. 6) en funcién de la variacion del tiempo (Fig. 8). Cada medicién se realiz6 por

triplicado cada 45 minutos, utilizando el mismo electrodo para cada medicion.
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Figura 8. Estudio de estabilidad del 3,5-DNB 2 mM en buffer fosfato 0,1 M con electrodo GC. A 3,5-DNB

apH2.B.3,5-DNBapH 7yC. 35DNBapH11.

En la Figura 8 se observa que el 3,5-DNB es estable hasta los 300 min (5 h) de duracién

del experimento a pH 2 y 7. Sin embargo, a pH 11 se observa una disminucién de la corriente de

reduccion del grupo nitro al transcurrir el tiempo. También se observa una dificultad en la

estabilizacién de las corrientes de reduccion a pH acido y alcalino durante el desarrollo del

experimento, al observar una mayor desviacion estandar. En cambio, a pH 7 se observa que la

corriente de reduccién del grupo nitro no varia significativamente en el tiempo. Ademas, a pH 7

se observan los mayores valores de corriente de reduccién del grupo nitro. Por lo tanto, los

experimentos posteriores para el 3,5-DNB se realizaron a pH neutro.
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Figura 9. Estudio de estabilidad del DNB 2 mM en buffer fosfato 0,1 M con electrodo GC. A. DNB a pH 2.
B.DNBapH7yC.DNBapH 11.

En la Figura 9 se observa que la corriente de reduccién del grupo nitro del DNB es estable
en solucion hasta los 150 minutos a pH 2, luego comienza a disminuir debido a una posible
descomposicién del compuesto en solucién. Sin embargo, a pH 7 y 11 se observé que el DNB
es estable hasta los 320 min (5,3 h) de duracién del experimento. Ademas, se observa que las
mayores corrientes de reduccion se obtienen a pH 7, por lo tanto, los estudios posteriores del

DNB se realizaron a este pH.
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Figura 10. Estudio de estabilidad del TNB 2 mM en buffer fosfato 0,1 M con electrodo GC. A. TNB a pH 2
B.TNBapH7yC.TNB apH 11.

En la figura 10 se observa que el TNB es estable en soluciéon tanto a pH 2, 7 y 11 hasta
los 300 min (5 h) de duracién del experimento. Para el TNB, tanto a pH 7 como a pH 11 se

obtienen los mayores valores de corrientes de reduccién del grupo nitro.

De los resultados obtenidos para el estudio de estabilidad de los nitrocompuestos en
solucion, se concluye que, aunque es posible trabajar con los tres nitrocompuestos durante
largos periodos tiempo (hasta 5 h) usando pH 7 y 11 en la solucidn, se selecciona trabajar a pH

7 para tener los 3 nitrocompuestos en las mismas condiciones.
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4.03. Estudio de pH de los nitrocompuestos en electrodos GC-NTC.

El efecto del pH en la respuesta electroquimica del 3,5-DNB, DNB y TNB se estudio
mediante voltametria ciclica. Para realizar este estudio, se utilizaron distintos electrodos GC-NTC
modificados por dipping durante 10 segundos en una solucién de nitrocompuesto 2 mM en etanol.
Los electrodos GC-NTC modificados con nitrocompuestos fueron medidos en una celda

electroquimica con una solucién buffer B-R 0,1 M ajustado a pH 2, 7y 11.

En las figuras 11, 12 y 13 se observan los voltamogramas ciclicos de los tres mediadores a

diferentes valores de pH (de la solucion buffer).
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Figura 11. Efecto del pH sobre la respuesta electroquimica del 3,5-DNB en A. buffer B-R 0,1 M pH 11.
B. buffer B-R pH 7. y C. buffer B-R pH 2.

Para el 3,5-DNB (Fig.11) se observa que a medida que aumenta el pH, las sefiales de

reduccion se desplazan hacia potenciales negativos, requiriendo mayor energia para lograr las
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reducciones de los grupos nitro. A pH basico, se observa una diferencia considerable de las
intensidades de corriente de reduccién de los grupos nitro, y las sefiales de los derivados no
aparecen bien definidas (sefales IlI/III’ y IV/IV’). Sin embargo, a pH acido y neutro, se observa
una buena separacion de los picos de las sefales de reduccion (sefial | y Il en Fig. 11) y una

buena definicidon de las sefales del par redox (sefiales /I y IV/IV’).
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Figura 12. Efecto del pH sobre la respuesta electroquimica del DNB en A. buffer B-R 0,1 M pH 11. B.
buffer B-R pH 7 y C. buffer B-R pH 2.

Para el DNB (Fig. 12), se observa un desplazamiento de las sefiales de reduccién hacia
potenciales negativos a medida que aumenta el pH del buffer B-R 0,1 M. Ademas, se observan
cambios en las intensidades y separacion de los picos de reduccion de los grupos nitro. A pH

neutro, a diferencia de los otros pHs se observa una buena separacién de los picos de las sefiales
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de reduccion (sefiales | y Il Fig.12) y, ademas, se observa una buena definicion de las sefiales

de los derivados nitroso (sefiales Il y 1V, Fig. 12).
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Figura 13. Efecto del pH sobre la respuesta electroquimica del DNB en A. buffer B-R 0,1 M pH 11. B.
buffer B-R pH 7. Y C. buffer B-R pH 2.

Para el TNB (Fig. 13), al igual que con los otros compuestos, se observa un
desplazamiento de las sefiales de reduccion hacia potenciales mas negativos a medida que
aumenta el pH del buffer B-R 0,1 M. Ademas, se observa que a pH neutro las sefiales reduccién
de los grupos nitro estan bien separadas y las sefiales de los derivados hidroxilamina/nitroso
(sefales /N1, IVIV', VIV’ y VIIVI’ en Fig. 13) aparecen mejor definidas que a pH acido y alcalino.
Por lo tanto, debido a que a pH neutro en todos los nitrocompuestos las sefiales de reduccion de
los grupos nitro aparecen mas separadas y las sefiales de los derivados mejor definidas, los

experimentos posteriores se realizaron a pH 7.
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4.04. Efecto de la velocidad de barrido sobre los nitrocompuestos en electrodos GC-NTC.

Mediante VC se evalué el efecto de la velocidad de barrido sobre las sefales del par
redox nitroso/hidroxilamina. Para generar el par redox se redujo solo el primer grupo nitro de
cada molécula. El efecto de la velocidad de barrido se estudié entre 200 y 2000 mV/s. Las
mediciones se realizaron con electrodos GC-NTC modificados por el método de dipping durante
10 s, en una solucién de nitrocompuesto 2 mM en etanol. Todas las mediciones se realizaron
en una celda con buffer B-R 0,1 M a pH 7 por triplicado, usando electrodos GC-NTC con
corrientes capacitivas similares. En la figura 14 se observan los voltamogramas de los

nitrocompuestos a distintas velocidades de barrido
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Figura 14. Estudio de la velocidad de barrido para A. GC-NTC-3,5-DNB en buffer B-R 0,1 M pH 7. B. GC-
NTC-DNB en buffer B-R pH 7. C. GC-NTC-TNB en buffer B-R pH 7.
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Para todos los nitrocompuestos, las corrientes de oxidacion y reduccion del par redox
aumentan con el aumento de la velocidad de barrido (Fig. 14). Ademas, se observa un
desplazamiento de los potenciales de pico anddico y catddicos hacia potenciales mas positivos

y negativos respectivamente, con el aumento de la velocidad de barrido.

Con los valores obtenidos de la corriente de pico de oxidacion del derivado hidroxilamina
a nitroso (ec. 2) a distintas velocidades, es posible determinar si el proceso esta controlado por
difusién o por adsorcion. La pendiente de la recta del grafico de log ip versus log v toma valores
entre 0,5y 1. Cuando este valor es cercano a 0,5 el proceso es controlado por difusién y cuando
es cercano a 1 el proceso es controlado por adsorcién. En la figura 15 se muestra la relacion
logaritmica entre la corriente de pico y la velocidad de barrido, para los tres nitrocompuestos

estudiados.
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Figura 15. Relacién lineal entre log Ip versus log v para los tres nitrocompuestos. (m) GC-NTC-3,5-DNB
(#) GC-NTC-DNB (A ) GC-NTC-TNB en buffer B-R pH 7.
Para todos se obtuvo una relacién lineal:
a) 3,5-DNB logip =0,610 log Vv - 5,037, R?>= 0,9950
b) DNB log ip = 0,632 log v - 5,265, R? = 0,9914

c) TNB log ip = 0,560 log v - 4,961, R? = 0,9872

29



A partir de la figura 15, se puede concluir que el proceso de oxidacién (del derivado
hidroxilamina al derivado nitroso) para todos los compuestos esta controlado por difusion, ya que
las pendientes obtenidas (3,5-DNB m = 0,610, DNB m = 0,632 y TNB m = 0,560) son valores

cercanos a 0,5.

4.05. Determinacién de la constante de transferencia heterogénea kn de los

nitrocompuestos.

En la electrocatalisis de una reaccion, los nitrocompuestos deben actuar como
mediadores de la transferencia de electrones del proceso. Por lo que es fundamental conocer la
constante de la velocidad a la cual se transfieren estos electrones. El coeficiente de transferencia
de carga, q, y la constante de transferencia heterogénea del proceso redox, kn, pueden ser
obtenidos experimentalmente utilizando el método de Laviron*’. Este método se aplica para
especies adsorbidas en electrodos, como en este estudio. El método permite calcular el
coeficiente de transferencia de carga a, que es una medida de la simetria de la barrera de energia
de la reaccién redox. La determinacion de a es crucial para encontrar kp, la cual se determina por

medio del grafico del potencial de pico, Ep, frente a logaritmo de la velocidad de barrido, v.

Segun el método de Laviron se deben usar datos con AEp > (200/n), donde n es el
nuamero de electrones transferidos. La reaccion del mediador redox RNO/RNHOH involucra 2
electrones (ec.2), por lo tanto, n = 2 y AEp > 100 mV. Esta condicion se cumple a altas
velocidades de barrido con un comportamiento lineal. A continuacion, se presentan los
voltamogramas ciclicos obtenidos a distintas velocidades de barrido, que van desde 20 a 1500
mV/s? (Figuras 16.A, 17.A y 18.A) y las regresiones lineales en el gréafico del Ep versus log v

(Figuras 16.B, 17. B y 18.B).
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Figura 16. A. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para los electrodos GC-NTC-
3,5-DNB medido en buffer B-R pH 7. B. Variacién del potencial de pico versus el logaritmo de la velocidad

de barrido anddica y catddica.
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Figura 17. A. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para los electrodos GC-NTC-DNB
medido en buffer B-R pH 7. B. Variacion del potencial de pico versus el logaritmo de la velocidad de barrido
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Luego con las pendientes de las rectas obtenidas utilizando las ecuaciones (3) y (4),

dependiendo del caso, se obtiene a anddico o catddico, respectivamente.

Caso catddico

. 2,3 RT
endiente = —
p anF

Caso anodico
2,3 RT

(1-a)nF

®3)

pendiente =

Donde, R es la constante universal de los gases en J/ mol K, n el

transferidos en el proceso redox, T la temperatura en grados Kelviny F la

(4)

ndmero de electrones

constante de Faraday.

Tabla Il. Resultados obtenidos para la pendiente de la recta y su respectivo valor de a para los

distintos compuestos.

Pendiente Oy Pendiente o
anoédica catédica
3,5-DNB 0,1637 0,8196 -0,1573 0,1877
DNB 0,1320 0,7763 -0,1331 0,2218
TNB 0,1550 0,8095 -0,1495 0,1975
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Los a anddicos obtenidos para los compuestos encapsulados en los electrodos GC-NTC,
3,5-DNB y TNB, son aproximadamente igual a 0,80, valor mas cercano a 1, lo que indica que el
intermediario es mas parecido a los productos*'. Por lo tanto, en el proceso de oxidaciéon de
hidroxilamina a nitroso, el intermediario es mas parecido al derivado nitroso. Por otra parte, los a
catddicos son cercanos a 0,2 (valor cercano a 0), lo que indicaria que los intermediarios formados
en la reduccion del nitroso para dar hidroxilamina serian mas parecidos a los reactantes, es decir,

al derivado nitroso.

El valor de k» se determina mediante la aplicacion de la restriccion de n=0 a la ec. (5) que
se reduce a la ecuacién 6. La determinacion de los interceptos de las lineas con Epl/2,
proporcionan las velocidades va y v, respectivamente, valores que se utilizan en la ecuacion 6

para determinar k.

RT 1-a)nF
log kypp = alog(1—a) + (1 — a)log a — log (m) — %] (5)
anF v, nFv,
ker= —r— =0 —-a) — (6)

Segun el ajuste lineal obtenido para el caso anddico y catédico del grafico Ep vs log v
(Fig. 16.B, 17.B y 18.B), utilizando el valor de Ep = Ep1/2 se obtienen los siguientes interceptos

con los cuales se calcula ki (Tabla 111).

Tabla Ill. Resultados obtenidos en el calculo de la constante de transferencia heterogénea
para los distintos compuestos a 25°C.

Ep 1/2 | Intercepto va | kn(s™?) Intercepto v kn(s™) kn(s™)

(mV) (mV) global
3,5-DNB -36,18 280,69 3,94 299,13 4,37 4,16
DNB -40,16 300,82 5,24 284,18 4,91 5,08
TNB 31,36 277,21 4,11 299,13 4,60 4,36
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De la tabla Ill, el nitrocompuesto con el mayor valor de ki, es decir, que transfiere los
electrones a una mayor velocidad es el DNB con 5,08 s, luego le sigue el TNB con 4,36 sy el
3,5-DNB con 4,16 s. Por lo tanto, el compuesto mas eficiente como mediador electrocatalitico,
en términos de velocidad de transferencia, es el DNB. Por otro lado, al comparar los valores
obtenidos con los valores reportados para electrodos GC-NTC modificados con flufenacina como

mediador redox del NADH (kn = 0,99 s?)!, se obtienen valores mucho mayores.

4.06. Caracterizacion electroquimica del NADH.

Mediante voltametria ciclica se estudio la respuesta electroquimica del NADH sobre un
electrodo GC-NTC. La medicién se realiz6 en una celda con solucion de NADH 3 mM en buffer
B-R 0,1 M pH 7, luego de 20 segundos de inmersion del electrodo en la celda. En la figura 19

se muestra el voltamograma ciclico del NADH sobre electrodo de GC-NTC.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos del NADH sobre electrodo GC-NTC en buffer B-R 0,1 MpH 7. v =
100 mVs1,

En el primer barrido se observa una sefial irreversible con Ep = 370 mV correspondiente
a la oxidacién del NADH (sefial I, Fig. 19). En el segundo barrido anddico se observa la misma
sefial con menor intensidad debido a la lenta renovacion del NADH en el electrodo desde el seno

de la solucion (sefial Il. Fig. 19).
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El proceso de oxidacién del NADH involucra dos electrones y un proton para formar la

especie oxidada (ec. 7).
NADH — NAD*+ 2 e + H* @)
4.07. Estabilidad del NADH en solucion.

Este experimento tiene como objetivo estudiar la estabilidad del NADH en solucion en
buffer B-R 0,1 M pH 7. El estudio se realiz6 con un electrodo GC-NTC mediante la técnica de
voltametria de pulso diferencial. Se utilizé el mismo electrodo durante todo el experimento,
lavando con abundante agua nanopura entre cada mediciébn. Cada medicion se realiz6 por
triplicado cada 1 hora. En la figura 20 se muestra la variacion de la corriente de pico (ip) de la

oxidacién del NADH en funcién de la variacion del tiempo.
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Figura 20. Estudio de estabilidad del NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7 con un electrodo GC-NTC.

En la figura 20 se observa que el NADH es estable en buffer B-R 0,1 M pH 7 hasta 7

horas de duracion del experimento.
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4.08. Optimizacion del tiempo de inmersion del electrodo GC-NTC en solucion NADH.

El tiempo de inmersion del electrodo modificado en la celda con NADH afecta la
intensidad de corriente observada en cada experimento. Con el objetivo de optimizar y
estandarizar el tiempo de inmersion del electrodo GC-NTC en la celda con NADH, se realiz6 un
estudio de la ip versus el tiempo de inmersion del electrodo. El experimento se realizé con NADH
3 mMen B-R 0,1 M pH 7, utilizando el mismo electrodo GC-NTC en todo el experimento. Entre
cada medicion el electrodo fue lavado con abundante agua nanopura. En la figura 21 se observa
la relacién entre la ip de la oxidacion del NADH y el tiempo de inmersién del electrodo GC-NTC

en la celda con NADH.

280 +

240 +

200

ip / pA

160

120

Figura 21. Grafico de la ip versus el tiempo de inmersion del electrodo GC-NTC en la celda con solucién
de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En la figura 21 se observa que la corriente de pico aumenta con el tiempo de inmersion.
A los 10 s de inmersion se obtiene un valor de corriente de 133 YA, luego a los 20 s se obtiene
el doble de intensidad de corriente. Sin embargo, en términos practicos 10 s son suficientes para
obtener una buena sefial de NADH. Por lo tanto, para los experimentos posteriores se utilizé 10

s de inmersién del electrodo.
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En la figura 22 se muestran los valores de la ip de oxidacion del NADH obtenidos con

VDP, utilizando el mismo electrodo lavado con agua después de cada medicién. Para el total de
las mediciones se obtuvo un coeficiente de variacién de 8,0 %. Por lo tanto, el procedimiento de
lavado del electrodo permite utilizar un mismo electrodo GC-NTC para estudiar el NADH en

solucién, obteniendo una buena repetibilidad.

90

cv (%) =8,0
80

70 4

ip / pA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de medicién

Figura 22. Estudio de repetibilidad de electrodos lavados con agua entre cada medicién. NADH 3 mM en
buffer B-R pH 7. Tiempo de inmersion 10 s.
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4.09. Electrocatadlisis de electrodos modificado con NTC y nitrocompuestos sobre NADH.

En este estudio se evalué la posibiidad de que los derivados generados
electroguimicamente a partir de los nitrocompuestos, hidroxilamina/nitroso, encapsulados en los
NTCs puedan actuar como mediadores de reacciones electroquimicas en un compuesto de
interés biolégico como el NADH. Siguiendo la metodologia de la seccion n° 3.4.4 “Estudio de
electrocatalisis”. En ese procedimiento se utilizaron electrodos GC-NTC modificados por dipping
por 10 s en solucién de nitrocompuesto 2 mM en etanol. La reduccién del primer grupo nitro y su
posterior oxidacion a derivado nitroso, se realiza en una celda que solo contiene buffer B-R 0,1
M pH 7. Una vez que el electrodo es modificado electroquimicamente, se lleva a una celda con
solucién de NADH 3 mM en buffer B-R, donde se evalla si la sefial caracteristica del NADH

aparece a un potencial diferente (Fig. 23).

En la figura 23 se observan los voltamogramas con los electrodos modificados (GC-NTC-
Med) en NADH. En linea discontinua, se observan los voltamogramas que verifican la
modificacion electroquimica de los electrodos GC-NTC con el mediador redox
hidroxilamina/nitroso en buffer B-R 0,1 M pH 7. En estos voltamogramas se observa que la sefial
del mediador (sefial Il, linea discontinua en Fig. 23) tiene una mayor intensidad de corriente que
los obtenidos en presencia de NADH (sefial Il, linea continua Fig. 23), para todos los mediadores.
En linea continua, se observa que en el primer barrido aparecen las sefiales de oxidacion (sefial
I, linea continua Fig. 23) mas intensas que en el barrido posterior a un potencial cercano al del
mediador redox (29 mV) (sefal lll, en Fig. 23). Ademas, en estos voltamogramas (Fig. 23), la
sefial caracteristica del NADH con Ep = 370 mV aparece con una intensidad de corriente muy
baja (sefal IV, para DNB 'y 3,5-DNB en Fig. 23) o no aparece (TNB), lo que indicaria una actividad
electrocatalitica por parte de los mediadores redox, desplazando el potencial de oxidacion del

NADH a un potencial cercano al del mediador.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC-Mediador. En linea discontinua, el par redox
hidroxilamina/nitroso para cada compuesto medido en buffer B-R 0,1 M pH 7. En linea continua, electrodos
con par redox encapsulado en el electrodo (GC-NTC-Mediador) medido en una solucion NADH 3 mM en
buffer B-R 0,1 M pH 7. A. electrodo GC-NTC-3,5-DNB B. GC-NTC-DNB C. GC-NTC-TNB.
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Las sefales caracteristicas de los voltamogramas del estudio electrocatalitico de los
nitrocompuestos encapsulados en los electrodos (GC-NTC-Mediador) se destacan en la figura
24, donde la sefial | corresponde a la oxidacion del mediador y al NADH electrocatalizado, la
sefial Il corresponde a la reduccion del mediador (de nitroso a hidroxilamina), la sefial IlI
corresponde a la oxidacién del mediador (de hidroxilamina a nitroso) y la sefal IV corresponde a

la oxidacion del NADH sin electrocatalizar.

La corriente electrocatalitica es la diferencia entre el primer y segundo barrido de
oxidacion (sefial | — sefial lll, en Fig. 24). El par redox (sefiales Il y lIl, en Fig. 24) corresponde a
la sefial del mediador encapsulado en el electrodo. Esto indica que no se observa electrocatalisis

en un barrido de oxidaciéon consecutivo.

300 - | ——3,5-DNB + NADH
200 1
[\
100 -
<
=1
~ —-
— 04
-100
Il
200
T T T T T T T T T T
-400 -200 0 200 400 600
E / mV

Figura 24. Voltamograma ciclico de electrodo con el par redox encapsulado en el electrodo (GC-NTC-3,5-
DNB) medido en una solucion NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.
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4.10. Estudio de la superficie de los electrodos GC-NTC con microscopia electrénica de

barrido (SEM).

En la figura 25 se muestran las imagenes obtenidas, tanto para electrodos GC-NTC-Med
como para electrodos GC-NTC-NADH. En los electrodos modificados con NTC, hay un conjunto
de NTC que forman una estructura de nanotubos desordenada y aleatoria, con intersticios entre

los nanotubos, formando una nano estructura con forma de red tridimensional (Fig. 25 Ey F).

La nano estructura depende de la calidad de la dispersion de NTC depositada sobre el
electrodo. En la preparaciéon de las dispersiones de los NTCs se forman agregados que se
mantienen hasta la evaporacion del solvente. Estos agregados forman intersticios entre la nano

estructura que tienen la capacidad de encapsular compuestos en toda su extension

En la figura 25, al comparar los electrodos con nitrocompuesto (3,5-DNB) y con NADH,
no se observan diferencias en la estructura de los electrodos que puedan atribuirse a agregados
de nitrocompuestos o de NADH. Lo que sugiere, que los compuestos estarian encapsulados

entre los intersticios de los NTCs y no en la superficie.
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Figura 25. Imagenes SEM de la superficie de discos modificados con NTCs. A. Con 3,5-DNB 12000x. B.
Con NADH 12000x. C con 3,5-DNB 20000x. D NADH 20000x. E. con 3,5-DNB 50000x. F. con NADH
50000x.
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4.11. Estudio de las sefiales a distintos tiempos de interaccion en NADH

Como se mostré anteriormente, el tiempo de inmersion del electrodo GC-NTC en NADH
tiene directa relacion con la corriente de pico de la sefial de oxidacion del NADH. Este
experimento tiene como objetivo estudiar el efecto del tiempo de interaccion del electrodo GC
modificado con nanotubos y mediador (GC-NTC-Med) en la electrocatélisis de NADH, antes de

aplicar el barrido de potencial.

El experimento se realiz6 con un electrodo modificado con nitrocompuesto o mediador
redox (GC-NTC-Med). La modificacion se realizé con una solucién de nitrocompuesto 2 mM
mediante dipping por 10 s, siguiendo la metodologia del punto 3.4.5. Una vez obtenido el
electrodo modificado electroguimicamente, se realizaron mediciones a distintos tiempos de

interaccion sin sacar el electrodo de la celda con NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7.

En las figuras 26, 27 y 28 se muestran los voltamogramas ciclicos de los electrodos

modificados (GC-NTC-Med) con distintos tiempos de interacciéon en NADH.

En las figuras se observa la variacion de las sefales electrocataliticas del NADH (Ep =
30 mV) en el potencial de oxidacién del mediador y la sefial de oxidacion del NADH sin

electrocatalizar con Ep = 400 mV (sefialada con una flecha cuando esta presente).
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Figura 26. Voltamogramas ciclicos del electrodo GC-NTC-3,5-DNB medido a distintos tiempos de
interaccién con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En la figura 26 se observa que la mayor corriente catalitica, ip, Med-NADH se obtiene a

los 10 s de inmersion del electrodo previo a la aplicacion del barrido de potencial en NADH. Para
tiempos mayores a 10 s se observa una disminucién de las ip cataliticas Med-NADH. Desde los
30 s de interaccion, se observa un aumento de la sefial del NADH sin electrocatalizar (Ep = 400
mV). Este comportamiento indica una disminucion del mediador en el electrodo, a medida que
avanza el tiempo de interaccion con NADH, lo cual sugiere que el mediador difunde desde el

electrodo hacia la solucién en presencia de NADH.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos del electrodo GC-NTC-DNB medido a distintos tiempos de interaccion
con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

Para el DNB (Fig. 27), la mayor intensidad de ip catalitica se observa a los 10 s de
interaccion del electrodo GC-NTC-DNB en NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7, luego
disminuye con el aumento del tiempo. Ademas, la sefial de oxidacion del NADH sin

electrocatalizar aparece en todos los voltamogramas (Ep = 400 mV), aumentando con el tiempo

de interaccion del electrodo con NADH.
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c) TNB
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos del electrodo GC-NTC-TNB medido a distintos tiempos de interaccion
sin sacarlo de la celda con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

Cuando se usa TNB como mediador (Fig. 28), la mayor intensidad de la ip catalitica sin
que aparezca la sefal de oxidacion de NADH, se observa a 1 min de inmersién. Ademas, se
observa que la corriente de la sefial de oxidacion del NADH solo aparece luego de 22 min de
inmersion del electrodo, aumentando hasta los 52 min de duracion del experimento. En todos los

experimentos se observé la disminucion del mediador con el tiempo de interaccion.

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que el tiempo éptimo de interaccidén con
NADH para los compuestos en los electrodos GC-NTC son: para el 3,5-DNBy DNB alos 10 s,y
para el TNB es a 1 min. Estos valores corresponden al tiempo en que se observa el mayor valor

de ip catalitica por parte del mediador y el menor valor de ip de oxidacion de NADH sin
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electrocatalizar (Ep = 400 mV). Ademas, se sugiere una desorcion del mediador desde el
electrodo hacia la solucién en presencia de NADH, con el aumento del tiempo de interaccién, lo
gque daria cuenta de una cinética de intercambio entre el mediador y el NADH, donde el NADH

desplazaria al mediador del electrodo.

4.12. Variacion de la concentracion del mediador

Con el objetivo de encontrar la concentracion minima de nitrocompuesto capaz de
electrocatalizar todo el NADH presente en el electrodo con NTCs, se estudié la variacion de la
concentracion del nitrocompuesto en la modificacion de los electrodos GC-NTC-Med. El
experimento se realizé utilizando una concentracion fija de NADH de 3 mM en buffer B-R
siguiendo la metodologia de “Estudio de electrocatélisis”, descrita en el punto 3.4.5. En las figuras
29, 30 y 31, se muestran los voltamogramas de pulso diferencial a diferentes concentraciones
de mediador en electrodos GC-NTC-Med medidos en NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7 con el

tiempo de interaccion optimizado para cada compuesto.

47



a) 3,5-DNB

300
200
100

300
200

100
300

200

100
300

200
100
300
200

100
200

i/ pA

150 |

100

50
200
150

100
50

-300

-300

-150 0 150

300 450 600 750

T T T T

T T T T T T
3,5-DNB + NADH  19mM 3.5-DNB

1 " 1 " 1

T T T T

1 " 1 " 1 " 1

3,5-DNB + NADH

8mM 3,5-DNB

PR T T | P P .

3,5-DNB + NADH

6mM 3,5-DNB

1 " 1 1

P I

1 " 1 " 1 " 1

3,5-DNB + NADH

4mM 3,5-DNB

PR T

3,5-DNB + NADH 2mM 3,5-DNB

1

-150 0 150

300 450 600 750

E / mV

Figura 29. Voltamogramas de pulso diferencial de electrodos GC-NTC-3,5-DNB modificados con distintas

concentraciones de 3,5-DNB a una concentracion constante de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

De la figura 29 se puede concluir que la concentracion minima de 3,5-DNB a la cual no

aparece la sefial de oxidacion del NADH sin electrocatalizar (Ep = 335 mV) es a 2 mM de 3,5-

DNB.
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Figura 30. Voltamogramas de pulso diferencial de electrodos GC-NTC-DNB modificados a distintas
concentraciones de DNB a una concentracion constante de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH7.

En la figura 30, se observa que la concentracion minima de DNB a la cual no aparece la

sefal del NADH sin electrocatalizar (Ep = 335 mV) es a 2 mM de DNB.
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Figura 31. Voltamogramas de pulso diferencial de electrodos GC-NTC-TNB modificado a distintas

concentraciones de TNB a una concentracién constante de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En la figura 31, se observa que la minima concentracion de TNB, a la cual no aparece la

sefial del NADH sin electrocatalizar (Ep = 400 mV) es a 1 mM de TNB.

En la figura 32 se resumen los resultados obtenidos de los voltamogramas de las figuras

29, 30y 31, en el cual se muestran las corrientes cataliticas NADH-Med y la corriente de pico del

NADH sin electrocatalizar, en funcion de la variacién del TNB. Este experimento se realizé en

triplicado usando distintos electrodos GC-NTC-Med, con un tiempo de inmersién en NADH

optimizado en el punto anterior.
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Figura 32. Dependencia de la corriente de pico catalitica Med-NADH (m) y la corriente del NADH sin
electrocatalizar (A) en funcién de la variacién de la concentracién del mediador, con NADH de 3 mM en
buffer B-R 0,1 M pH 7. A. GC-NTC-3,5-DNB B. GC-NTC-DNB C. GC-NTC-TNB.

En la figura 32 se observa que al aumentar la concentraciébn de nitrocompuesto la
corriente catalitica (Med-NADH, simbolo cuadrado negro en Fig. 32) aumenta y la corriente del
NADH sin electrocatalizar disminuye (simbolo triangulo rojo en Fig. 32). Para el TNB (Fig. 32 C),
la corriente catalitica Med-NADH aumenta considerablemente hasta 1 mM y luego se mantiene
constante, observando un plateau entre 1 y 4 mM. Por lo tanto, la minima concentracion que se
requiere para electrocatalizar todo el NADH presente en el electrodo es 1 mM, con la cual se
obtiene la maxima corriente catalitica Med-NADH para el TNB y la minima corriente de NADH

sin electrocatalizar. Para el 3,5-DNB y el DNB (Fig. 32 Ay B) se observa que el valor minimo de
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la corriente del NADH sin electrocatalizar se hace constante desde los 2 mM de nitrocompuesto.
Por lo tanto, para ambos compuestos la minima concentracién de nitrocompuesto que se

requiere para electrocatalizar el NADH presente en el electrodo es a los 2 mM de nitrocompuesto.

4.13. Efecto de la concentracién de NADH sobre el electrodo GC-NTC-Med.
Una vez conocida la minima concentracion de mediador requerida para la electrocatalisis
de NADH, se busca encontrar la méxima concentraciéon de NADH que puede electrocatalizar

esta cantidad de mediador bajo las mismas condiciones.

En este experimento se estudié la variacion de la concentracion de NADH en electrodos
modificados GC-NTC-Med, utilizando la minima concentracién de mediador determinada en la
seccion anterior. En la figura 33 se muestran los voltamogramas de pulso diferencial obtenidos
al variar la concentracion de NADH. En todos los experimentos, las concentraciones de mediador

fueron 2 mM para 3,5-DNB, DNB y 1 mM para TNB, en buffer B-R 0,1 M pH 7.
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Figura 33. Voltamogramas de pulso diferencial a distintas concentraciones de NADH en buffer B-R 0,1 M
pH 7 a una concentracion fija de A. 3,5-DNB 2 mM y B. DNB 2 mM, en electrodos GC-NTC.

52



En la figura 33 se observa que al aumentar la concentraciéon de NADH en la celda,

aumenta la corriente de la sefial del NADH sin electrocatalizar (Ep = 400 mV).
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Figura 34. Voltamogramas de pulso diferencial a distintas concentraciones de NADH buffer B-R 0,1 M
pH 7 a una concentracion fija de TNB 2mM en electrodos GC-NTC.

En la figura 34 se observa que con el aumento de la concentracion del NADH la corriente

de pico del NADH se mantiene practicamente constante con un valor cercano a cero (6,60 pA).

En la figura 35 se resumen los resultados obtenidos de los voltamogramas de las figuras
33 y 34. Se muestran las corrientes cataliticas NADH-Med (cuadrado negro en Fig. 35) y la
corriente de pico del NADH sin electrocatalizar (circulo rojo en Fig. 35) en funcién de la variacion
del TNB. Este experimento se realiz6 en triplicado usando distintos electrodos GC-NTC-Med, con

un tiempo de interaccion con NADH optimizado en el punto anterior.
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Figura 35. Dependencia de la corriente de pico electrocatalitica del conjunto Med-NADH (m) y la corriente
del NADH sin electrocatalizar (e) con la variacién de la concentracion del NADH en buffer B-R 0,1 M pH 7.
A. 3,5-DNB 2 mM en GC-NTC B. DNB 2mM GC-NTC C. TNB 1 mM GC-NTC.

En la figura 35 se observa, con todos los mediadores una disminucién de la corriente
electrocatalitica del conjunto Med-NADH (cuadrado negro en Fig. 35), con el aumento de la
concentracion del NADH. Para el 3,5-DNB (Fig. 35 A) la corriente electrocatalitica 3,5-DNB-
NADH disminuye hasta los 7 mM de NADH, luego se hace constante. Para el DNB y el TNB (Fig.
35 B y C) la corriente electrocatalitica Med-NADH disminuye hasta los 8 mM de NADH y luego
se hace constante. Sin embargo, la corriente del NADH sin electrocatalizar tiene un
comportamiento mas bien constante con el aumento de la concentracion de NADH, observando

un leve aumento de la corriente a altas concentraciones. Por lo tanto, la maxima concentracién
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de NADH que cada mediador puede electrocatalizar es 7 mM para el 3,5-DNB, 2 mM y 8 mM

para DNB 2 mMy TNB 1 mM, respectivamente.

4.14. Efecto de lavelocidad de barrido en el conjunto mediador-NADH.

El estudio de la influencia de la velocidad de barrido en el conjunto mediador-NADH se
realizd utilizando electrodos GC-NTC-Med. La modificacion con mediador se realizd por
inmersién simultdnea de los electrodos en una solucion de nitrocompuesto 2 mM, obteniendo
electrodos GC-NTC-Med. Esta metodologia se aplica para eliminar errores por tiempo de

inmersion en electrodos diferentes.

El experimento se realiz6 de acuerdo la metodologia descrita en el punto 3.4.5. Todos
los electrodos GC-NTC-Med fueron medidos con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7. Las
mediciones se realizaron a distintas velocidades de barrido desde 50 hasta 2000 mVs™ por

triplicado, la técnica utilizada fue voltametria ciclica.
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido con electrodos GC-NTC-Med en
NADH 3 mM en buffer B-R pH 7. A. 3,5-DNB 2 mM como mediador. B. DNB 2 mM como mediador. C.
TNB 2 mM como mediador.

Para todos los voltamogramas (Fig. 36), las corrientes de oxidacion y reduccion,
aumentan con el aumento de la velocidad de barrido.

En la figura 37 se observa una relacion lineal de log ip con log v. Los valores de las
pendientes de los graficos obtenidos dan cuenta de la naturaleza del mecanismo de transferencia

involucrado. Los valores de las pendientes de los compuestos 3,5-DNB y DNB fueron de 0,56 y
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0,61, respectivamente. Estos valores son cercanos al esperado teéricamente de 0,5 para
procesos controlados por difusion*? .Sin embargo, el valor obtenido de la pendiente para el TNB,

fue de 0,65, un valor cercano al esperado teéricamente 0,7 para procesos mixtos.
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Figura 37. Grafico del logaritmo de la corriente de pico versus el logaritmo de la velocidad de barrido, para
electrodos modificados GC-NTC-Med en NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7,0. A. DNB 2 mM. B. 3,5-
DNB2 mMy C. TNB 2 mM.
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Figura 38. Gréfico de Ep versus log v. Con v desde 50 mVs-! hasta 2000 mVs! para electrodos GC-NTC-
Med en NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7,03. A. DNB 2 mM. B 3,5-DNB 2 mM y C. TNB 2 mM.

En el grafico de Ep versus log v (Fig. 38), se observa un aumento de Ep con la velocidad
de barrido para todos los compuestos estudiados, lo que indica un comportamiento reversible a

bajas velocidades y cuasi reversible a velocidades altas.
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Con el objetivo de estudiar el comportamiento de la corriente electrocatalitica en relacion
a la corriente del TNB como mediador redox (sefial Il Fig. 39), se evaluoé el efecto de la difusion
del mediador en presencia de NADH y se expresaron las corrientes obtenidas a cada velocidad
en términos de porcentaje, Tabla IV. Este experimento se realiz6 a distintas velocidades de
barrido de 100 a 1000 mVs™. Se utilizaron electrodos GC-NTC -TNB modificados con TNB 2 mM.
En la figura 39 se muestran los voltamogramas obtenidos para los electrodos en solucion de

NADH 3 mM en buffer B-R pH 7.
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Figura 39. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para electrodos GC-NTC
modificados con TNB 2 mM en NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En la figura 39 se observa que al aumentar la velocidad de barrido aumenta la corriente
de pico de los voltamogramas, con un leve desplazamiento en los potenciales de pico, tanto de

reduccidon como de oxidacion.
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Se define la corriente catalitica como la diferencia entre la sefial |, Fig. 39 (conjunto Med-
NADH) y la sefial de reduccion del mediador (sefial Il en Fig. 39) (ec. 9).

Ip electrocatalitica = ip sefial | — ip sefal Il 9)

Tabla IV. Relacién entre la corriente electrocatalitica (Med-NADH) y la corriente de pico de la
sefal de reduccion del mediador a diferentes velocidades de barrido.

Velocidad de ip catalitica
barrido (mV/s) “ipsenall 100
100 69,30
500 54,10
800 51,31
1000 46,54

En la tabla IV se observa que al aumentar la velocidad de barrido disminuye el porcentaje
gue relaciona la corriente electrocatalitica con la corriente del mediador. Como la concentracion
de NADH es la misma para todo el experimento, la disminucién del porcentaje a velocidades
altas se debe a que el mediador tiene menos tiempo para difundir desde el electrodo hacia la
solucion. En cambio, a velocidades bajas el experimento ciclovoltamétrico es mas lento y en el
barrido inverso ha difundido mediador del electrodo. Las mediciones a velocidades altas
disminuyen el error por difusion del mediador en la estimacion de la corriente electrocatalitica.
Se puede concluir que la relacién entre la corriente del mediador y la corriente electrocatalitica
(Med-NADH) es alrededor de 1:1, es decir, de la corriente de la seial | en Fig. 39, el 50 %

corresponde a mediador y el 50 % a NADH.

La difusion del mediador es un factor clave en el sistema cuando se electrocataliza
NADH. Con el objetivo de ver el comportamiento de las sefiales del mediador encapsulado al
aplicar 5 ciclos continuos de barridos de potencial y seguir la disminucién de las sefales, se
realizé un experimento a una velocidad de barrido de 100 mVs™. La primera medicion se realiz6
a 1 min de interaccién del electrodo GC-NTC-TNB con NADH, y la segunda medicién se realizé

a los 5 min de interaccion del electrodo con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.
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Figura 40. Voltamogramas ciclicos de un electrodo GC-NTC modificado con TNB 2 mM, medido en NADH
3mM en buffer B-R pH 7 a distintos tiempos de interaccién del electrodo A. 1 min. B. 5 min. v = 500 mV/s.

Tabla V. Relacién entre la corriente catalitica y la corriente de pico de la sefial de reduccién del
medidor a diferentes tiempos de medicion del electrodo.

Tiempo (min) i catalitica
ip sefial I X

1 54,88

5 60,47

Los barridos consecutivos (sefiales Il y Ill en Fig. 40) indican que no hay actividad
electrocatalitica del NADH luego del primer barrido de oxidacién, esto se puede deber a que no
se alcanza a renovar NADH desde la solucion, o a la presencia de NAD* mientras el electrodo
esta polarizado. Solo después de volver a aplicar un potencial a los 5 min se observé una
diferencia entre la corriente electrocatalitica y la corriente de reduccién del mediador, pero con
menor intensidad de corriente. Esto se debe a que parte del mediador y NAD" generado en la
primera oxidacion, difundieron desde el interior del electrodo hacia la solucién en el tiempo

transcurrido entre una y otra medicion. Sin embargo, a pesar de la clara disminucién del mediador
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en el electrodo, la relacion porcentual entre la corriente catalitica y la del mediador tienen valores
cercanos al 55 % (Tabla V), esto indicaria que, a pesar de la disminucién en la intensidad de

corriente de las sefales, la actividad electrocatalitica del electrodo no cambia significativamente.

Debido a que la actividad electrocatalitica solo ocurre en el primer barrido andédico, los
barridos posteriores dan cuenta del comportamiento del mediador en los electrodos al ser
medidos en NADH y no del conjunto mediador/NADH. Por lo tanto, con el objetivo de estudiar la
disminucion de las corrientes del mediador en presencia de NADH, se analizé la evolucién de
las sefiales voltamétricas del par redox de cada nitrocompuesto, comparando la disminucion de
las sefiales en ausencia y presencia de NADH en buffer B-R pH 7. Para cada medicion se
realizaron 20 barridos ciclicos consecutivos a una velocidad de barrido de 100 mVs™. Todas las
mediciones se realizaron con los mismos limites de potencial. Los voltamogramas ciclicos

obtenidos se muestran en la figura 41.
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Figura 41. Voltamogramas ciclicos para electrodos GC-NTC modificado con A. A’ 3,5-DNB 2 mM B. B’
DNByC.C’ TNB 2 mM. A’. B’. y C’. Medido en celda con NADH 3 mM buffer B-R pH 7. A. B. y C. Medido
en celda con buffer B-R 0,1 M pH 7. v =100 mV/s con 20 barridos consecutivos. Las flechas indican la
disminucién de las sefiales de mediador redox.
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En lafigura 41. A. B. C. para todos los nitrocompuestos estudiados, se observa una leve
disminucién de las corrientes de pico (reduccién y oxidacion) del par redox con los barridos
consecutivos medidos en buffer B-R pH 7, por lo que los mediadores son estables en el electrodo
en ausencia de NADH. En la figura 41. A’. B’. y C’. se observa actividad electrocatalitica del
mediador redox sobre el NADH solo en el primer barrido de oxidacién para los tres
nitrocompuestos. En los barridos posteriores se observa una considerable disminucion en las

corrientes de pico del mediador con el nimero de barridos aplicados.

Como la corriente esta asociada a la cantidad de mediador en el electrodo, la disminucion
del par redox con el numero de barridos en presencia de NADH daria cuenta de una difusién del

mediador desde el electrodo hacia la solucién.

En los graficos de la figura 42, se observa la dependencia de la corriente de pico (anddica

y catddica) en presencia y ausencia de NADH con el nimero de barridos.
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Figura 42. Variacién de las corrientes anddicas y catddicas de los voltamogramas de la figura 41. En rojo
las corrientes de pico de oxidacion (o) y reduccion (o) del mediador en presencia de NADH. En negro las
corrientes de pico de oxidacion (m) y reduccion (e) del mediador en ausencia de NADH. No se muestra el
correspondiente a la electrocatdlisis. A. 3,5-DNB 2 mM B. DNB 2 mM y C. TNB 2mM

En la figura 42 se observa que para los electrodos GC-NTC modificados con los
mediadores redox en buffer B-R pH 7, el decaimiento de las sefales del par redox tiene un
comportamiento lineal para todos los nitrocompuestos. La ecuacidon que caracteriza este

comportamiento es la siguiente: ip=m -n+ipg (20)

Donde, n es el nUmero de barridos, ipo €s el intercepto y m es la pendiente de la recta. La

pendiente indica la tasa de disminucion lineal del par redox, para los electrodos GC-NTC-Med
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medidos solo en buffer B-R. Los valores de las pendientes lineales obtenidas para este

experimento se resumen en la tabla IV.

El decaimiento de las sefiales de los electrodos GC-NTC-TNB medidos en NADH también
tienen un comportamiento lineal, que se puede expresar con la ecuacién anterior (Fig. 42. C).
Sin embargo, para el DNB y el 3,5-DNB las sefiales del par redox en presencia de NADH tienen

un decaimiento exponencial caracterizado por la siguiente ecuacion:

—-n

ip=ip, +ipyet
Donde, ipe es la corriente de equilibrio (cuando n tiende a infinito), ipo es la corriente inicial,

n el nimero de barridos, y 1/t la constante de decaimiento de la corriente.

Para poder comparar ambos comportamientos (decaimiento lineal y exponencial), se
tomaron los primeros tres puntos de cada curva exponencial y se realiz6 un ajuste lineal,
obteniendo tasas de decaimiento instantaneas (pendientes de la recta) para los compuestos 3,5-

DNB y DNB en presencia de NADH.

En latabla VI se resumen las pendientes obtenidas para electrodos GC-NTC modificados

con los nitrocompuestos, medidos en NADH en buffer B-R pH7.

Tabla VI. Resultados de las tasas de disminucion de los nitrocompuestos en buffer B-R en
presencia y ausencia de NADH.

Buffer B-R pH 7
Pendientes de la recta (m) [LA/n]

NADH en B-R pH 7
Pendiente de la recta [LA/n]

Barrido anddico Barrido catodico Barrido anddico Barrido catédico
DNB -1,17 x 10 1,09 x 106 -2,64 x 10 2,02 x 10
3,5-DNB -1,77 x 10 2,02 x 10 -1,80 x 105 8,20 x 10®
TNB -2,01 x 10 1,91 x 10°® -4,55 x 10 3,70 x 10

De la tabla VI, se observa que, para todos los nitrocompuestos, los valores de las
pendientes en presencia de NADH son mayores que los valores obtenidos en ausencia de NADH.
Esto indica una mayor tasa de decaimiento instantanea por cada barrido de potencial en
presencia de NADH. Las menores tasas de disminucion del nitrocompuesto en presencia de
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NADH las presenta el TNB, el inico compuesto con tres grupos nitro en su estructura, con dos
grupos nitro sin reducir que pueden interactuar con la nano-estructura quedando mayormente
retenido.

Muchos autores describen el proceso electrocatalitico en un electrodo modificado de la

forma mostrada en el esquema de la figura 43322,

Mediador NAD*

Zona de reaccion Solucion

,l' --------------------------------------------------------------
I:’ @ @ NADH \
| .
i red NADH NADH
1
i NADH
1
| NADH
:
i NAD* NAD* NADH
; NADH
i
1
\

o NAD* NAD* \ /

Figura 43. llustracién grafica del proceso de electrocatalisis. 1. Oxidacion del mediador redox encapsulado
en los electrodos GC-NTC. 2. Reduccién del mediador redox y Oxidacion del NADH. 3. Interfase solucion/
zona de reaccion. Proceso sin agitacion.

En la etapa 1, el mediador se oxida segun:
Mediadoreq — Mediadorox + n e
Al mismo tiempo ocurre la etapa 2, en la cual el NADH se oxida segun la ecuacion:
NADH — NAD*+ H*+2n e
Finalmente, en la etapa 3 se propone una acumulacion de NAD* en la zona de reaccion.

Por lo tanto, se propone que la disminucion de las sefiales del mediador redox se debe
al bloqueo de los sitios disponibles en los NTCs por las moléculas de NAD*, las cuales son
adsorbidas y son generadas por la oxidacién de NADH, desplazando al mediador de los NTCs e

impidiendo el acceso del NADH a los sitios activos.
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4.15. Electrocatdlisis de electrodos modificados con NTC y diferentes nitrocompuestos
sobre NADH.

Con el objetivo de determinar la capacidad electrocatalitica del nitrobenceno o
monitrobenceno (MNB), un nitrocompuesto con una estructura similar a los nitrocompuestos
estudiados, pero con un solo grupo nitro en su estructura. Se realizaron pruebas de
electrocatdlisis siguiendo la metodologia descrita en el punto 3.4.5 “Estudio de electrocatalisis”.
En la figura 44 se muestra la respuesta electroquimica para un electrodo GC-NTC modificado

con MNB 10 mM en buffer B-R pH 7.
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Figura 44. Prueba de electrocatalisis sobre NADH 3 mM en buffer B-R pH 7 de electrodos GC-NTC
modificados con MNB 10 mM. En linea continua electrodo GC-NTC-MNB en NADH. En linea discontinua
electrodos GC-NTC en NADH en buffer B-R pH 7. En linea de puntos, electrodos GC-NTC-MNB en buffer
B-R pH 7.

En la figura 44, en linea de puntos se observan las sefiales de oxidacion y reduccion del
par redox para electrodos GC-NTC-MNB medidos en buffer B-R, centradas a un potencial de -
66 y -106 mV, respectivamente. En linea discontinua, se observa una sefial intensa centrada en
400 mV correspondiente a la oxidacion del NADH. Para los electrodos GC-NTC-MNB en NADH
(linea continua Fig. 44), se observan las sefales del par redox con una baja intensidad de
corriente y una sefial intensa centrada en 400 mV, correspondiente al NADH no electrocatalizado.
Por lo tanto, el MNB no tiene actividad electrocatalitica sobre el NADH, al no desplazar el

potencial de oxidacion del NADH. Con este experimento es posible concluir que para que un
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nitrocompuesto pueda tener actividad electrocatalitica, la molécula debe contar con al menos dos

grupos nitro en el anillo aromatico.

Ademas, con el objetivo de investigar si la posicion de los grupos nitro en el anillo
bencénico influye en la actividad electrocatalitica sobre el NADH, se estudiaron dos
nitrocompuestos dinitrados como mediadores redox, el 1,2-dinitrobenceno (1,2-DNB) y el 1,4-
dinitrobenceno (1,4-DNB). El estudio se realizé segun la metodologia descrita en el punto 3.4.5
“Estudio de electrocatalisis”. En la Figura 45 se muestran los voltamogramas ciclicos de

electrodos GC-NTC modificados con 1,2-DNB y 1,4-DNB.
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Figura 45. Prueba de electrocatalisis sobre NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7 de electrodos GC-NTC
modificados con A. 1,2-DNB 5,47 mM B. 1,4-DNB 4,97 mM. En linea continua, electrodo GC-NTC-Med en
NADH. En linea de puntos, electrodos GC-NTC-Med en buffer B-R pH 7. En linea discontinua, electrodos
GC-NTC en NADH 3 mM en buffer B-R pH 7.

En la figura 45 se observa que al realizar la prueba de electrocatalisis con electrodos GC-
NTC-Med medido en NADH (en linea continua), en ambos compuestos se obtuvo actividad
electrocatalitica, debido al aumento de la corriente de pico en el potencial de oxidacion del
mediador redox (hidroxilamina/nitroso) y la ausencia de la sefial caracteristica del NADH en
electrodos sin nitrocompuestos, con Ep = 400 mV. Por lo tanto, se puede afirmar que ambos
compuestos tienen actividad electrocatalitica sobre el NADH y que la posicion de los grupos nitro

en el anillo aromatico no influye en la actividad electrocatalitica.
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5. CONCLUSIONES

Los electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos y compuestos polinitrados,
tienen ventajas en la respuesta electroquimica de los mediadores en comparacién con
los electrodos sin modificar; se obtienen mayores intensidades de corriente, mayor
definicion de las sefiales de los derivados hidroxilamina/nitroso y un desplazamiento

electrocatalitico de las sefnales.

El &cido 3,5-dinitrobenzoico, el 1,3-dinitrobenceno y el 1,3,5-tinitrobenceno tienen

actividad electrocatalitica sobre el NADH.

De los tres mediadores evaluados, el que requiere una menor concentracién para

electrocatalizar la misma cantidad de NADH es 1,3,5-trinitrobenceno.

El mediador que presenta una mayor estabilidad en electrodo en presencia de NADH es
el TNB, que en su estructura presenta un grupo nitro adicional que los otros mediadores,

favoreciendo la encapsulacién del mediador en la nano estructura del electrodo.

Existe un proceso de intercambio entre el NADH y el mediador encapsulado en la nano
estructura formada por los nanotubos de carbono, en el cual el NADH compite por los
sitios disponibles desplazando al mediador del electrodo.

La relacion entre la corriente del mediador y la corriente electrocatalitica es alrededor de

1:1 para el 1,3,5-trinitrobenceno.

Moléculas con un solo grupo nitro, como el nitrobenceno, no presentan actividad
electrocatalitica, por lo que se necesitan al menos dos grupos nitro en la molécula para

electrocatalizar NADH.

El 1,2-dinitrobenceno y el 1,4-dinitrobenceno presentan actividad electrocatalitica, por lo
gue la posicion de los grupos nitro en el anillo aromatico no influye en la electrocatalisis
del NADH.
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