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Resumen

RESUMEN

En esta Tesis se desarrollaron electrodos de pasta de carbono (PC) modificados con
liquidos i6nicos (LI): dos de tipo imidazolio (1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato y
hexafluorofosfato) y dos de tipo piridinio (1-butil-4-metilpiridinio tetrafluoroborato y hexa
fluorofosfato), para su empleo con fines analiticos. Las superficies de PC modificadas se
caracterizaron por voltamperometria ciclica (con mediadores redox clasicos como

ferrocenometanol), microscopia de barrido electronico y de barrido electroquimico.

Con los electrodos modificados seleccionados se realizaron estudios del comportamiento
electroquimico de tres farmacos de amplio uso y de reconocida actividad redox: levodopa,
acetaminofeno y nitrendipino. En todos los casos, el comportamiento anédico o catddico
de cada farmaco en los electrodos modificados fue similar al de los electrodos no
modificados, en lo que a reversibilidad y dependencia de potenciales de pico vs pH se
refiere, cuando fueron estudiados empleando voltamperometria ciclica (VC) y de pulso
diferencial (VPD). La principal diferencia entre el uso de electrodos modificados vs no
modificados, fue la mayor respuesta en corriente. Para levodopa el incremento fue de mas

del doble, y para acetaminofeno y nitrendipino en 20 y 17 veces, respectivamente.

De acuerdo al comportamiento electroquimico de cada farmaco, se desarrollaron
metodologias analiticas empleando VPD. En términos generales las reproducibilidades
presentaron coeficientes de variacion < 5,4 % y con limites de deteccién de 0,63 pg/mL,
51 ng/mL y 25 ng/mL para levodopa, acetaminofeno y nitrendipino, respectivamente. Las
metodologias analiticas desarrolladas se aplicaron en la cuantificacién de cada farmaco
en su forma farmacéutica, sin interferencias de los excipientes de las formulaciones y con

porcentajes encontrados acordes con lo declarado por los fabricantes.



Summary

SUMMARY

In this thesis, carbon paste (CP) electrodes modified with ionic liquids (IL) were developed:
two IL of imidazolium type (1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate and hexafluoro
phosphate) and two of pyridinium type (1-butyl-4-methylpyridinium tetrafluoro borate and
hexafluorophosphate), to their use for analytical purposes. The modified CP surfaces were
characterized by cyclic voltammetry (with classical redox mediators as

ferrocenemethanol), scanning electron and scanning electrochemical microscopy.

With the selected modified electrodes, were performed studies of the electrochemical
behaviour of three drugs widely used and of recognized redox activity: levodopa,
acetaminophen and nitrendipine. In all cases, the anodic or cathodic behaviour of each
drug in the modified electrodes was similar to that of non-modified electrodes, in which
reversibility and dependence on the peak potential vs. pH refers when they were studied
using cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV). The main
difference between the uses of modified vs. unmodified electrodes was a higher response
in peak current. The response was increased more than twice, 20 and 17 times for

levodopa, acetaminophen and nitrendipine, respectively.

Based on the electrochemical behaviour of each drug, DPV analytical methodologies were
developed, finding in general terms reproducibilities with coefficient of variations < 5.4%
and detection limits of 0.63 pyg/mL, 51 ng/mL and 25 ng/mL for levodopa, acetaminophen
and nitrendipine, respectively. Finally, the developed analytical methods were tested in the
quantification of each drug in pharmaceutical form, finding on the one hand that the
excipients of the formulations do not interfere in the determination of each drug and on the

other hand, values consistent with the percentages found declared by the manufacturer.
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1. INTRODUCCION

Los métodos de analisis voltamperométricos se basan en la medicién de la
dependencia de la corriente sobre el potencial de un electrodo, donde el potencial se
relaciona con las propiedades cualitativas y la corriente con las cuantitativas; por tanto los
compuestos pueden ser selectivamente detectados y cuantificados por estos métodos. La
principal ventaja de las técnicas voltamperométricas es su precision, sensibilidad y amplio

intervalo dinamico.

En electroquimica de estado solido, el interés se centra en los materiales solidos
depositados sobre (o formados) en el electrodo, en contacto con un liquido o,
eventualmente, de un electrolito sélido. En las técnicas voltamperométricas se utilizan
diferentes electrodos sdlidos como electrodos de trabajo, como carbono (carbén vitreo,
pasta de carbono o fibra de carbono) y electrodos metalicos (oro, cobre, etc.). La
seleccion de la superficie depende de la aplicacién, siendo los mas utilizados los de
carbon vitreo' y pasta de carbono (PC)2’3. Los electrodos de pasta de carbono (EPC)
tienen una larga data, teniendo un liquido hidrofébico como uno de sus componentes, son
utilizados desde hace mas de cincuenta afios y corresponden a una herramienta muy
extendida en electroanalisis*°. Como se mencion6 anteriormente, una parte significativa
de la electroquimica de estado sdlido se concentra en la uniéon de materiales sélidos a la
superficie de un electrodo inerte: este proceso se llama modificacién de electrodos®* En
el campo de aplicacion de diversas técnicas voltamperométricas, se puede conseguir una
disminucion de los limites de deteccién, principalmente mediante el uso de electrodos

modificados. La modificacion de superficies utilizadas como electrodos proporcionan
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cierto tipo de control, sobre como el electrodo interactua con su entorno. Dado que es
posible modificar electrodos, el rendimiento de éste no se limita al material o el potencial

aplicado.

La PC también se puede modificar con dos o incluso mas componentes, lo cual es
el caso de la PC empleada en biosensores® que contienen una enzima (o su soporte),
junto con un mediador adecuado. La cantidad de modificador en la pasta por lo general
varia entre 10 a 30 % (p/p), en funcion de la naturaleza del agente modificador y su
capacidad de formar suficientes sitios activos en la pasta modificada (por ejemplo grupos
funcionales inmovilizados en la superficie del electrodo o moléculas de extractante). La
PC definitivamente representa uno de los materiales mas adecuados para la preparacion
de electrodos modificados. A diferencia de las modificaciones bastante complejas de los
sustratos solidos, la preparacion de electrodos quimicamente modificados de PC es
sencilla, normalmente por diversos procedimientos alternativos. EI modificador puede ser
disuelto directamente en el aglutinante o mezclado mecanicamente con la pasta durante
su homogeneizacién. También es posible sumergir las particulas de grafito con una
disoluciéon de un modificador y después de evaporar el disolvente. El polvo de carbono
impregnado se utiliza para preparar el electrodo. Por ultimo, las pastas ya preparadas

pueden ser modificadas in situ.

La modificacion quimica ha proporcionado una forma de gran eficacia para ajustar
el rendimiento de las superficies utilizadas como electrodos. Esto ha sido particularmente
importante en la quimica electroanalitica, cuya adaptacion ha proporcionado vias de
mejoramiento de la selectividad, resistencia al envenenamiento del electrodo,
concentracion de especies, mejora de las propiedades electrocataliticas y ademas,

limitando el acceso de interferentes en muestras complejas. En general, la razén principal
4
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para modificar un electrodo es obtener nuevos sensores con propiedades deseadas, con
frecuencia predefinidas. Por lo tanto, la sensibilidad y la selectividad de analisis

electroquimico se pueden mejorar considerablemente utilizando estos electrodos.

Entre los modificadores mas novedosas se encuentran los liquidos iénicos (LI),
que incluyen una amplia clase de sales que se funden, a/o por debajo de 100 °C. Los LI a
temperatura ambiente, corresponden con una divisiéon de LI que se encuentran en este
estado a temperatura ambiente. Las propiedades caracteristicas de estos liquidos, son el
resultado directo de que estan compuestas totalmente de iones. En consecuencia, el LI
puede actuar de manera muy diferente a los liquidos moleculares comunes, cuando se

usan como disolventes™*®.

Las propiedades de los LI incluyen: amplio intervalo liquido, bajas volatilidades,
buena estabilidad térmica, conductividad electrolitica, amplia gama de viscosidades,

3,7-9

reutilizacion y no inflamabilidad™’ ™. En la Figura 1 se muestran algunas de las estructuras

quimicas de los LI empleados en electroquimica como modificadores de electrodos1°'13,
siendo uno de los mas utilizados el 1-butil-3-metil-imidazol hexafluorofosfato

(BmimPF6)"* .

Ademas, los LI tienen propiedades electroquimicas tales como elevada
conductividad iénica, baja volatilidad y una amplia ventana de potencial electroquimico;
ésta es considerada una de las caracteristicas mas importante de los LI en cuanto a su
papel como disolvente'®'®. Sin embargo, sus aplicaciones en electroanalisis se han
expandido rapidamente sélo en los ultimos afos, y existen pocos reportes acerca de las

aplicaciones farmacéuticas.
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Figura 1. Ejemplos de LI mas utilizados en la modificacién de electrodos.

Contrariamente a los disolventes organicos tipicos, los LI se caracterizan por no

ser inflamables y poseer una baja presion de vapor, por lo tanto, son seguros y faciles de

trabajar inmersos en una disolucién acuosa electrolitica.

La elevada viscosidad de los LI se emplea para su aplicacion en electrodos de

pasta de carbono. En la mayoria de los casos, estos electrodos modificados se comparan

contra los electrodos clasicos de pasta de carbono. Tipicamente, tanto los electrodos

desnudos como los modificados se preparan por mezcla o molienda de particulas de

grafito con el LI y colocando la mezcla en una cavidad de polimero o tubo de vidrio. Tras

el pulido, el electrodo esta listo para usar. La relacion de Ll/particulas de grafito tiene que

ser optimizada desde el punto de vista no sélo de la estabilidad mecanica, sino también

de la corriente capacitiva y la resistencia.
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A principios del siglo veintiuno, existian sélo algunas publicaciones de electrodos
modificados con LI, pero a partir del afio 2007 se observa un incremento en el empleo de
los LI, haciéndose cada vez mas reconocidos, producto de las ventajas de su utilizacién
(Figura 2). De esta forma, la aplicacion de los LI se ha incrementado enormemente en el
ultimo tiempo, pudiéndose encontrar un sinnumero de articulos de sus aplicaciones como
modificadores de electrodos o teniendo al LI como uno de sus componentes

modificadores?®%2.
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Figura 2. Publicaciones de electrodos modificados con LI hasta abril del afio 2014 (fuente:

Web of Sciencezs).
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El 1-etil-3-metilimidazol tetrafluoroborato [EmimBF4] es un LI hidrofilico que se ha
utilizado en la modificacion de EPC, para la determinacion electroquimica de metolz, un
compuesto de caracter toxico utilizado en fotografia como un agente revelador. Con la
incorporacion del LI, los limites de deteccion y cuantificacién disminuyeron

significativamente en comparacion al electrodo sin modificar.
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J. Zheng y cols.™ utilizaron el 1-pentil-3-metilimidazol hexafluorofosfato [PmimPF6]
como modificador de EPC, y estudiaron la respuesta electroquimica de este electrodo en
comparacion al electrodo sin modificar en la determinaciéon de dobesilato de calcio,
comprobando la superioridad del electrodo modificado, obteniendo una mejor sensibilidad,
una rapida transferencia electronica y una mejor reversibilidad, llegando a limites de

deteccion de 4,0x107" M (Figura 3A).

Para la determinacidén de rutina, un compuesto de origen natural usado en un
amplio rango de problemas circulatorios, se utilizan EPC-LI, modificados con un LI de tipo
piridinio, dando como resultado un gran efecto electrocatalitico en la oxidacién de este
compuesto. Ademas, el electrodo modificado presenta una buena estabilidad y

reproducibilidad sin la influencia de sustancias coexistentes (Figura 3B).

2N D00

) A
fbll

—
\/ [ 1K )
/

f
I|I 3

_ -/ ,
400} / | /

‘ﬁUﬂ 1 1 LY I 1 1
0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Ay i 1, | 1] [l G2 o hAGD AT A
E !V SCE E

FRTE.Y

Ip/pi

ELIREEY ]

[

00000 — ] | I R

Figura 3. Voltamperogramas para dobesilato de calcio (A) y rutina (B). A: VC con EPC (a)
y EPC-LI (b). B: VC con EPC (a), rutina 5,0x10° M, pH 2,5 (b) y EPC-LI en disolucién
tampon (c). Velocidad de barrido: 100 mV s™".
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Otra de las aplicaciones mas recientes corresponde a la fusion de pasta de
carbono, LI y nanotubos de carbono, para la construccién de electrodos super selectivos.
En el reporte de H. Khani y cols.® se explica la fabricacion de este tipo de electrodos
utilizando BmimBF4 mas un iondsforo. Este electrodo se utiliza en el seguimiento
potenciométrico del mercurio I, exhibiendo una excelente sensibilidad, selectividad y
estabilidad en su aplicacion en muestras reales. El método desarrollado presenta limites

de deteccidn del orden de 10° M.

En base a lo anteriormente expuesto, la presente propuesta pretende tomar
ventaja de la versatilidad de los LI para disefiar y caracterizar electrodos modificados, a
través de la incorporaciéon de LI a electrodos de pasta de carbono, con el objetivo de ser
empleados en la cuantificacion de farmacos, generando de esta forma métodos
voltamperométricos con una mayor sensibilidad que con los electrodos convencionales.
Clasicamente, todas las pastas son mezclas binarias de carbono, preparados a partir de
polvo de carbono y liquido organico de caracter no electrolitico. Tales mezclas se
clasifican como “pastas de carbono desnudas” o sin modificar. Durante mucho tiempo la
eleccion de los constituyentes principales de las pastas de carbono era bastante
monotona y, de hecho, no habia ninguna razén para buscar nuevos materiales
alternativos. Las propiedades de las mezclas de pasta convencionales de grafitos
espectroscoépicos y aceites de parafina, se han encontrado satisfactorias para la mayoria

de las aplicaciones, incluyendo modificaciones muy populares.

Los LIs que seran utilizados en esta Tesis corresponden a dos de tipo imidazolio:
el 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato (BmimBF4) y el 1-butil-3-metilimidazolio
hexafluorofosfato (BmimPF6), y dos de tipo piridinio: el 1-butil-4-metilpiridinio

tetrafluoroborato (PyrBF4) y el 1-butil-4-metilpiridinio hexafluorofosfato (PyrPF6), en
9



Introduccién

ambos casos se tiene el mismo catién (imidazolio y piridinio) y se diferencian en el anién.
Esta caracteristica permitira obtener mayor informacion de la interaccion existente, ya que
-PFs o -BF, proporcionan caracteristicas distintas al LI en términos de hidrofobicidad y

carga.

10



Hipotesis

HIPOTESIS

El estudio del comportamiento de diferentes tipos de liquidos idnicos como
modificadores de superficies electrédicas, hara posible seleccionar los componentes

adecuados para desarrollar metodologias electroanaliticas con una mayor sensibilidad.

11



Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar nuevos electrodos modificados, en base a pasta de carbono y
liquidos iénicos, para mejorar la sensibilidad de los electrodos desnudos, con vistas a

desarrollar métodos electroquimicos para la determinacion de farmacos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar electrodos de pasta de carbono modificados, utilizando diferentes liquidos
idnicos.

2. Evaluar la superficie y los procesos de transferencia de electrones en los nuevos
electrodos modificados.

3. Determinar el rol del liquido iénico en la electroactividad y la morfologia de los
electrodos resultantes.

4. Desarrollar metodologias analiticas, utilizando como analito distintos farmacos de
reconocida actividad redox.

5. Aplicar los métodos analiticos desarrollados para determinar los farmacos en

diferentes matrices.

12
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES
2.1.1 Liquidos iénicos
(a) 1-butil-4-metilpiridinio hexafluorofosfato (Aldrich®) > 97,0 %.

Férmula empirica: C1oH1sFeNP

Masa molar: 295,20 g/mol Fol-_F
. I:/||:\F
Punto de fusién: -45 °C
H;C
Estructura quimica
(b) 1-butil-4-metilpiridinio tetrafluoroborato (Aldrich®) > 97,0 % (T).

Férmula empirica: C1oH1sBF4N

Masa molar: 237,05 g/mol

Densidad: 1,20 g/cm® |

Hs;C

Estructura quimica

(c) 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato (Aldrich®)

N+/CH3
Para catalisis, > 98,5 % (T) [ )
N

Férmula empirica: CgHqsFsNoP - '|: .

1N
Masa molar: 284,18 g/mol F

HsC

Densidad: 1,38 g/mL (20°C) Estructura quimica

13
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(D) 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato (Aldrich®) CH
N
Para catalisis, > 98,5 % (HPLC) Z/ )
N
Férmula empirica: CgH1sBF4N ||:
F—I|3—F
Masa molar: 226,02 g/mol F
HsC
Densidad: 1,21 g/mL Estructura quimica

2.1.2 Farmacos

Levodopa

Nombre IUPAC: acido (2S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico
Foérmula empirica: CgH1NO4

Masa Molar: 197,19 g/mol

Acetaminofeno

Nombre IUPAC: N-(4-hidroxifenil)acetamida

Férmula empirica: CgHgNO-,

Masa Molar: 151,16 g/mol

Nitrendipino

Nombre IUPAC: 5-O-etil 3-O-metil 2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina-3,5-

dicarboxilato
Férmula empirica: C1gH2N2Og

Masa Molar: 360,36 g/mol.
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2.1.3 Reactivos y disolventes

Aceite mineral para espectroscopia IR, Sigma-Aldrich.
Acido acético glacial (100,0 %) p.a., Merck.

Acido bérico p.a., Merck.

Acido clorhidrico (36,5 %) p.a., Equilab.

Acido ortofosférico (85,0 %) p.a., Merck.

Agua calidad HPLC (Milli-Q).

Cloruro de potasio p.a., Merck.

Etanol absoluto (99,8 %) p.a., Merck.

Ferricianuro de potasio 99 %, Merck.
Ferrocenometanol 97 %, Merck.

Hexamin rutenio Il cloruro 99,9 %, Sigma Aldrich.
Grafito Fisher ChemAlert®

Hidréxido de sodio (NaOH) (pellets) p.a., Merck.

Nitrégeno extra puro Linde®.

2.1.4 Disoluciones tampén
Tampdn calibrador pH-metro, 4,00 Hanna Instruments.
Tampon calibrador pH-metro, 7,00 Hanna Instruments.

Tampodn calibrador pH-metro, 10,00 Hanna Instruments.
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Tampon Britton-Robinson 0,1 M.
Tampon Britton-Robinson 0,05 M.

Tampodn Britton-Robinson 0,2 M.

2.1.5 Material de vidrio

Todo el material de vidrio utilizado fue clase A.

2.1.6 Instrumental de uso general y otros materiales

Micro pipetas automaticas, Brand de volumen variable 2-1000 pL.

Mortero de agata.

2.1.7 Equipos

a) Sistema voltamperomeétrico

Analizador voltamperométrico CH Instruments 1030B.

Celda electroquimica de 10 mL.

Electrodo de trabajo : electrodo de pasta de carbono.
Electrodo auxiliar : platino.
Electrodo de referencia : Ag/AgCI CHIL.

b) Equipos de uso general

Agitador magnético HotplateStirrer.
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Balanza analitica de precision Radwad®.

Bano de ultrasonido, SVWR *“ultrasoniccleaner’, modelo 97043-934.
Estufa Dryin Oven, modelo DGH-9053A.

Medidor de pH, WTW.

Sistema purificador de agua, Milli-Q Ultra-PureWaterSystem.

VortexThermolyne.

2.2 METODOS

2.2.1 Preparacion de disoluciones
a) Tampodn Britton-Robinson 0,1 M

Se disolvieron 6,20 g de acido bdrico en agua Milli-Q, con ayuda de ultrasonido, en un
matraz aforado de 1000 mL. Se agregé6 6,8 mL de acido ortofosforico,
5,8 mL de acido acético y se completé el volumen con agua Milli-Q. Se varié el volumen

final de agua para la preparacion de tampon Britton-Robinson 0,05y 0,2 M.
b) Disoluciones de trabajo

Ferrocenometanol

Se pesd 2,16 mg de ferrocenometanol y se disolviéo en tampdn Britton-Robinson pH 7,4
con ayuda de ultrasonido, al interior de un matraz aforado de 10 mL. Finalmente se

completd a volumen con el mismo tampén, obteniéndose una disolucién 1x107 M.
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Ferricianuro de potasio

Se peso 32,93 mg de ferricianuro de potasio y se disolvié en tampoén Britton-Robinson pH
7,4 con ayuda de ultrasonido, al interior de un matraz aforado de 10 mL. Finalmente se

enraso con el mismo tampon, obteniéndose una disolucién 1x10 M.

Hexamin rutenio |l cloruro

Se peso 30,96 mg de hexamin rutenio Il cloruro y se disolvié en tampén Britton-Robinson
pH 7,4 con ayuda de ultrasonido, al interior de un matraz aforado de 10 mL. Finalmente se

enraso con el mismo tampon, obteniéndose una disolucion 1x107° M.
c) Disoluciones stock de farmacos

Levodopa

Se pesd 49,3 mg de levodopa y se disolvié con ayuda de sonicacién (5 min) en tampon
Britton-Robinson pH 4, en un matraz aforado de 25 mL. Finalmente se enras6 con el

mismo tampon, obteniéndose una disolucidn 1x1072 M.

Acetaminofeno

Se peso 37,8 mg de acetaminofeno y se disolvid, con ayuda de ultrasonido, en tampén
Britton-Robinson pH 7, al interior de un matraz aforado de 25 mL. Finalmente se enraso

con el mismo tampdn, obteniéndose una disolucion 1%x1072 M.

Nitrendipino

Se pesé 90,1 mg de nitrendipino y se disolvié en etanol p.a., al interior de un matraz
aforado de 25 mL. Finalmente se enrasd con etanol p.a., obteniéndose una disolucién

1x102 M.
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2.2.2 a. Preparacion de las pastas de carbono
Pasta A: pasta de carbono sin modificar 95/5 p/p

Se agregan 50 mg de aceite mineral y 950 mg de polvo de grafito en un mortero de agata,

se homogeniza por 30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 5/95 p/p.
Pasta B: pasta de carbono sin modificar 70/30p/p

Se agregan 300 mg de aceite mineral y 700 mg de polvo de grafito en un mortero de

agata, se homogeniza por 30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 30/70 p/p.

2.2.2 b. Preparacion de las pastas de carbono modificadas con liquidos i6nicos
Pasta 1.A

Se agregan 5 mg de LI y 95 mg de pasta A en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 5 % en el LI.
Pasta 2.A

Se agregan 10 mg de LI y 90 mg de pasta A en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 10 % en el LI.
Pasta 3.A

Se agregan 15 mg de LI y 85 mg de pasta A en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 15 % en el LI.
Pasta 1.B

Se agregan 5 mg de LI y 95 mg de pasta B en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 5 % en el LI.
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Pasta 2.B

Se agregan 10 mg de LI y 90 mg de pasta B en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 10 % en el LI.
Pasta 3.B

Se agregan 15 mg de LI y 85 mg de pasta B en un mortero de agata, se homogeniza por

30 min, obteniéndose una pasta uniforme al 15 % en el LI.

Cada electrodo se llend con las pastas de carbono anteriormente descritas, con la
ayuda de una espatula y se pulié sobre un papel en forma circular, hasta lograr que la

superficie del electrodo quedara plana y uniforme.

2.2.3 Voltamperometria ciclica
a) Condiciones experimentales
Los electrodos utilizados fueron:

Electrodos de trabajo . Electrodo de pasta de carbono y electrodo de pasta de

carbono modificado.
Electrodo Auxiliar . Electrodo de platino.
Electrodo de referencia : Electrodo de Ag/AgCI.

Las condiciones de operacién se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de operacion para VC.

Condiciones de
.. Ferricianuro de K | Ferrocenometanol |Hexamin rutenio
operacion

e 0,6 -0,4 -0,6

Aximo 0,6 0.8 0,2

0 -0,2 -0,4 -0,6

elocidad de barrido 0,1 0,1 0,1
ervalo de muestreo 0,001 0,001 0,001
ensibilidad (A 1x10" 1x10" 1x10"

b) Estudio con mediadores redox

En una celda electroquimica se introdujo 5 mL del mediador de concentracién 1x10° My
se registré el voltamperograma ciclico correspondiente. El procedimiento fue efectuado

con la disolucién de ferrocenometanol 1x10° M y de ferricianuro de potasio 1x10™ M.

Para el estudio con hexamin rutenio Il cloruro se realizé el mismo procedimiento, con la
diferencia de que se debe burbujear la disolucién con nitrégeno 5 min antes de ser

medida.
c) Estudio de las capacitancias de los electrodos modificados

En la celda electroquimica se introdujo 5 mL de tampodn Britton-Robinson, en dicha
disolucién se sumergen los electrodos conectados al sistema CHI 1030B. Los parametros
son constantes, excepto la velocidad que fluctua desde 90 hasta 180 mV/s (parametros

propuestos para este estudio).

Las mediciones se hicieron por duplicado. Se registraron los valores de corrientes de cada
voltamperograma a un potencial de ~ 0,2 V y se calcul6 la diferencia de corriente entre

cada segmento, obteniendo un valor de corriente promedio. Se graficaron los valores de
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corriente promedio versus velocidad de barrido obteniendo una recta, cuyo valor de la

pendiente corresponde al de capacitancia.

2.2.4 Voltamperometria de pulso diferencial

a) Condiciones experimentales

Los electrodos utilizados fueron:

Electrodos de trabajo : Electrodo de pasta de carbono y pasta de carbono modificado.
Electrodo Auxiliar : Electrodo de platino.

Electrodo de referencia : Electrodo de Ag/AgCI.

Las condiciones de operacién se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de operacién para VPD.

Condiciones de operacion Levodopa Acetaminofeno Nitrendipino
Potencia : 0 0 0
Potencia : 1 1 -1

. 0,004 0,004 0,004
Amplitud 0,05 0,05 0,05
Amplitud de pulso 0,2 0,2 0,2

Amplitud de estrea 0,02 0,02 0,02

Periodo de pulso 0,5 0,5 0,5
DO O DOSO 2 2 2
pilidad (A 1x10™ 1x10* 1x10™*
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b) Estudio de concentraciéon

Para los farmacos en estudio se determind el efecto de la concentracion en el
comportamiento electroquimico, en los siguientes intervalos de concentracién para cada

farmaco:

Concentraciones de levodopa: desde 2,3 hasta 16,7 ug/mL

Concentraciones de acetaminofeno: desde 0,61 hasta 27,8 ng/mL

Concentraciones para nitrendipino: desde 0,4 hasta 5,4 ug/mL

Para ello se transfirid una cantidad de volumen adecuado de disolucion stock del farmaco
correspondiente a un matraz aforado de 5 mL, enrasando con tampén Britton-Robinson
0,1 M ajustado al pH de trabajo seleccionado para cada analito. Las mediciones
correspondientes a cada concentracién se realizaron registrando cada voltamperograma

por triplicado.
c) Estudio de pH

A la disolucién de trabajo de levodopa, acetaminofeno y nitrendipino, se le varié el pH con
una disolucion de NaOH o HCI concentrada, en un intervalo de pH de 1,6 a 12
(dependiendo del farmaco). Dicho estudio fue efectuado con los distintos farmacos
indicados anteriormente, empleando como electrodo de trabajo, el modificado con el

liquido iénico correspondiente.
d) Tiempo de acumulacion

Para el estudio del efecto del tiempo de acumulacién para cada farmaco, se procedio a
agitar una disolucion (por medio de un agitador magnético), por un tiempo de 1 min,

posteriormente se detuvo la agitacidon y se registré el voltamperograma correspondiente
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(voltamperometria de pulso diferencial). Después de cada medicién, el electrodo de
trabajo se rellend y pulié. EI mismo procedimiento se repitid luego de cada minuto de
acumulacion, hasta 5 min. En cada caso se registraron los voltamperogramas y se

midieron los potenciales y corrientes de pico para cada tiempo de acumulacion.

e) Estudio de fuerza iénica

En este estudio se midi6 la sefial de cada analito cambiando la concentracién del tampdn
Britton-Robinson (0,05, 0,1 y 0,2 M), manteniendo para la medicién las condiciones de pH
y tiempo de acumulacion seleccionados previamente para cada farmaco. Este estudio se
realizé por duplicado. En ambos casos se registraron los voltamperogramas y se midieron

los potenciales y corrientes de pico para cada concentracion.

2.2.5 Cronoculombiometria

a) Condiciones experimentales

Los electrodos utilizados fueron:

Electrodos de trabajo : Electrodo de pasta de carbono y pasta de carbono modificado.

Electrodo Auxiliar : Electrodo de platino.

Electrodo de referencia : Electrodo de Ag/AgCI.

Potencial inicial 0V
Potencial final 06V
Amplitud de pulso : 250 ms
Intervalo de muestreo  :2,5x10™ s
Tiempo de reposo 128
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Sensibilidad : 0,001 AV
b) Determinacién de las areas electroactivas

En una celda electroquimica de 5 mL se introdujo una disolucién de ferricianuro de
potasio 1x10° M a pH 7.4, y se registré el voltamperograma correspondiente.
Posteriormente en el sistema CHI1030B, en la opcion graficos, se modificd el dato carga y
tiempo, obteniendo un nuevo voltamperograma, el cual entregd el valor de la pendiente,
con ella se calculé el area de cada electrodo. A continuacion se muestra la formula

utilizada:

1
(2nFACD,t2)
Qt = [~——2| + Qdl + NFAT,
T2

De esta ecuacién despejamos el area, obteniendo:

1
(SLpTr2)
1

(2nFCD?)
Donde:
n = equivalentes mol
F =96485,309 Coulomb/equivalente
A = area, cm?
D =7,6x10% cm? sec™
C = concentracion de la disolucién, mol cm™

SLP= Pendiente del grafico de Anson (Q vs t"?)
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2.2.6 Caracterizacion morfolégica de los electrodos

Microscopia de barrido electronico (SEM)

Obtencién de imagenes por microscopia electronica de barrido:
Voltaje de aceleracion de electrones (EHT): 10.00 kV

Distancia de trabajo (WD): [7.25 - 7.5] mm

Spot size: 220

Magnificacién: 100.000X - 50.000X - 25.000X - 10.000X - 500X

Corriente de la muestra: 5 pA

Microscopia de barrido electroquimico (SECM)

Electrodos de trabajo: Consta de dos electrodos de trabajo, uno es un microelectrodo que
realiza un barrido en la superficie de un segundo electrodo de trabajo (EPC y EPC-

BmimBF4 y EPC-PyrPF6).
Electrodo Auxiliar : Electrodo de platino.
Electrodo de referencia : Electrodo de Ag/AgCl.

Se utiliza una disolucién de ferrocenometanol 0,05 mM y el equipo utilizado es un

bipotenciostato que entrega un potencial fijo a cada electrodo de trabajo.
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2.2.7 Desarrollo de la metodologia electroanalitica

A. Voltamperometria de pulso diferencial

a) Curva de calibracion

Las disoluciones preparadas fueron medidas por voltamperometria de pulso diferencial.

Concentraciones de levodopa: desde 2,3 hasta 16,7 pg/mL

Concentraciones de acetaminofeno: desde 0,61 hasta 18,8 ng/mL

Concentraciones para nitrendipino: desde 0,4 hasta 4,7 ug/mL

Para ello se transfirié una cantidad de volumen adecuado de disolucién stock del farmaco
correspondiente a un matraz aforado de 5 mL, enrasando con tampén Britton-Robinson
0,1 M ajustado al pH de trabajo seleccionado para cada analito. Las mediciones
correspondientes a cada concentracion se realizaron registrando cada voltamperograma

por triplicado.

b) Estudio de repetibilidad

Se midieron 10 veces consecutivas, por la técnica de voltamperometria de pulso
diferencial, 5 mL de las disoluciones de trabajo de cada farmaco en tampén Britton-
Robinson al pH seleccionado para cada analito. Como parametro estadistico se considero

el coeficiente de variacién de la corriente de pico de la sefial obtenida.

c) Estudio de reproducibilidad

Se midieron 10 veces consecutivas, por la técnica de voltamperometria de pulso

diferencial, 5 mL de las disoluciones de trabajo cada farmaco en tampon Britton-Robinson
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al pH seleccionado para cada analito. Como parametro estadistico se consider6 el

coeficiente de variacion de la corriente de pico de la sefal obtenida en distintos dias.
d) Limite de deteccién y limite de cuantificacién

El limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificaciéon (LC) se calcularon segun las

siguientes ecuaciones:

. {(Ybﬂ.st,)} LC{(YbHO-Sb)}

m m

Donde:
m = Pendiente de curva de calibracion
Y, = Respuesta estimada del blanco

S, = Desviacion estandar estimada del blanco

2.2.8 Aplicacion a formas farmacéuticas

Se aplicé la metodologia desarrollada para cada analito en formulaciones farmacéuticas

comercializadas actualmente (Tabla 3).

En este procedimiento se realizé la valoracién, tomandose 5 comprimidos o capsulas de
cada farmaco, los cuales en el caso de comprimidos se trituraron y homogeneizaron en un
mortero de agata, posteriormente se pesé una cantidad determinada con el fin de obtener
disoluciones de lectura finales de 10,5 upg/mL para levodopa, 12,0 ug/mL para
acetaminofeno y 4,3 pg/mL para nitrendipino, por medio de diluciones en TBR al pH

seleccionado para cada analito. Las sefales se midieron por VPD, cada una por triplicado.
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Tabla 3. Formulaciones farmacéuticas utilizadas en las valoraciones.

Farmaco

Marca comercial

Cantidad del farmaco por comprimido o
capsula

(mg)

Prolopa® HBS
Roche

100 (capsula)

Acetaminofeno
Laboratorio Chile

500 (comprimido)

Nitrendipino
Laboratorio
Andrémaco

20 (comprimido)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccion y caracterizacion de las superficies modificadas con LI

Se estudiaron cuatro LI distintos, dos de tipo imidazolio (BmimBF4 vy
BmimPF6) y dos de tipo piridinio (PyrBF4 y PyrPF6). Estos se caracterizaron en
primera instancia con tres mediadores redox ampliamente utilizados, como el

ferroceno, ferricianuro de potasio y hexamin rutenio Il cloruro.

El ferroceno corresponde a un compuesto organometalico de tipo sandwich,
que lo hace ser muy estable; sus aplicaciones mas importantes son en catalisis
homogénea, sales de transferencia de carga y polimeros. Parte de la estabilidad es
consecuencia de la aromaticidad de los seis electrones n de cada anillo
ciclopentadienilo (Figura 4). Es soluble en disolventes organicos como el benceno,
pero no en agua. Por este motivo, en esta Tesis se empled un derivado del ferroceno

soluble en agua, el ferrocenometanol.

Respecto a sus propiedades electroquimicas, se oxida a bajos potenciales
para generar ferricinio>* (su cation) de color verde—azul en disoluciones diluidas o
rojo-sangre en disoluciones concentradas. Las sales de ferricinio son muy utilizadas

como agentes oxidantes suaves.

0

|

A

&
S

Fe
. &

Figura 4. Estructuras quimicas de ferroceno (A) y de ferrocenometanol (B).
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El ferricianuro de potasio es el compuesto quimico con férmula Ki;Fe(CN)g
(Figura 5). Esta sal de color rojo brillante corresponde al compuesto de coordinacion
[Fe(CN)s]™. Es soluble en agua y en disolucién presenta fluorescencias de color verde
amarillo®. Respecto del comportamiento electroquimico del ferricianuro, genera un
par redox mono electrénico cuasi reversible, por esto que el par Fe(CN)s*/Fe(CN)s*
ha sido empleado como un estandar de eleccion para demostrar reacciones por

voltamperometria ciclica.

SN

Figura 5. Estructura quimica del ferricianuro de potasio.

Por otra parte, el hexamin rutenio Il cloruro (Figura 6) es el compuesto
quimico con la formula RuCl;. "Rutenio (Ill) cloruro" mas comunmente se refiere al
hidrato RuCl; x H,O. Tanto el anhidro y especies hidratadas son sdlidos de color
marréon oscuro o negro. El hidrato, con una proporcion variable de agua de
cristalizacion, a menudo se aproxima a un trihidrato. Con respecto a sus propiedades

26,27

redox 28, 29,

, este complejo de rutenio experimenta la reduccion de un electron
desde [Ru(NH3)s]*" a [Ru(NH;)s]**. Este compuesto se utilizé en este trabajo con el fin
de obtener mayor informacién sobre el efecto de la carga del mediador en relacion a
la carga del analito y la superficie del electrodo, con vistas a tener luces respecto del

tipo de interaccion entre ellos.
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- N
NH 3 3+
HBN'\\ /NH 3
Eu 3+ 3C1'
-~ .
HaN NH 3
NH 3
~ S

Figura 6. Estructura quimica del hexamin rutenio Il cloruro.

Con el fin de seleccionar el o los Lls y el porcentaje de éste en la modificacion
de un electrodo de pasta de carbono (PC), se realizd una gran cantidad de
experimentos modificando dos pastas de carbono distintas, la primera con un 5 % de
aceite mineral (PC A) y la segunda con un 30 % de aceite mineral (PC B). Cada PC
se modificd con tres porcentajes distintos de cada LI estudiado (5 %, 10 % y 15 %),
es decir con los dos de tipo piridinio y los dos de tipo imidazolio. El criterio utilizado
para seleccionar las mejores respuestas se basaron en el incremento de la respuesta
en corriente a través de VC, en comparacién a la senal medida con el EPC sin

modificar. Los resultados de estos experimentos se presentan en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Corrientes de pico determinadas con los EPC Ay EPC B.

Ferrocenometanol | Ferricianuro de K Hexamin rutenio
EPC

ia (MA) ic (MA) ic (MA)
EPC A

59,6 28,1
(95/5) n!
EPC B

27,7 22,7
(70/30) n!

n.i.; sefial no integrable.
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En la Tabla 4 se observa que se obtiene una mayor corriente con el EPC A,
que corresponde al que tiene en su composicion una menos cantidad de aceite
mineral, en el caso de ferricianuro de K, el equipo no entrega un valor de corriente

pero si se observa la cupla de este mediador.

Tabla 5. Corrientes de pico determinadas para los mediadores redox.

PC A (95/5) PC B (70/30)

Liquido i6nico | i, (uA) ic (MA) ia (MA) ic (MA)

Ferroc. | Ferric. Rutenio | Ferroc. | Ferric. Rutenio

BmimBF4 N 142,2 n.i. 12,7 n.i. n.i. n.i.

10 % 131,8 n.i. n.i 25,59 12,79 23,80

15 % 120,9 n.i. n.i 22,93 27,59 16,64

BmimPF6 R 78,63 52,60 26,71 25,93 22,00 17,78

10 % 101,8 51,61 n.i 24,20 22,18 14,54
15 % 78,75 42,69 n.i 26,94 21,37 23,79
5% n.i. n.i. n.i. 26,61 25,09 23,64
10 % 99,64 n.i. n.i. 28,31 24,75 21,82
15 % n.i. n.i. n.i. 27,27 25,01 27,34

5% 59,57 44,16 40,67 25,03 26,53 28,23

10 % 64,46 52,10 26,11 34,68 21,60 21,79

15 % 82,80 48,92 n.i. 30,46 23,61 20,23

n.i.: sefal no integrable. ia.Corriente anddica. i.: Corriente catodica.

En la Tabla 5 se exhiben los resultados de corriente obtenidos con todos los
electrodos ensayados, para los cuatro LIs en combinacién con las dos pastas de

carbono (PC A y PC B), en los que se observa un mayor incremento es para
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BmimBF4 preparado con EPC A y un 5% de este LI, el otro LI seleccionado es
PyrPF6 preparado con EPC A y un 15% de este LI. En general los mayores
incrementos se obtuvieron con el EPC A el cual contiene una menor cantidad de
aceite mineral, en cambio, para los observados con el EPC B, la respuesta obtenida

con los electrodos modificados no experimento un incremento significativo.

Se ensayd también remplazando el aceite mineral por los liquidos ibnicos
seleccionados en los primeros ensayos, pero no se obtuvo un buen resultado ya que
la pasta no se aglutiné y al poner en contacto el electrodo con la disolucién se salia

de la cavidad.

En las Figuras 7 y 8 se muestran las senales de los liquidos iénicos
seleccionados (BmimBF4 y PyrPF6), ya que con estos se obtuvieron las mejores
respuestas en comparacion a la sefial del mediador redox, analizada con el electrodo
de pasta de carbono sin modificar. En ambos casos fue con la PC A (la que posee un
5 % de aceite mineral), esto producto de que el aceite mineral al ser un liquido no

conductor disminuye la respuesta de corriente.

Figura 7. VVC para ferricianuro de K (A), ferrocenometanol (B) y hexamin rutenio (C)
con EPC-BmimBF4 y EPC 95/5.
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Figura 8. VVC para ferricianuro de K (A), ferrocenometanol (B) y hexamin rutenio (C)
con EPC-PyrPF6 y EPC 95/5.

En el caso de la PC A (5 % de aceite mineral), el efecto electrocatalitico del
liquido idnico es apreciable. A bajos porcentajes de liquido idnico, independiente del
contraidon, hay un aumento en las corrientes. La respuesta redox de los mediadores

ensayados pareciera estar influenciada por interacciones de tipo n-n entre el analito

(ferrocenometanol) y el liquido iénico, mas que por un efecto de carga entre ambos,
pues no se observan grandes diferencias en la respuesta del hexamin rutenio (carga
positiva) y ferricianuro (carga negativa) con los liquidos idnicos ensayados, salvo que
para ferricianuro de K se observa una mejora en la reversibilidad de la reaccion

(AEpa'EpCeIectrodo modificado < AEpa'EpCEPC) (Figura 8A)

De acuerdo a las respuestas obtenidas al realizar el analisis con la PC B
(70/30), se puede indicar que independiente del LI (imidazolio o piridinio y sus
diferentes contraiones), los tres mediadores redox estudiados son capaces de
acceder al electrodo y generar una respuesta reversible, pero, en general, la
presencia del liquido idbnico no aumenta la respuesta en corriente (Figuras 9y 10). En
relacion a lo anterior se podria decir que el efecto de la PC en proporcion 70/30 es

equivalente a la respuesta obtenida con cualquiera de las pastas modificadas, esto se
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debe a la mayor presencia de aceite mineral en la PC B. Para graficar este efecto, se
observa en las Figuras 9 y 10 los mismos LIs seleccionados en las Figuras 7 y 8,
donde la uUnica diferencia en la pasta modificada es la cantidad del aglutinante (aceite

mineral), que en este caso es de un 30 %.

-01 . ) . X 5 ) ;| 2 -0 2 ) 5 ) 2 -06 -04 -0.2 0,0 0,2

E/V E/V

Figura 9. VC para ferricianuro de K (A), ferrocenometanol (B) y hexamin rutenio (C)
con EPC-BmimBF4 y EPC 70/30.

T T T T
-04 -0.2 0,0 02 04 0,6 08 -06 -04 -02 0,0 02

E/V E/V

Figura 10. VC para ferricianuro de K (A), ferrocenometanol (B) y hexamin rutenio (C)
con EPC-PyrPF6 y EPC 70/30.

Esta concentracion de aglutinante (aceite mineral en PC B), inhibe en general
para los tres mediadores y con ambos LI, el incremento de corriente observado al

fabricar el electrodo con PC A. Lo que si se observa es un una mejora en la
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reversibilidad para ferricianuro de potasio al medirlo con el electrodo modificado en
comparacion al EPC B (AEpa-EpCeiectrodo modificado < AEPa-EpCepc g) Yy también, un leve

incremento en la corriente (Figuras 9A 'y 10A).

De ahora en adelante cuando se hable de EPC se referira a la PC con un 5 %

de aceite mineral.

Luego de seleccionados los Lls con los que se modificara el EPC, se continuo

con la caracterizacién de estas nuevas superficies.

3.2 Caracterizacion de las superficies

Capacitancia de los electrodos

La capacidad de almacenar carga es la propiedad caracteristica de un
condensador eléctrico, por esto, se puede discutir la capacitancia de una interfase

electrizada de forma semejante a como estudia un condensador la cual viene dada
por3°:
c=QVv
Donde C es la capacitancia (Faradios), Q es la carga eléctrica almacenada

(Coulomb) y V es la diferencia de potencial medida en Volts.

En una interfase electrizada la capacitancia puede no ser constante, por lo

tanto, es mejor definir una capacitancia diferencial:

C=0Q/oV
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Donde dQ corresponde a la corriente y 6V a la velocidad de barrido (Vb), por lo

tanto, se puede reordenar de la siguiente manera:
I=CxVb

Por lo tanto en una grafica de corriente vs Vb, la pendiente obtenida

corresponde a la capacitancia existente en la superficie, en este caso, del electrodo.

Por medio de mediciones de VC de una disolucion de TBR 0,1 M a pH 7,4, se
evalub de manera cualitativa el area de los electrodos ensayados (EPC, EPC-
BmimBF4 y EPC-PyrPF6), por medio de la corriente de fondo. En la Figura 11 se
presentan los voltamperogramas tipicos, observandose que en la superficie de los
electrodos modificados se obtiene la mayor corriente de fondo, lo cual podria dar

cuenta de un aumento en el area del electrodo modificado.

1000 1
A 1000 B
800 1
800
600+ 600
400+ 400
200 |
< & 2004
g |
2 01 = 04
200 200
-4004 -400
600 EPC 600 —EPC

B —— BmimBF4 B _ —— PyrPF6

-800 -800
T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
08 06 04 02 00 02 04 06 08 08 06 04 02 00 02 04 06 08
E/V E/V

Figura 11. VC de TBR 0,1 M a pH 7,4 con EPC y EPC-BmimBF4 (A) y con EPC y
EPC-PyrPF6 (B).
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En la Tabla 6 se muestran las diferencias entre las capacitancias de los
electrodos modificados con los LI, comparadas con el electrodo sin modificar, donde
se observa que hay un aumento de ~ 13 veces en la capacitancia al realizar la VC
con EPC-BmimBF4 y un incremento de ~ 30 veces con EPC-PyrPF6. Por lo tanto se

comprueba que hay un cambio en la superficie debido a la presencia del LI.

Tabla 6. Valores de capacitancia para las superficies modificadas y sin modificar.

EPC EPC-BmimBF4 | EPC-PyrPF6

Capacitancia
0,124 1,67 4,24

(uF)

Determinacion del area electroactiva

La cronocoulombimetria es la técnica comunmente empleada para la
determinacion del area electroactiva, la cual se basa en la medida de la carga en
funcién del tiempo como respuesta de un potencial aplicado. En la Figuras 12A y B se
presentan las graficas de carga-tiempo para los electrodos ensayados, en una
disolucién de ferricianuro de potasio a pH 7,4; observandose en ambos casos un
aumento de la carga. Por otro lado, por medio de la ecuacion de Anson se obtuvieron
los valores del area electroactiva de ambos electrodos, observandose un aumento en
area en ambos electrodos modificados pero con mayor notoriedad en EPC-BmimBF4,
con un incremento de 6,8 veces para EPC-BmimBF4 y 3 veces para EPC-PyrPF6,

comparado con el EPC sin modificar (Tabla 7).
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Figura 12. Carga vs tiempo para ferricianuro de potasio con EPC y EPC-BmimBF4
(A) y EPC-PyrPF6 (B).

Tabla 7. Valores de area electroactiva para las superficies modificadas y sin

modificar.
EPC EPC-BmimBF4 | EPC-PyrPF6
Area
electroactiva 0,04 0,27 0,12
(cm?)

Microscopia de barrido electrénico (SEM)

El microscopio electrénico de barrido es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos,
entregando informacion morfoldgica del material analizado. Es por ello que a través
de microscopia electrénica de barrido fue posible caracterizar y comparar la

morfologia de las tres superficies.
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Figura 13. Imagenes SEM de PC (A) y PC-BmimBF4 (B), aumento de 5000 X y PC
(C), PC-BmimBF4 (D), aumento de 500 X.

Para la PC-BmimBF4 se observan en ambos aumentos (Figuras 13B y 13D)
que hay un cambio en la morfologia, con lo que pareciera ser una estructura menos
laminar y con mas espacios intersticiales, lo cual podria ser indicativo de un
incremento en el area de la superficie modificada en comparacion a la PC sin

modificar (Figuras 13A 'y 13C).
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Figura 14. Imagenes SEM de PC (A), PC-PyrPF6 (B), aumento de 10.000 Xy PC (C),
PC-PyrPF6 (D), aumento de 500 X.

En el caso de PC-PyrPF6 no es tan evidente la diferencia entre la PC y la PC
modificada, no obstante se puede apreciar un leve incremento en la rugosidad y en la
aglomeracion en particulas de menor tamanio (Figuras 14C y 14D), respecto a la PC

sin modificar (Figuras 14A 'y 14C).
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Microscopia de barrido electroquimico (SECM)

Esta técnica es ampliamente utilizada en electroquimica, ya que proporciona
informacion de la homogeneidad y de la carga existente en la superficie de un
electrodo. Los fundamentos de esta técnica se basan en la medicién de la corriente
en la superficie, a través de su andlisis con un microelectrodo. Este se manipula
computacionalmente para que realice un barrido en una determinada area a escala
micrométrica. Entrega informacién bidimensional y tridimensional de la corriente
presente. En la Figura 15 se presentan las imagenes obtenidas para las tres

superficies:

2,0

1,5

normalizada

d (um)
i

N
[=}

0,5 80
40

d(mn)ao

d (um)

Figura 15. SECM bidimensional y tridimensional para EPC.

Para la SECM del EPC se observa una superficie bastante homogénea, sin
variaciones significativas de corriente, en tanto que para la superficie correspondiente
a EPC-BmimBF4 (Figura 16), se observa una mayor irregularidad en la superficie y

un incremento en la corriente, con respecto al electrodo sin modificar
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Figura 16. SECM bidimensional y tridimensional para EPC-BmimBF4.
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Figura 17. SECM bidimensional y tridimensional para EPC-PyrPF6.

Para EPC-PyrPF6 (Figura 17) se observa, al igual que para EPC-BmimPF6,

una pérdida de la homogeneidad y un leve aumento de la corriente capacitiva.
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3.3 Desarrollo de metodologias analiticas

Teniendo las superficies de los electrodos ya caracterizadas, se procedio a la
utilizacion de éstos para el estudio del comportamiento voltamperométrico de
levodopa, acetaminofeno y nitrendipino en los electrodos con las superficies
modificadas. La seleccién del LI 6ptimo para cada farmaco se realizé de acuerdo a la
mejor respuesta obtenida por la técnica VPD, es decir, la mejor relaciéon entre

aumento de la corriente de pico y la reproducibilidad de la sefal.

En primer lugar se presenta el estudio y desarrollo de una metodologia para
levodopa, para continuar con acetaminofeno y finalizar con nitrendipino, todos

corresponden a farmacos muy utilizados pero con distintas caracteristicas redox.

Levodopa

Levodopa (acido (2S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil) propanoico) corresponde a
un farmaco utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, el cual
actualmente sigue siendo el mas efectivo para el alivio sintomatico de la enfermedad,
este precursor de la dopamina continua siendo impresionante al revertir casi todas las

caracteristicas de la enfermedad °’.

De acuerdo a sus caracteristicas electroquimicas tiene la capacidad de

oxidarse debido a que en su estructura posee un grupo catecol 1,32-37 (Figura 18).
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HO OH

NH,
HO

Figura 18. Estructura quimica de la levodopa.

A continuacion se muestra la ecuacion de oxidacion de levodopa, para

generar el derivado benzoquinona, en un proceso que involucra2 e’y 2 H*:

OH

+ g
NH +2H" + 2e

Se ensay6 este farmaco con ambos LI, la mejor respuesta se obtuvo con el LI
PyrPF6 ya que se observa una senal definida (Figura 19) y se favorece el proceso de
oxidacion de este analito, ya que el potencial de pico de la sefial de levodopa medida
con el EPC se presenta alrededor de los 0,460 V, en cambio con el EPC-PyrPF6 se
presenta a 0,412 V. Con el EPC-BmimBF4 la sefial no logra ser definida y la
oxidacion de la especie se dificulta, ya que su potencial de pico aparece alrededor de

los 0,6 V.

Ademas se observa nuevamente que el LI de tipo piridinio, a diferencia del de
tipo imidazolio, no aumenta significativamente la respuesta de fondo, lo que permite

obtener sefiales definidas y sin problemas de solapamientos.
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Figura 19. VPD levodopa 1x10* M con EPC, EPC-BmimBF4 y EPC-PyrPF6 a pH 2 y

2 min de acumulacion.

Efecto del pH sobre la respuesta voltamperométrica de levodopa

Levodopa exhibe una respuesta anddica bien definida sobre el EPC-PyrPF6
(Figura 20). Esta respuesta es pH dependiente, desplazandose hacia potenciales
menos andédicos a medida que el pH se incrementa, es decir, facilitando su proceso

de oxidacion, a razon de 58 mV/pH (pendiente del grafico Ep vs pH, Figura 21A).

Levodopa presenta las mayores corrientes a pHs fuertemente acidos (pH 2),
pero no fue posible generar una respuesta reproducible, ya que el coeficiente de
variacién que se obtuvo superé ampliamente el 5 %, llegando incluso a un 20 %. Se
ensayo variando la forma de preparacion de la pasta modificada, ya que se pensé
que el problema podria ser la mezcla de la PC y el LI, puesto que este LI a
temperatura ambiente se encuentra en estado sélido. En primer lugar se ensayd
calentando la pasta mientras se homogenizaba, lo cual no hizo que mejorara la
reproducibilidad, también se intentd diluyendo previamente el LI en algun disolvente

organico como acetona, pero el coeficiente de variacién no mejoré sustancialmente.
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El problema se super6 finalmente, sacrificando un poco de sensibilidad en aras de la
repetibilidad de la medida, midiendo la sefal a pH 4, como se observa en la Figura 21

B.

20

——pH 1,56

T T T T T T T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

E/V

Figura 20. Efecto del pH en la sefial de oxidacion de levodopa (VPD).
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] g- 7__ }\_/E
0,25 6 } \
| | ]

0,20

E/V

0,15 T T T T T T T T T T 3

pH pH
Figura 21. Efecto del pH en el potencial de pico (A) y en la corriente de pico (B) de la

sefial de levodopa (VPD).
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Estudio de acumulacion

La agitacion del medio, con el fin de hacer llegar una mayor cantidad de
especie electroactiva a la superficie del electrodo, se utiliza ampliamente y es una
herramienta importante para aumentar la respuesta de corriente del analito, sin
embargo esto es dependiente de cada especie. En el caso de levodopa, la sefial
voltamperométrica es demasiado ruidosa si no se aplica un tiempo de acumulacion
previo. En la Figura 22 se presenta la evolucién en la respuesta del farmaco con el
tiempo de agitacion. De acuerdo a estos graficos se observa en primer lugar, que a
mayor tiempo de agitacion mayor es la respuesta y menor es el ruido, llegando a un

plateau a los 4 minutos.

4,2

/.
4,0 }
3,8—-
36
<4 —
3,4 /
] <
<1 32 ] y
~ 3,0 =~
a 207 =
= 2,84
2,6—-
24 A
2,2
2,0 T T T T T T T T T ! T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Tiempo de acumulacion (min) E/V

Figura 22. (A) Influencia del tiempo de acumulacién en la corriente de pico de

levodopa, (B) VPD de levodopa a distintos tiempos de acumulacion.
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Estudio de la fuerza iénica

La cantidad de electrolitos presentes en disolucion puede facilitar el acceso a
la superficie del electrodo, por lo tanto la concentracion del buffer es importante ya
que puede generar corrimientos en el potencial, también incrementos o disminucién
de la corriente. En este analisis se vario la concentracion del TBR usada hasta ahora

de 0,1 M, aumentandola al doble (0,2 M), y disminuyéndola a la mitad (0,05 M).

Las respuestas observadas (Figura 23) demuestran que no hay un cambio en
el potencial de pico, ni un incremento o disminucion importante en la respuesta de

corriente, por lo tanto, se continua el estudio para este farmaco con TBR 0,1 M.

De acuerdo a los estudios de pH, tiempo de acumulacion y fuerza iénica del
medio, se seleccionan como condiciones éptimas para la determinacion de levodopa

con el EPC-PyrPF6, TBR 0,1 M a pH 4 y 4 min de acumulacién con agitacion.

——TBRO2M
129 — TBRO,1 M
] ——TBR0,05M

E/V

Figura 23. Influencia de la fuerza iénica del medio en la sefial de levodopa 1x10™ M.
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Las respuestas observadas (Figura 23) demuestran que no hay un cambio en
el potencial de pico, ni un incremento o disminucién importante en la respuesta de

corriente, por lo tanto se continud el estudio para este farmaco con TBR 0,1 M.

De acuerdo a los estudios de pH, tiempo de acumulacion y fuerza ionica del
medio, se seleccionan como condiciones éptimas para la determinacion de levodopa

con el EPC-PyrPF6, TBR 0,1 M a pH 4 y 4 min de acumulacién con agitacion.

En la Figura 24 A se presentan los VPD para levodopa medida en las
condiciones seleccionadas anteriormente. En dicha Figura se puede apreciar que hay
claro aumento en la sefial de ~ 2 veces y una clara definicién de la misma, respecto al
EPC. Ademas otro efecto observado es el efecto catalitico del electrodo modificado,
ya que permite que este analito se oxide de manera mas facil, desde 0,332 V
potencial al que aparece la sefial de levodopa con EPC, a 0,296 V, que corresponde

al potencial de la sefial anddica de levodopa medido con EPC-PyrPF6.

En la Figura 24B se presenta el voltamperograma de puso diferencial
correspondiente al TBR 0,1 M medido con el EPC-PyrPF6, donde no se aprecia
ninguna sefal aparente, y en consecuencia no afecta en la medicion de la sefal

anddica de levodopa.
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] —— levodopa
— EPC-PyrPF6
A —EPC 1 B — TBR

6 g
<
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N =
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04 24

02 ' 04 06 ' 01 02 0:%/'\1 04 05 08

E/V

Figura 24. (A) VPD de levodopa 1x10™ M con el electrodo modificado y sin modificar,
4 min de acumulacién y TBR pH 4. (B) VDP de levodopa 1x10* M y el blanco (TBR

0,1 M) medidos con el electrodo modificado.

Con el fin de obtener los parametros de eficiencia analitica asociados al

método de analitico para la levodopa, se realizé una curva de calibrado (Figura 25),

donde se observa una respuesta lineal entre la concentracion del farmaco y la

respuesta en corriente del pico de oxidacion de levodopa, entre 2,4 a 16,6 ug/mL de

concentracion.
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—— 11,8 [ug/mL]
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o 15
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r*=0,99495

T T T T 1
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levodopa (ug/mL)

Figura 25. Curva de calibracion de levodopa a pH 4,0 (TBR) y 4 min de acumulacién.
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En la Tabla 8 se presentan los parametros de eficiencia analitica para el
método desarrollado, donde se informan la repetibilidad (3,54 %) y reproducibilidad
(5,4 %) asociada. Estos valores son bastante aceptables ya que estamos
refiriéndonos a un electrodo modificado, el cual podria incurrir en un porcentaje de
error mayor, ya que tiene una variable mas que al hablar de un electrodo sin

modificar.

Tabla 8. Parametros de eficiencia analitica para al método desarrollado por VPD para

la determinacién de levodopa.

Parametro EPC-PyrPF6 15%

LD (ug/mL) 0,63

LC (ng/mL) 1,4

Repetibilidad (CV, %) 3,54

Reproducibilidad (CV, %) 5,4

Acetaminofeno

Este farmaco (Figura 26) habitualmente conocido como paracetamol,
corresponde a un farmaco con una amplia aplicacién por su accion analgésica y
antipirética38. En su estructura posee un hidroxilo fendlico, el cual puede ser oxidado
electroquimicamente39. Es un acido débil con pK, de 9,5; se absorbe rapidamente y
se distribuye por via oral y se excreta facilmente por la orina. Generalmente no

presenta efectos secundarios nocivos. Sin embargo, hipersensibilidad o sobredosis
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de acetaminofeno conduce a la formacién de metabolitos nefrotéxicos. Por otra parte,
el producto de degradacion hidrolitica de acetaminofeno es 4-aminofenol que puede
causar efectos teratogénicos y nefrotoxicidad. Esta especie se puede encontrar en
preparaciones farmaceéuticas como un producto de degradacién o como un intermedio
sintético®. Por lo tanto, el desarrollo de métodos analiticos simples, sensibles y
precisos para la determinacion de acetaminofeno en preparaciones farmacéuticas y
plasma humano es de gran importancia. Hasta la fecha, las técnicas electroquimicas
han sido ampliamente exploradas para la deteccion del acetaminofeno, que tiene las
ventajas de alta sensibilidad, menos los costos que consumen mucho tiempo y bajos

con respecto a otros métodos analiticos.

CH3
HO

Figura 26. Estructura quimica de acetaminofeno.

A continuaciéon se muestra la ecuacion de oxidacion de acetaminofeno para

generar N-acetilbenzoquinona imina, en un proceso que involucra 2 e y 2 H™:

|
NH-C-CH, N—C-CH,

+ B
o + 2H + 2e

OH o

Para este farmaco se realiz6é un estudio similar al de levodopa para elegir el LI
con el cual sera cuantificado, por lo tanto se ensay6 en primera instancia con EPC-

BmimBF4 y con EPC-PyrPF6. La mejor respuesta para este analito se obtuvo con el
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LI de tipo imidazolio BmimBF4, como se observa en la Figura 27A, ya que la sefal
obtenida con este LI es significativamente mayor y con menos ruido que la observada
con PyrPF6 (Figura 27B), donde la respuesta incluso llega a ser menor que con el

electrodo sin modificar.

160 -
——EPC —EPC
B

140 A —— EPC-BmimBF4 10+ —— EPC-PyrPF6

. —EPC-PyrPF6 .
120 —/\/\ 8-
100 1

80+

I/ pA
1/uA

60 -
40

20+

T T T T T T T T T T T T T T T T
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55

E/V E/V

Figura 27. VPD de acetaminofeno 1x10* M a pH 7 (A) EPC, EPC-BmimBF4 y EPC-
PyrPF6. (B) EPC y EPC-PyrPF6.

También se observa que si bien BmimBF4 conlleva un importante crecimiento
en la respuesta de fondo, en este primer analisis no afecta la resolucion de la sefial
anddica, observandose una sefal definida y adecuada para continuar con la

optimizacion y desarrollo de la metodologia analitica.
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Efecto del pH sobre la respuesta voltamperométrica de acetaminofeno

Las senales con mayores intensidades de corriente anddica para este farmaco
se encontraron a pHs neutros, particularmente a pH 7 (Figura 28B). La senal de esta
especie va desplazandose a potenciales cercanos a cero a medida que se
incrementa el pH del medio, esto implica que el proceso de oxidacién se facilita a

razon de 61,5 mV/pH (pendiente obtenida del grafico Ep vs pH, (Figura 28A).

0,55
0,7 A 1 B
] 0,50 - -
0,6 1 0,45 - /
05- 0,40 4 "
| 0,35 /
’ | ]
> 044 < ] /'
- =k
o 3 030 _ \

0,34 025 / | ]
4 ]
0.2 0,20 - ./ \
0154 ™
0,14 | ]

Figura 28. Efecto del pH en el potencial (A) y en la corriente pico (B) de la sehal de

oxidacion de acetaminofeno (VPD).

Estudio de acumulacion

Con el fin de seleccionar las condiciones Optimas para determinar
acetaminofeno, se realizd la medicién de este analito a distintos tiempos de
acumulacion, con el fin de seleccionar el tiempo al cual se observe la mayor

respuesta en corriente. El estudio se llevd a cabo desde 1 minuto hasta 4 minutos de
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acumulacién previa, como se observa en la Figura 29, el tiempo éptimo de medida es

a los 2 minutos de acumulacion, posterior a este tiempo la sefial decae notoriamente.

Para este analito las sefales observadas sin acumular previamente en la
superficie del electrodo modificado presentan algo de ruido, el cual desaparece al

acumular desde 1 minuto en adelante.

. |

26
25+

24-_ %

234
22 %

21

Ip/pA

T T T T T T T T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Tiempo / seg

Figura 29. Influencia del tiempo de acumulacién en la corriente de pico de

acetaminofeno.

Estudio de la fuerza iénica

Al igual que en el caso anterior para levodopa, se estudié el comportamiento
de la senal anddica de acetaminofeno en presencia de una mayor concentracién de
electrolitos presentes en la disolucion, es decir, al doble de concentracion TBR y a la

mitad de la concentracion de TBR utilizada hasta ahora.

En las mediciones realizadas con el EPC-BmimBF4 se observa una seial

producida por el TBR alrededor de los 0,510 V en TBR 0,1 M, sefal que se desplaza
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hacia potenciales mas positivos a medida que se incrementa la fuerza i6nica (Figura
30). Cabe hacer notar que esta sefal no se observa cuando se trabaja con el EPC-

PyrPF6.

Por otra parte, como se observa en la Figura 30, no hay una diferencia
significativa entre la sefal de oxidacién del acetaminofeno obtenida en TBR 0,05 M a
la obtenida con TBR 0,1 M, pero si se aprecia a simple vista que al doblar la
concentracién del tampoén la respuesta en corriente es menor, y la sefial del farmaco
comienza a solaparse con la del tampdn. Por lo tanto, se decidid en beneficio del
método y de los resultados anteriores de acumulacion y pH, continuar con TBR 0,1 M

a pH 7 y 2 min de acumulacién con agitacion.

170—-
] ——TBRO,05M
160 ——TBRO,AM
150 —TBRO2M
1404
130—-
< 120—-
3 J
= 110
1004
90
80—-
70—-
60 L L L L L L
0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7

E/V

Figura 30. VPD de acetaminofeno 1x10™ M a distintas concentraciones de TBR pH

7,0 con 2 min de acumulacion.

En la Figura 31 se presenta el VPD de acetaminofeno medido en las
condiciones 6ptimas seleccionadas, empleando el EPC y el EPC-BmimBF4. En esta

figura se puede observar que la oxidacién de acetaminofeno se ve dificultada en el
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electrodo modificado, ya que con el electrodo desnudo la sefal anddica aparece a los
0,200 V, en cambio con el electrodo modificado aparece a los 0,312 V. Por otro lado,
se observa un aumento significativo en la intensidad de corriente de la sefal del

farmaco, en aproximadamente 20 veces en comparacion al obtenido con el EPC.

1801—EPC

160 4—— EPC-BmimBF4
140 4
120 4
< 100
3. ]
= 80
60 |
40
20
04

T T T T T T T T 1
0.1 02 3 04 05

0,
E/V

Figura 31. VPD de acetaminofeno 1x10* M medidos con el electrodo modificado y

sin modificar, 2 min de acumulaciéony TBR pH 7.
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Figura 32. VPD de acetaminofeno 1x10* M y TBR 0,1 M pH 7 medidos con el

electrodo modificado.
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En la Figura 32 se presentan los VPD de acetaminofeno y del TBR 0,1 M,
ambos medidos con el electrodo modificado. Se observa una sefal cercana a los 0,5
V, aparentemente debida al tampén utilizado, y que no afecta la medicion de

acetaminofeno a través de la metodologia desarrollada.

Finalmente se realizd6 una curva de calibracion, donde se observa un
comportamiento lineal entre la corriente de pico la concentraciéon de acetaminofeno,
manteniendo el mismo potencial de pico de la sefal correspondiente a 0,312 V. En la
Tabla 9 se presentan los parametros de eficiencia analitica asociados al método

desarrollado.

140

—0,61[ug/mL] 454 .
— 3.63ug/mL] |1 ip=2183C-19632
130 — 6,65[ug/mL] w04 #=098462
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120 ——15,7[ug/mL] -
—— 18,8[ug/mL] 1

— 254
i 110 § ]
~ ~ 20
— ‘E_ j
100 151
10
90+ 5_-
1 n

04

80 T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0 5 10 15 20
E/V Concentracion acetaminofeno (ug/mL)

Figura 33. Curva de calibracién de acetaminofeno.
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Tabla 9. Parametros de eficiencia analitica para el método desarrollado por VPD para

la determinacion de acetaminofeno.

Parametro EPC-BmimBF4 (5 %)

LD (ng/mL) 51

LC (ng/mL) 67

Repetibilidad (CV, %) 4,2

Reproducibilidad (CV, %) 4,6

Nitrendipino

Nitrendipino, 5-O-etil 3-O-metil 2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina-
3,5-dicarboxilato (Figura 34), es un agente antihipertensivo arterial potente y fiable,
corresponde a un bloqueador de canales de calcio con accién vasodilatadora 41,
pertenece a la serie de antagonistas del calcio, este medicamento es indicado en el
tratamiento basico de la hipertension arterial y es ampliamente utilizado en todo el
mundo.

Con respecto a sus caracteristicas redox, tiene posibilidades de oxidarse

4243 Este farmaco

(anillo dihidropiridinico) y de reducirse (grupo nitroaromatico)
presentd mejores respuestas en reduccion, ya que al realizar la comparacion de la
sefal anddica de nitrendipino entre el EPC y EPC-BmimBF4, no se obtuvo un

incremento en la corriente al emplear el electrodo modificado.
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Figura 34. Estructura quimica de nitrendipino.

A continuacién se muestra la ecuacion de oxidacion para nitrendipino, para

generar el correspondiente derivado piridinico, en un proceso que involucra 2 e' y 2

H*:
R R
R
R R 2¢", 2H+ S
. =
/ R

R™ ™N R RN

H

y su ecuacion de reduccion, desde el grupo nitroaromatico al derivado hidroxilamina

correspondiente, en un proceso que involucra4 e y 4 H™:

Ar — NO, + 4H* + 4e~ - Ar — NHOH + H,0

Para este farmaco se utilizdé el LI de tipo imidazolio BmimBF4, ya que al
intentar realizar varias mediciones de nitrendipino con PyrPF6, la superficie del
electrodo se desprendia producto de que la solucion stock de nitrendipino se prepara

en etanol y el porcentaje de etanol que queda al preparar la disolucion de medida,
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hace que esta pasta se salga de la cavidad del electrodo, debido probablemente a

que el anion BF4 es mas hidrofilico.

Efecto del pH sobre la respuesta voltamperométrica de nitrendipino

Nitrendipino exhibié una respuesta catddica bien definida en el electrodo
modificado, pero en un intervalo de pH estrecho (Figura 35). A medida que se
incrementa el pH del medio, la sefal del farmaco va disminuyendo y solapandose con
la sefial del TBR, como puede observarse a pH 6 y pH 7, es por esto que el estudio
se realizd hasta estos valores de acidez. Nitrendipino presentd las respuestas de
corriente catédicas mas elevadas a pHs acidos (Figura 36). La sefal de nitrendipino
experimenta su proceso de reduccion a razon de 43,0 mV/pH (pendiente del grafico

Ep vs pH).
——pH 1,56
-90 —pH2
——pH3
—pH4
-80 —pH5
——pH6
—pH7
-704

I/uA

-60 4

-50 4

40 4

-0,2 -0,3 -04 -0,5 -0,6 -0,7 -0,8

E/V
Figura 35. Efecto del pH en la sefial de nitrendipino 5x10° M (VPD).
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Figura 36. Efecto del pH en el potencial de pico (A) y en la corriente (B) de la sefal

de nitrendipino 5x10° M en TBR (VPD).
Estudio de acumulacion

Con respecto a este analisis se observa claramente que la superficie permite
acumular analito hasta un tiempo limite de 5 minutos y posteriormente a este tiempo
la respuesta obtenida comienza a decrecer en corriente, por lo tanto, se selecciond 5

minutos como el tiempo 6ptimo de acumulacion previa (Figura 37).
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Figura 37. Influencia del tiempo de acumulacién en la corriente de pico de
nitrendipino a distintos tiempos.
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Estudio de la fuerza iénica

Al igual que para los anteriores farmacos se varid la concentracion del TBR
con el fin de observar su influencia en la respuesta de nitrendipino. En este caso se
observa que al doblar la concentracién del tampdn disminuye la respuesta en
corriente para este analito, ademas de dificultarse el proceso de transferencia
electrénica, ya que la sefial aparece alrededor de los -0,690 V, en cambio cuando se
mide con TBR 0,1 M aparece a -0,426 V. En el caso de TBR 0,05 mol/L si bien el
proceso se ve favorecido, la sefal en corriente no aumenta como se muestra en la

Figura 38.

1 ——TBRO0,2M
-100 | ——TBRO,1 M
——TBR0,05M
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Figura 38. VPD de nitrendipino 5x10®° mol/L con 5 min de acumulacién previa a

distintas concentraciones de TBR a pH 1,56.

Las condiciones oOptimas para la medicion de nitrendipino de acuerdo a la
metodologia desarrollada, son 5 min como tiempo de acumulaciéon y TBR 0,1 M pH

1,56.
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A continuacién se presenta la sefial de nitrendipino medida en las condiciones
Optimas seleccionadas para el EPC-BmimBF4 comparado con el EPC, donde se
observa en primer lugar que hay un incremento en la respuesta de corriente catédica
en 17 veces comparado con el electrodo sin modificar y también se observa que no
hay un corrimiento en el potencial de pico de la sefal de reducciéon de nitrendipino
(Figura 39A). Ademas se puede observar que no hay interferencias del tampodn en la
medicion de la senal de reduccion de nitrendipino por medio de la metodologia
desarrollada (Figura 39B).
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] —EPC nitrendipino
ol A ——EPCBmimBF4 | g —— TBR
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Figura 39. (A) VPD nitrendipino 5x10° M a pH 1,56 con EPC y EPC-BmimBF4. (B)
VPD nitrendipino 5x10° My TBR 0,1 M (pH 1,56) medido con EPC-BmimBF4.

En el estudio de concentracion realizado para nitrendipino se observa un
comportamiento lineal en la sefal de reduccion (Figura 40), a medida que se aumenta
la concentracién del farmaco. La curva se realizé con ocho puntos cada punto por

triplicado, la ecuacion obtenida se muestra en la Figura 40.
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Figura 40. Curva de calibracion de nitrendipino.

En la Tabla 10 se exhiben los parametros de eficiencia analitica asociados a la
metodologia desarrollada, donde se observa una reproducibilidad de un 4,62 %, valor

aceptable ya que se trata de un electrodo modificado.

Con respecto a los limites de deteccion y cuantificacion, representan valores
bastante pequefios, por lo tanto, le otorgan una gran sensibilidad al método

desarrollado.
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Tabla 10. Parametros de eficiencia analitica para nitrendipino.

Parametro EPC-BmimBF4 (5 %)
D (ng 25
. 81
D anetibilidad 0, 3,95
Reproducibilidad % 4,62

Otra variable observada en el desarrollo de las metodologias descritas
anteriormente, fue la estabilidad que presentaron las pastas modificadas con el correr
de los dias, demostrando ambas pastas una buena estabilidad (PC-PyrPF6 con un
15% de LI y PC-BmimBF4 con un 5% de e LI), ya que podian utilizarse en la medicion
de los distintos farmacos, hasta un tiempo limite de 2 semanas desde su preparacion,
teniendo el cuidado de ser guardadas después de su utilizacion en un ambiente seco

(desecadora).

En la Tabla 11 se comparan los LDs obtenidos en la presente tesis, para
levodopa, acetaminofeno y nitrendipino, con los LDs informados en la literatura para
otras técnicas. Se puede apreciar un valor de LD para levodopa similar al obtenido
por Amperometria empleando un electrodo impreso de oro, en tanto que para

acetaminofeno y nitrendipino se obtuvieron LDs menores al ser comparados con otros
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electrodos modificados (SWCNT/CCE y GCE-NTC-BMINPF6-quitosano). Las

metodologias desarrolladas en este trabajo en general demuestran ser sensibles y

sencillas ya que no se necesita tratamiento previo a las muestras.

Tabla 11. Comparacion de LDs encontrados con otras técnicas.

Farmaco

LD LD
EPC-LI Otras Técnica Referencia
(esta Tesis) técnicas
Amperometria
0,63 pg/mL 0,2 pg/mL (electrodo impreso de [37]
oro)
51 ng/mL 18 pg/mL SWCNT/CCE [44]
0,5 ng/mL HPLC-SPE [45]
25 ng/mL Voltamperometria de
barrido lineal (GCE-
36 ng/mL 46]
NTC-BMINPF6-
quitosano)

SWCNT/CCE: Electrodo de carbono-ceramica modificado con nanotubos de carbono de pared

simple.

HPLC-SPE: Cromatografia liquida de alta eficiencia con extraccién en fase sdlida en linea.

GCE-NTC-BMINPF6-quitosano: electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos de

carbono, BMINPF6 y quitosano.
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En la siguiente seccion se procedié a la aplicacion de las metodologias
desarrolladas anteriormente en muestras comercializadas actualmente de cada

farmaco.

3.4 Aplicacion de las metodologias desarrolladas en formulaciones

farmacéuticas

Los métodos desarrollados se aplicaron en formulaciones farmacéuticas que
se comercializan actualmente, con el fin de estudiar la real aplicabilidad del método,
ya que estos farmacos se encuentran mezclados con excipientes y en el caso de

Prolopa® HBS contiene dos principios activos (levodopa y benserazida).

En este estudio se realizé la valoracion (Materiales y Métodos seccién 2.2.8)
de los tres farmacos en la formulaciones Prolopa® HBS (Roche), Acetaminofeno LCh®

(Laboratorio Chile) y Nitrendipino (Andrémaco), cada muestra se realizo por triplicado.

Aplicacion en Prolopa® HBS (Roche)

Cada capsula declara un contenido nominal de 100 mg de levodopa y 25 mg
de benserazida como clorhidrato y excipientes. En la valoracion de levodopa, el
porcentaje encontrado sobre lo declarado fue de 93,8 % £ 1,95 % (promedio de tres
muestras independientes). Al respecto, en primer lugar se puede decir que el método
desarrollado es adecuado para su aplicacion en la cuantificaciéon de levodopa en el
producto Prolopa®HBS, los potenciales de la sefial de oxidaciéon son coherentes con
el observado en los estudios anteriores, donde levodopa aparece a un potencial de
0,292 V.
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Otra importante observacion en esta aplicacion es que Prolopa®HBS contiene
dos principios activos (levodopa y benserazida) y como se observa en la Figura 41A,
la sefial esta bien definida y ni benserazida ni los excipientes presentes interfieren en
la medicion (Figura 41B), por lo tanto, el método es selectivo. Cabe destacar por otra
parte, que la benserazida (2-amino-3-hidroxi-2°-(2,3,4-trihidroxibencil) propiono-
hidrazida) contiene tres grupos hidroxilos aromaticos que son susceptibles de oxidar
electroquimicamente, pero que en las condiciones analiticas ensayadas, la sefial de

oxidacién de benserazida no se detecta en el ensayo de valoracién de levodopa.

12 30+ .

Prolopa HBS ] —— Benserazida

A »] B ——Prolopa HBS

114 1 /
20
10 A 154
< <
SN Z 104
—~ ~ E
-_— - 5
8 0
7] 7

T T T T T T 1 -10 T T T T T T T T T T T 1
0,2 0,3 0,4 05 0,1 0,2 0,3iE v 0,4 0,5 0,6 0,7
E/V

Figura 41. (A) VDP de levodopa en el producto Prolopa®HBS, (B) VDP de levodopa
en el producto Prolopa®HBS y benserazida a la concentracién encontrada en la

muestra estudiada.

Aplicacion en Paracetamol LCh® (Laboratorio Chile)

El método desarrollado para determinar acetaminofeno se aplicd en una
muestra de Paracetamol LCh®, que declara por cada comprimido 500 mg de

acetaminofeno como principio activo y excipientes.
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Las sefiales obtenidas de Paracetamol LCh® son bien definidas y no se
observa la interferencia de ninguna otra especie. Como se observa en la Figura 42,
no experimentan tampoco ningun corrimiento significativo del potencial de pico de
acetaminofeno, el cual en los experimentos anteriores fue de 0,312 V. Con respecto
al ensayo de valoracion, el porcentaje encontrado fue mayor a lo declarado, con un
110,8 % = 0,8 %, como promedio de tres muestras independientes. Tomando en
cuenta que los excipientes clasicos empleados en formulaciones farmacéuticas
sélidas no suelen interferir en las determinaciones voltamperométricas, es posible
especular que la formulacién efectivamente tiene un 110 % sobre lo declarado en el
envase y que el resultado no se debe a una falta de selectividad del método

desarrollado.

110 4
—— Paracetamol LCh
105 -

100

95 4

1/ pA

90+

85+

80—

75 T T T T T T T T
0.1 0,2 03 04 0,5 0,6

E/V

Figura 42. VDP de acetaminofeno en el producto Paracetamol LCh®.

Aplicacién en Nitrendipino (Andrémaco)

Por ultimo, se pone a prueba el método desarrollado para determinar

nitrendipino, para esto se adquirié una caja de comprimidos de nitrendipino de 20 mg
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fabricado por laboratorios Andromaco. Ademas del principio activo, este farmaco al

igual que los dos anteriores contiene una serie de excipientes.

El método desarrollado demuestra ser efectivo para la muestra analizada, ya
que se obtiene la sefal caracteristica de reduccion para nitrendipino (Figura 43), a un
potencial de aproximadamente -0,420 V, sin observar interferencias de la matriz. En
la valoracion de nitrendipino, el porcentaje encontrado sobre lo declarado fue de 95,1

% % 0,6 % (promedio den tres muestras independientes).

-90 -
—— Nitrendipino
-88
-86 4

-84

-82 4

I/p A

-80 -
.78 -

-76 4

T 1 T L T 1 T L T !
-0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7 -0,8

E/V
Figura 43. VDP de nitrendipino.
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4. CONCLUSIONES

e Se logré preparar electrodos modificados a base de pasta de carbono, utilizando
cuatro Lls distintos (dos de tipo imidazolio y dos de tipo piridinio), seleccionando
finalmente dos de estos electrodos para el desarrollo de las metodologias

analiticas (EPC-BmimBF4 y EPC-PyrPF6).

e Se caracterizé la superficie de los electrodos seleccionados tanto morfolégica
(SEM y SECM), como electroquimicamente (cronocoulombimetria). En ambos
casos se observaron mejores caracteristicas con los electrodos modificados al ser

comparados con el EPC.

e Se desarrollaron métodos analiticos empleando VPD, para la determinacion de
tres farmacos con actividad redox reconocida; levodopa con el EPC-PyrPF6,

acetaminofeno y nitrendipino con el EPC-BmimBF4.

e Se optimizaron las variables de pH de trabajo, fuerza i6nica del medio y el tiempo
de acumulacion con agitacién, con el fin de incrementar la respuesta de cada

analito al ser comparado con el EPC.

¢ Las metodologias analiticas desarrolladas se aplicaron con éxito en la valoracion
de los tres farmacos estudiados en formulaciones farmacéuticas, obteniendo en

todos los casos porcentajes de recuperacion por sobre el 90 %.

e En base a los resultados obtenidos, especificamente en cuanto a los limites de
deteccién y cuantificacion alcanzados con el uso de los electrodos modificados,
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se deja planteado como futuras proyecciones a esta Tesis, la aplicacion de las
metodologias desarrolladas para nitrendipino, levodopa y acetaminofeno en
matrices en que exista una menor cantidad de estos farmacos, como por ejemplo,
fluidos bioldgicos (orina o sangre), asi como la aplicacion en ensayos de

disolucion.
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