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RESUMEN
Desde hace unas décadas, los nanomateriales han captado la atencidon de los
investigadores alrededor del mundo, debido a sus diversas propiedades vy
aplicaciones. la mayoria de los nanomateriales utilizados estan basados en las
diferentes formas alotrépicas de carbono, ya que son de bajo costo, ligeros y buenos
conductores de calor y electricidad. Desde un punto de vista electroquimico, el
carbono es relativamente inerte, ademas de poseer un amplio rango de potencial
de trabajo y actividad electrocatalitica, o que lo hace un material 6ptimo para

aplicaciones tanto analiticas como industriales.

Uno de los materiales mas interesantes basados en carbono son los nanotubos de
carbono ya que debido a sus propiedades electroquimicas, permiten la
encapsulacion de diversas moléculas por fisisorcion. Dependiendo del compuesto
encapsulado, es posible obtener electrocatalisis de una amplia gama de moléculas,
entre ellas moléculas de interés biolégico como la coenzima NADH, cuyo principal
interés radica en reacciones biologicas de sustratos para enzimas que modifican

proteinas afiadiendo o eliminando grupos quimicos.

La electrocatalisis consiste en una reaccion electroquimica que favorece
enérgicamente una reaccion en especifico, reduciendo sobrepotenciales e
incrementando la magnitud de las sefiales voltamétricas, lo que permite bajos
limites de deteccion.

Las moléculas estudiadas actuan como mediadores electrocataliticos y poseen dos

grupos nitro que modificadas electroquimicamente son capaces de interactuar en el
III



proceso de electro oxidaciéon de NADH. En esta memoria se estudiaron mediante
voltametria ciclica y voltametria de pulso diferencial los mediadores 3,5-
dinitrobenzoato de 4-fenilbutilo y (E)-6-nitro-3-(3-(4nitrofenil)acriloil-2H-cromen-2-
ona, los cuales se encuentran inmovilizados sobre un electrodo de carbono vitreo
modificado con nanotubos de carbono. Esta inmovilizacidn se lleva a cabo mediante
una novedosa y sencilla técnica de encapsulacion, en la cual los electrodos
modificados con nanotubos son sumergidos en una solucion de los compuestos
estudiados, los cuales son insolubles en agua, permitiendo asi realizar

electrocatalisis en medios acuosos.
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SUMMARY

Due to their diverse properties and applications, nanomaterials have been
captivating the attention of research all around the world for the last few decades.
Most of the nanomaterials used today are based on the different allotropic forms of
carbon, due to its low cost, lightweight and, good heat and electric conductivity.
Looking at the carbon from an electrochemical view, this element is relatively inert
and it has a wide range of electrocatalytic activity and working potential, which

makes it an optime material for analytical and industrial applications.

One of the most interesting materials out of carbon are the carbon nanotubes, since
its electrochemical properties allow the capture of many molecules by physio-
addition. Depending of the encapsulated compound, it's possible to apply
electrocatalysis to a wide variety of molecules, such as molecules with a biological
interest like NADH coenzyme, which is able to participate in biological reactions that

can modify proteins, adding or eliminating chemical groups (functional groups).

The electrocatalysis technique can be defined as an electrochemical reaction that
favours energetically a specific reaction through the reduction of overpotentials and

increments in the magnitude of voltammetric signals, allowing lower detection limits.

The studied molecules act as electrocatalytic mediators and have two nitro-groups
that, after electrochemical modifications, are capable of interacting with the oxidation

of NADH. In this thesis, the objective molecules were 4-phenylbuthyl-3,5-
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dinitrobenzoate and  (E)-6-nitro-3-(3-(4-nitrophenyl)(acryloil-2H-cromen-2-one)
through cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry. This mediators were
immobilized on vitreous carbon electrodes, modified with carbon nanotubes. This
process was achieved through a novel and simple technique of encapsulation, where
the modified electrodes are submerged in a solution of the objective molecules,

which are insoluble in water, allowing an electrocatalysis in aqueous medium.
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1.INTRODUCCION

Los materiales basados en carbono se han utilizado en diversas aplicaciones
electroquimicas debido a su versatilidad con respecto a otros elementos de la tabla
periddica’. Desde el estudio de Sir Humphry Davy de los electrodos basados en
carbono para la produccién de metales alcalinos?2, se ha abierto a una amplia area
de aplicacion como la quimica analitica o la produccion industrial, ya que desde un
punto de vista electroquimico, poseen un amplio rango de potencial y baja

reactividad electroquimica entre otras propiedades*.

Uno de los materiales mas interesantes para su aplicacion electroquimica son las
nanoestructuras basadas en carbono, ya que muestran interesantes resultados
electroquimicos en comparacién a los materiales tradicionales®. Existen variadas
formas de nanomateriales basados en carbono dependiendo del tipo de hibridacién
y de la disposicion atomica, entre ellos se puede mencionar a grafeno, fulerenos, y
nanotubos de carbono de pared simple (Figura 1 A) o multiple (Figura 1 B). Estos
ultimos estan conformados por varios tubos concéntricos con un eje en comun®, los

cuales se encuentran inmersos uno dentro de otro.



Figura 1. A. Nanotubo de carbono de pared simple B. Nanotubo de carbono de pared multiple.

Los nanotubos de carbono poseen una novedosa actividad catalitica, la cual se
complementa con sus propiedades electrédicas unicas como su gran superficie de
trabajo, una rapida cinética electronica, inercia quimica, alta sensibilidad,
selectividad y bajos limites de deteccion® -89, los cuales los convierte en sensores

electroquimicos'® y soportes electrocataliticos®.

El término electrocatalisis es utilizado para designar un proceso redox que involucra
una interaccion quimica especifica en la superficie del electrodo, la cual reduce
sobrepotenciales en la transferencia electronica* ' y acelera la reaccién electrédica
por una sustancia que generalmente no es consumida’?. El proceso de transferencia

electrénico en la electrocatalisis puede considerarse de dos maneras:

¢ Un fendbmeno de transferencia heterogénea debido a las diferencias entre la

fase solida y la fase liquida, lo que formaria una interfase electrificada’.



e Unfendmeno de transferencia homogénea de un proceso electroquimico que

sucede en la interfase'314.

La relacion de la electrocatalisis con la superficie del electrodo depende en gran
medida del material del electrodo, ya que este actua como soporte electrocatalitico,
por lo que determina el rendimiento y la eficacia de la reaccion'®. Debido a que la
superficie del electrodo es fundamental en una reaccion electrocatalitica, muchas
veces es necesario modificarla para obtener las propiedades adecuadas para

realizar un proceso electrolitico.

Un electrodo modificado es aquel que, mediante la incorporacion de algun
compuesto en especifico, promueve una reaccién de transferencia de carga y
aumenta la reactividad del electrodo frente a una especie electroactiva’®. Los
electrodos modificados a base de carbono como por ejemplo los electrodos de
grafito, fibra de carbono, carbono vitreo entre otros, son usualmente utilizados como
electrodos de trabajo para la deteccion de moléculas de interés biologico': 8.
Debido a ello, la modificacion de estos electrodos de trabajo genera sensores
electroquimicos con propiedades interesantes, ya que mejoran su actividad de

varias maneras'®:

¢ La modificacién de la superficie limita a los interferentes quimicos, lo que se

ve reflejado en un aumento de la selectividad de la molécula de interés.



e Una mejor sensibilidad producto de la gran area superficial del material

modificante.

Estas propiedades convierten a los electrodos modificados en sensores de interés

analitico.

Los nanotubos de carbono pueden ser utilizados para modificar un electrodo de
carbono vitreo?®, ya que cumplen con todas las caracteristicas anteriormente
sefaladas. Se ha comprobado que los nanotubos de carbono tienen la
particularidad de encapsular compuestos en la red tridimensional mediante
fisioadsorcion?!, propiedad que puede utilizarse para funcionalizar la superficie del
electrodo modificado con moléculas que pueden actuar como potenciales
mediadores a través de enlaces covalentes %2, o interacciones no covalentes como
fuerzas de Van der Waals?3, entre otras. Estos mediadores pueden actuar como
sensores electroquimicos para especies de interés bioloégico como por ejemplo

serotonina'®, peroxido de hidrégeno?, triptéfano?>, NADH'? 26 entre otras.

NADH (Nicotinamida adenina dinucledtido, Figura 2), es una coenzima
indispensable para las reacciones redox en las células, utilizada mayormente en la
respiracion celular, por lo que es una especie importante en el transporte de cargas
a nivel biolégico. Su forma oxidada NAD* es un excelente aceptor de especies
reducidas que son producidas por diferentes procesos oxidativos?” de sustratos

celulares provenientes de, por ejemplo, la glicdlisis?® y como cofactor de enzimas



deshidrogenasas?’-31. Por otro lado, su forma reducida NADH puede ser re-oxidada
mediante reacciones cataliticas producidas por enzimas como la NADH
deshidrogenasa en la cadena de transporte electrénico?”. Debido a su gran
influencia en sistemas biol6gicos, NADH es monitoreado en diferentes procesos
industriales, ambientales y médicos mediante biosensores?. En el caso de los
biosensores electroquimicos, la oxidaciéon de NADH ocurre a potenciales mayores
a +0.5V en electrodos no modificados, lo cual resulta problematico debido a que la
superficie del electrodo se ve saturada de mezclas de productos de oxidacion,

incluyendo productos de acoplamiento radicalario®.

?
O=P—0
OH OH NH,
N X
1)
e} @)
OH OH

Figura2.Nicotinamida adenina dinucleétido, NADH.

Varios investigadores han utilizado electrodos modificados con nanotubos de

carbono con compuestos inmovilizados en la red tridimensional, ya que permiten



una rapida transferencia electrénica, reduciendo el sobrepotencial de oxidacion de
NADH':31. 32 En trabajos anteriores, se ha demostrado que nitrocompuestos
aromaticos pueden ser encapsulados en nanotubos de carbono y estos muestran
actividad electrocatalitica sobre NADH?®: 33, En esta memoria, se estudiaron dos
potenciales mediadores electrocataliticos para la reaccion de oxidacién de NADH,
los cuales estan inmovilizados en la red tridimensional de electrodos modificados
con nanotubos de carbono. La inmovilizacion de los mediadores nitro se consigue
sumergiendo el electrodo modificado con MWCNT en una solucién del
nitrocompuesto en medio no acuoso. Posteriormente el mediador nitro se activa
electroquimicamente para generar el par redox nitroso-hidroxilamina, el cual en

definitiva actua como mediador redox.



2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.10bjetivo general:

Obtener electrodos modificados mediante encapsulamiento de nitrocompuestos
que son potenciales precursores de mediadores electrocataliticos de NADH en
electrodos de carbono vitreo con nanotubos de carbono, para estudiar diferentes

condiciones experimentales de electrocatalisis.

2.2 Objetivos especificos:

» Modificar electrodos de carbono vitreo y nanotubos de carbono con
nitrocompuestos.

» Obtener la caracterizacion electroquimica de los nitrocompuestos mediante
voltametria ciclica y voltametria diferencial de pulso.

» Obtener la caracterizacion electroquimica de NADH en presencia de
electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono con
nitrocompuestos encapsulados.

» Determinar electroquimicamente el comportamiento electrocatalitico de los
mediadores 3,5-dinitrobenzoato de 4-fenibutilo (3,5-DNBF) y (E)-6-nitro-3-(3-
(4nitrofenil)acriloil-2H-cromen-2(ona) (CM4).

» Obtener una curva de calibracion para la variacion de la concentracién de

NADH para los mediadores 3,5-DNBF y CM4.



3. HIPOTESIS

Los electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbonos
pueden encapsular nitrocompuestos, los cuales son potenciales precursores de
mediadores electrocataliticos de oxidacion de NADH, el cual podra ser

cuantificado mediante un estudio electroquimico.



4.MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos y solventes.

Se utilizaron los siguientes reactivos sin previa purificacion:

- Acido bérico (99%) p.a, Aldrich.

- Acido acético glacial p.a, Merck.

- Acido clorhidrico (36%) p.a, Merck.

- Acido fosférico (85%) p.a, Merck.

- Agua desionizada nano pura (18.2 MQ cm).

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

- Hidréxido de sodio p.a, Merck.

- Nitroégeno extra puro (99,9%), Linde Gas Chile S.A.

- Nanotubos de carbono de multipared (> 95 % en C), DropSens.
- 1,3- dioxolano, Sigma Aldrich.

- (E)-6-nitro-3-(3-(4-nitrofenil)acriloil-2H-cromen-2-(ona) (CM4).

-3,5-dinitrobenzoato de 4-fenilbutilo (3,5-DNBF).

4.2. Equipos.

A) Equipos de uso general.

- Agitador magnético HeidolphReax 2000.



- Balanza de precision Precisa 40SM-2002 (sensibilidad 0.01 mg).

- Medidor de pH WTW modelo pMx 3000.

- Medidor de pH OAKTON pH 700.

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

- Sonicador Bransonic Branson 2510.

B) Sistema voltamétrico y computacional.

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

- Equipo potenciostato CHInstrument 760c y 760e.

- Celda electroquimica:

Celda electroquimica: BAS (10 mL).

Electrodo de trabajo: Carbono vitreo modificado con nanotubos de carbono.
Soporte de carbono vitreo, como electrodo de trabajo. Ted Pella, INC.
Electrodo de referencia: Ag/AgCl KCI 1M.

Electrodo auxiliar: Platino.

4.3. Métodos

4.3.1. Preparacioén de soluciones.

Preparacién de solucién tampén.

- Buffer Britton Robinson 0.1 M: En un matraz de 1L que contiene una pequefa

cantidad de agua nanopura, se afiaden 6.18 g de acido bdrico, 5.71 mL de acido
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acético glacial y 6.75 mL de acido fosférico, para luego llevar a bafio de
ultrasonido hasta la disolucion del acido borico. Se afora con agua nanopura y
se ajusta el pH con acido clorhidrico concentrado e hidroxido de sodio

concentrado.

e Preparacion de soluciones stock de nitrocompuestos.

CM4: Se preparan 50 mL de solucién de concentracion 0.048 mM en acetonitrilo.
La solucién se lleva a bafio de ultrasonido por 15 minutos hasta la disolucién del
compuesto. La solucién se almacena refrigerada hasta el momento de su uso.

3,5-DNBF: Se preparan 5 mL de solucion de concentracion 0.3mM en
acetonitrilo. Se lleva a bafio de ultrasonido hasta la disolucién del compuesto y

se almacena refrigerada hasta su uso.

e Preparacién de solucién stock 3mM de NADH.

Se prepara una solucion de 5mL 3mM de NADH en buffer Britton — Robinson
0.1M pH 7.00. La solucién debe ser preparada para cada dia de experimentacion

y previamente purgada con N2 extrapuro antes de cada medicion.
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e Soluciones de trabajo.

- Celda Electroguimica: Dependiendo del experimento, la celda se prepara de

dos maneras:

1) Se colocan 5 mL de solucion tampon Britton-Robinson 0.1M con pH
ajustado segun los requerimientos del experimento.
2) Se colocan 5 mL de NADH de concentracion y pH variable segun el

experimento, preparada a partir de la solucién stock.

4.4. Métodos experimentales de trabajo.

4.4.1. Dispersion de nanotubos de carbono.

En un Eppendorf se coloca una cantidad determinada de nanotubos de carbono
multipared y se afiade como agente dispersante 1,3-dioxolano, para obtener una
concentracion final de dispersidon de 3 mg/mL. Posteriormente la dispersion se lleva
a un bano de ultrasonido por 5 minutos en triplicado. Tras cada bafo de ultrasonido,
la dispersion debe ser agitada con el objetivo de favorecer la desaglomeracion de
nanotubos. La dispersion de NTC se guarda refrigerada y al momento del uso, se

lleva a baio de ultrasonido nuevamente por 5 minutos.
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4.4.2. Modificacion de la superficie de electrodos de carbono vitreo con

nanotubos de carbono multipared (MWCNT).

En todos los experimentos se utilizan electrodos de carbono vitreo, los cuales son
lavados con etanol para posteriormente ser pulidos con alumina de 0.3 y 0.5 pumy
lavados con abundante agua nanopura. Una vez que la superficie del electrodo se
encuentra seca, se modifican utilizando la dispersion de nanotubos de carbono en
1,3-dioxolano 3 mg/mL. Para ello se agrega una alicuota de 5 yL desde la dispersion
y se deposita en la superficie vitrea del electrodo. Los electrodos son secados al
aire durante aproximadamente 2 minutos, hasta la evaporacion completa del 1,3-

dioxolano (Figura 3).

/ﬁ

Dispersion
MWCNT en
1,3-dioxolano
3mg/mL
Secaral aire
Electrodo de carbono Electrodo de carbono vitreo
vitreo modificado con MWCNT

Figura 3. Modificacion de un electrodo de carbono vitreo con nanotubos de carbono.
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4.4.3. Modificacion de electrodos GC con MWCNT y nitrocompuestos.

Preparados los electrodos GC-MWCNT completamente secos, se sumergen en una
solucién de concentraciéon conocida del nitrocompuesto a estudiar preparado en
acetonitrilo (Figura 4, paso A). Se cuentan 10 segundos desde que la superficie
modificada entra en contacto con la solucion, en seguida, el electrodo es lavado con
abundante agua nanopura (Figura 4 paso B) y se sumerge en la celda
electroquimica, la cual contiene buffer BR 0.1M sin nitrocompuesto (Figura 4 paso

C)

Inmersién por 10

segundos (dipping)
(A)
CG-MWCNT
Secar I Lavar con H;O (B)
. L
Solucién con Celda sin
nitrocompuesto nitrocompuesto (C)

Figura 4. Modificacion de un electrodo GC-MWNTC con nitrocompuesto por dipping. A. Inmersion
del electrodo GC-MWCNT en la solucién de acetonitrilo con nitrocompuesto. B. Lavado con agua
nanopura C. Inmersién del electrodo GC-MWCNT en una celda con buffer BR 0.1M.
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4.4.4. Electrocatalisis.

Una vez modificados los electrodos GC-MWCNT siguiendo los pasos de la seccidn
3.4.3 (Figura 4), se utiliza el nitrocompuesto encapsulado en la red tridimensional
de nanotubos como precursor del mediador electrocatalitico para la oxidacién de

NADH.

Obtenido el electrodo GC-MWCNT-Med (Figura 5, paso A), donde Med es el
derivado hidroxilaminico de 3,5-DNBF o CM4, el electrodo se sumerge en una celda
que contiene buffer Britton Robinson 0.1M (Figura 5 paso B) y se somete a un
barrido de potencial para reducir selectivamente los grupos nitro presentes en la
molécula. Se puede obtener selectivamente uno o dos pares redox NHOH/NO
(Figura 5 paso C). Posteriormente, el electrodo se sumerge en una celda que
contiene NADH a una concentracion y pH especifico (Figura 5 paso D), en donde
se aplica otro barrido de potencial para obtener la respuesta electroquimica de

NADH en presencia del mediador (Figura 5 paso E).
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Inmersién por 10
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selectivade -
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Figura 5. Pasos para llevar a cabo electrocatalisis con el mediador en estudio. A. Inmersién del
electrodo GC-MWCNT una solucion del nitrocompuesto preparado en acetonitrilo. B. Electrodo GC-
MWCNT-Med, donde Med= 3,5-DNBF o CM4, en una celda con buffer BR 0.1 M. C. Reduccion
selectiva del grupo -NO2 mediante un barrido de potencial. D. Electrodo GC-MWCNT-Med en una
celda que contiene NADH. E. Respuesta electroquimica de NADH frente al mediador mediante un
barrido de potencial.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion electroquimica de los nitrocompuestos estudiados en

electrodos GC-MWCNT.

Los dos nitro compuestos estudiados en este trabajo corresponden a 3,5-
dinitrobenzoato de 4-fenilbutilo (3,5-DNBF, figura 6 A) y (E)-6-nitro-3-(3-(4-
nitrofenil)acriloil)2H-cromen-2-ona (CM4, figura 6 B), los cuales son encapsulados
mediante dipping en la red tridimensional de nanotubos de carbonos inmovilizados

en la superficie del electrodo GC tal como indica en el punto 3.4.3.

O,N NO,

NO,

Figura 6. Nitrocompuestos utilizados A. 3,5-dinitrobenzoato de 4-fenilbutilo (3,5-DNBF). B.(E)-6-
nitro-3-(3-(4-nitrofenil)acriloil)-2H-cromen-2-(ona) (CM4).

Ambos compuestos poseen anillos aromaticos sustituidos con grupos nitro. Para el
compuesto 3,5-DNBF se puede observar un sustituyente del tipo apolar para el éster
en posicion meta al anillo nitro sustituido, mientras que para el compuesto CM4 del

tipo cumarina, se observan dos grupos nitro asociados a una red de resonancia en
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toda la molécula. La forma estructural de los compuestos estudiados indica baja
solubilidad en solventes polares debido a su comportamiento apolar. Los carbonos
de hibridacion sp? presentes en ambas moléculas facilitan el encapsulamiento en la
red tridimensional de nanotubos de carbono debido a sus similitudes estructurales
y las interacciones del tipo van der Waals e interacciones del tipo = - © de los anillos

aromaticos con los anillos presentes en la red de nanotubos3*.

Mediante voltametria ciclica (VC), se estudio el comportamiento electroquimico de
las moléculas de la figura 6 mediante la reduccion de los grupos nitro presente en
sus estructuras. Para ello, se utilizaron electrodos GC-MWCNT y se modificaron
mediante dipping en soluciones 0.3 mM de 3,5-DNBF y 0.048mM de CM4, ambos
nitrocompuestos disueltos en acetonitrilo y posteriormente colocados en una celda
sin nitrocompuesto con buffer B-R a pH 7.00. En la Figura 7 se muestra los

voltamogramas ciclicos obtenidos para ambos compuestos.

150 804 11
-y B
100 A 604
40
507
< 20 -
B od <£
-— 0 b
T 50 =~ .20
= -100 _ 40+
n v
-60 4
-150
-80 11§
-200 I | 3,5-DNBF -100 4 I : CcM4
T T T T T
-800  -600  -400  -200 0 200 400 600 -400 200 0 200
E / mV E / mV

Figura 7. Voltamogramas ciclicos de los compuestos estudiados en buffer B-R 0.1M pH 7 sobre un
electrodo GC-MWCNT con precursor A. 3,5-DNBF B. CM4.
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Para ambos compuestos se observan dos sefiales irreversibles de reduccion |y I

que corresponden a la respuesta electroquimica de los grupos nitro presentes. En

la tabla | se muestran los potenciales de reduccion para ambas moléculas.

Tabla |. Potenciales de reduccién para los precursores 3,5-DNBF y CM4 en buffer

B-R pH 7.00.

Senal 3,5-DNBF / V CM4/V
I —0.367 —0.395
] —0.501 —0.520

La reduccion de los grupos nitro presentes en 3,5-DNBF genera un doble derivado

hidroxilamina (sefales | y Il de la Fig. 7 A), los cuales forman dos pares redox

reversibles IlI/III' y IV/IV’ (Figura 7 A). Los pares redox se encuentran parcialmente

acoplados, por lo que se acotd la ventana de potencial para identificar qué pico

anodico genera el correspondiente par redox (Figura 8)
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Figura 8. Superposicion de dos voltamogramas ciclicos en buffer B-R 0.1M pH 7 sobre GC-MWCNT
para el precursor 3,5-DNBF. Linea continua corresponde a un potencial de corte de -410mV vy linea
punteada a un potencial de corte de -700mV.

Se observa que la sefal | a —367mV genera el par redox IV/IV' (3,5-DNBF(l)) a

+0.108/+0.068 V, el cual se encuentra mas desplazado hacia los valores positivos.

En la Figura 7B se observa que para CM4 el par redox IlI/lII' (CM4(11)) corresponden
a una senal de area similar a las sefiales de reduccién | y Il. Esto es debido a que
la oxidacion de ambas hidroxilaminas generadas en el proceso de reduccion ocurre
al mismo potencial, por lo que la intensidad de corriente de pico del par redox es
similar en magnitud a la de la reduccion de los grupos nitro. Este fendmeno podria
deberse al entorno resonante de la molécula, la cual posee simetria electronica con
respecto a los grupos nitro, por lo que los intermediarios son iguales y la energia

necesaria para oxidar los grupos hidroxilamina es la misma 35 36,
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En la figura 9 se observa la superposicion de dos voltamogramas ciclicos para

demostrar la proporcionalidad de las areas discutido anteriormente.

300
NHOH->NO Il

200 ~ | ' ‘ CcMA(ll)

100

pA

-100 -

-200

v ' NO->NHOH
-300 I
R-NO, ->NHOH

T T T T T T T
-800 -600 -400 -200 0 200 400 600
E / \%

Figura 9. Superposicion de dos voltamogramas ciclicos en buffer B-R 0.1M pH 7 sobre GC-MWCNT
para el precursor CM4. Linea continua corresponde a CM4(l) con un grupo nitro reducido con un
potencial de corte de -410mV vy linea punteada corresponde a CM4(Il) con dos grupos nitros
reducidos con un potencial de corte de -600mV.

Se puede observar en la figura 9 que la generacién de la sefal | origina un par redox
de aproximadamente la mitad del valor de la intensidad de corriente de pico del par
redox /11" (CM4(l)) por lo que el doble derivado hidroxilamina actia como una

molécula simétrica y el potencial de oxidacion resulta ser el mismo.

En la tabla Il se muestran los potenciales de reduccion y oxidacion de los pares

redox de ambas moléculas.
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y CM4 en buffer B-R pH 7.00.

Tabla Il. Potenciales oxido reduccion del par redox para los precursores 3,5-DNBF

Senal 3,5-DNBF / V CM4/V
1] +0.031 —0.022
nr —-0.017 —0.053
\Y +0.112 --
v +0.061 --

La reaccion de reduccion del grupo nitro al derivado hidroxilamina de las moléculas
involucra el traspaso de 4 electrones® (ecuacion 1) , y el proceso del par redox es
via 2 electrones (ecuacion 2), por lo que la intensidad de la corriente de la sefial del
par redox es la mitad de la intensidad de la corriente de la sefial generada por los
grupos nitro de la molécula (Senales | y Il Figura 7 Ay B), por lo tanto, el area bajo
la curva tiene una relacién directa con el intercambio de electrones como muestra

las siguientes ecuaciones:

RNO: + 4H* + 4ee»>RNHOH + H20 (1)

RNHOHS2H* + 2 e + RNO (2)

Si se compara el area bajo la curva con velocidad de barrido 100mV/s, se puede
obtener la carga para el mediador CM4(l). La carga de la sefial | para CM4(l) es de
0.0120 C mientras que para la sefal lll es de 0.0056 C. El area de la senal | es 2.1
veces mayor que la de lll, lo que comprueba lo anteriormente dicho, ya que

concuerda con la razén de los electrones visto en la ecuacion 1y 2.
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Con respecto a la corriente, la corriente de pico para la sefal | de CM4(l) es de
194.7 pA y la corriente de pico lll para el mismo mediador es de 101.2uA. La

corriente de pico de la seial | es 1.9 veces mayor que la de la sefial Ill.

Para el mediador CM4(ll), el area bajo la curva para las sefales | y Il es de 0.0339
C y para la sefial lll es de 0.0168 C. La corriente de pico para la sefial | de CM4(ll)
es de 235.5 A, para la sefal Il es de 276.0 uA y para la sefal Ill es de 221.5 pA.
Al comparar las corrientes de pico | y lll (Figura 9, linea segmentada), se obtiene
una relacion aproximada de 1:1, debido a que la seinal Il esta compuesta en este
caso, por el aporte de corriente de oxidacién de dos hidroxilaminas generadas en el

barrido de reduccion y no de un par redox NHOH/NO.

En la tabla Ill se muestran los valores obtenidos.

Tabla lll: Valores de carga y corriente para la senal | y |ll para CM4.

CM4(1) CM4(11)
Seiial | Senal lll | Razén senal | Senall | Seial ll | Sedal Il Razén
| /1 senal I/lll
Carga/C 0.0120 | 0.0056 2.1 0.0339 0.0168 2
Corriente / pA | 194.7 101.2 1.9 235.5 | 276.0 221.5 1.2

Segun los datos de la tabla, se puede utilizar el area de las sefiales voltamétricas o

el valor de la corriente de pico.
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Los electrodos modificados con nanotubos de carbono presentan un coeficiente de
variacion de aproximadamente el 10%, esto implica que se deben realizar
continuamente mediciones al menos por triplicado. Debido a esta caracteristica de
los electrodos, es mas practico medir directamente la corriente de pico que el area
bajo la curva de cada uno de los voltamogramas obtenidos. En esta tesis, el resto
de los resultados seran expresados en funcién de la corriente, sin desconocer que

la carga cumple también con las condiciones necesarias.

5.2. Tiempo 6ptimo de dipping de los electrodos GC-MWCNT en las soluciones

de nitrocompuestos.

Con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de dipping, se sumerge en triplicado
electrodos GC-MWCNT durante 5s, 10s, 120s y 300s, en soluciones 0.3mM de 3,5-
DNBF y 0.048mM de CM4 en acetonitrilo. Mediante VDP se reduce el grupo nitro |
para 3.5-DNBF y CM4, obteniéndose los graficos de la figura 10. El electrodo se

descarta una vez realizada la voltametria.
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Figura 10. Intensidad de corriente de pico con respecto al tiempo de inmersion del electrodo GC-
MWCNT para A. una soluciéon 0.3mM de 3,5-DNBF en acetonitrilo (pH=7.00, Eo= -0.1V, Er= -0.45V)
B. una solucion 0.048mM de CM4 en acetonitrilo (pH=7.00, Eo= —0.1V, Er= —-0.45V).

En la figura 10. A se observa para 3,5-DNBF que la intensidad de corriente de pico
no varia significativamente con el aumento del tiempo de inmersion del electrodo
GC-MWCNT en la solucién del nitrocompuesto, por lo que utilizar largos tiempos de
inmersion no aumenta la intensidad de corriente de pico, ya que los nanotubos se
encuentran saturados de nitrocompuesto.

En la figura 10. B se observa para CM4 que la intensidad de corriente de pico

aumenta linealmente durante 5 minutos segun la siguiente ecuacion:

ipy =127+ 0.19t (uA,tenseg) r? = 0.887 (3)

La ecuacion indica que el aumento de la senal electroquimica es lineal, por lo que

los nanotubos no se encuentran saturados con nitrocompuesto.
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De la pendiente se obtiene que la sefial aumenta 0.19 puA/seg, lo que puede resultar
en una ventaja, ya que para aumentar la intensidad de corriente para CM4, se puede
modificar el tiempo de inmersion en la solucién de precursor. Para aumentar la
intensidad de la sefial al doble, se necesita aproximadamente 2 minutos de

inmersion.

Para ambos compuestos se considerara 10 segundos de inmersién en las
soluciones de los nitrocompuestos, ya que es un tiempo 6ptimo en el que se

obtienen intensidades de corriente similares para ambas moléculas.

5.3. Estabilidad de las soluciones de los nitrocompuestos en el tiempo.

Ya que se necesita que las soluciones modificantes se mantengan estables durante
el tiempo, es necesario determinar el tiempo adecuado de trabajo de las soluciones
modificantes. Para ello se monitorea cada solucion modificadora en triplicado por
periodos de 30 minutos mediante la técnica de voltametria de pulso diferencial
(VPD). Se obtienen las sefales | y Il de los nitrocompuestos encapsulados en un
solo electrodo GC-MWCNT-Med. En donde los mediadores para cada estudio son
3,5-DNBF y CM4. Se utiliza una solucién 0.3 mM de 3,5-DNBF y 0.048 mM de CM4,

ambas en acetonitrilo.
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Figura 11. Variacién de la corriente de pico | y Il respecto al tiempo para un electrodo con precursor
encapsulado A. GC-MWCNT-35DNBF (pH=7.00 Eo= -0.1V, Er= -0.6V) B. GC-MWCNT-CM4
(pH=7.00 Eo= -0.1V, EF= -0.6V).

En la Figura 11 Ay B se muestra que la intensidad de corriente se mantiene estable
por al menos 6 horas para ambos nitrocompuestos disueltos en CH3CN, por lo tanto,
la concentracion de la solucion no varia con el tiempo, no se observa disminucidn
de corriente por reacciones quimicas de descomposicion y tampoco se observa
aumento de las corrientes de pico por aumento de la concentracion debido a la
evaporacion de solvente. La solucion se puede utilizar desde el momento de su

preparacion hasta 6 horas después de preparada.
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5.4. Estudios bajo diferentes condiciones de pH para los electrodos GC-

MWCNT-Med.

5.4.1. Caracterizacién electroquimica mediante voltametria ciclica de los

precursores a pH acido, neutro y basico.

Con el fin de observar la influencia del pH en el proceso redox, se sumergen
electrodos GC-MWCNT en soluciones de acetonitriio 0.3mM de 3,5-DNBF vy
0.048mM de CM4 por 10 segundos para luego hacer una caracterizacion de los
nitrocompuestos mediante voltametria ciclica a pH acido (pH 2), neutro (pH 7) y

basico (pH 11) en buffer B-R. Los resultados se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Voltametria ciclica a distintos pH en buffer B-R para los precursores A. 3,5-DNBF B. CM4.

Se observa en la figura 12 A. y B. que a medida que desciende el pH, el
voltamograma se desplaza hacia potenciales mas positivos. Esto es debido a que
el mecanismo de reduccién de los grupos nitro es dependiente del pH (Ecuacién 1
y 2). En todo el rango de pH, el numero de sefiales no cambia para ambos
nitrocompuestos, manteniéndose la generacién del par redox NHOH/NO acoplado
como senal reversible, por lo que el mecanismo es el mismo a todos los pH
estudiados. Otro punto para considerar es la buena separacién de las senales de

reduccion (figura 12 A. y B. sefiales | y Il), lo que permite una buena resolucion.
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5.4.2. Dependencia del potencial de reduccién con el pH.

En 5.4.1 se observé que hay un desplazamiento de las senales, por lo que el
potencial redox depende directamente del pH. Para conocer el tipo de dependencia,
los electrodos GC-MWCNT son modificados mediante inmersion en una solucion
0.3mM de 3,5-DNBF y 0.048mM de CM4, ambas en acetonitrilo, para estudiar el
potencial de reduccion grupos nitro presentes en las moléculas mediante VPD. Se
utiliza como medio acuoso buffer B-R con rango de pH utilizado de 1.8 a 11.7, con

un aumento gradual de aproximadamente 2 unidades de pH.

Los resultados se muestran en la figura 13 para 3,5-DNBF y en la figura 14 para

CM4.
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precursor GC-MWCNT-35DNBF B. Regresion lineal para los potenciales de pico de reduccion para
el precursor 3,5-DNBF.
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En la figura 13 A. se observan las senales de reduccién de 3,5-DNBF a 7 pH
distintos mediante VPD. ElI compuesto 3,5-DNBF presenta un comportamiento
similar en el desplazamiento de las sefales de reduccion a medida que el pH

aumenta.

En la figura 13. B. se muestra una recta Ep vs pH realizada desde pH 1.8 a 9.8,
excluyendo el ultimo punto a pH ~12 en la ecuacion de la recta. El quiebre en la
grafica indica que a pH ~10 se produce un cambio en el mecanismo de la reduccion

de los grupos nitro presentes.

El ajuste lineal obtenido para ambos picos de reduccion de figura 13 A, permite
obtener el potencial de reduccion de los grupos nitro. Segun la regresion lineal Ep,
(figura 13 B.), el potencial de pico | a pH 7 es de -0.310 V y en todo el rango de pH
mientras que para el pico 2, utilizando la regresion lineal Epy (figura 13 B.), se
obtiene un potencial de reduccién a pH 7 de -0.442V. La variacion obtenida desde
la pendiente es de 39.9mV/pH en promedio, desde pH ~2 a pH ~10. Esto significa
que la variacién de una unidad de pH involucra un cambio en el potencial de

reduccion de aproximadamente 40mV para el compuesto 3,5-DNBF.
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precursor CM4.
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En la figura 14 A Se observan los resultados obtenidos para CM4. Como se mostro
anteriormente, a medida que el pH aumenta, el potencial de reduccion para los
grupos nitro se desplaza hacia valores negativos de manera similar para el rango
de pH estudiado. A pH aproximadamente 11 (figura 14 A.), se observa un cambio
en el comportamiento de las sefales, lo que indica un claro cambio en el mecanismo

de reduccion.

Para determinar su dependencia con el pH, se obtuvo una regresion lineal Ep vs
pH, el cual se muestra en la figura 14. B. La regresion lineal se obtuvo con los pH
1.9a9.7, ya que a pH aproximadamente 11 se ve el cambio de pendiente que indica

un cambio en el mecanismo de reaccion desde pH 10.

Los potenciales de pico se pueden obtener de las ecuaciones Ep y Epi de la figura
14 B. Las sefnales | y Il a pH 7 son de —0.320V y —0.426V respectivamente, con una
variacion correspondiente a 48.0 mV/pH desde pH ~2 a pH ~10. Esto, al igual que
para 3,5-DNBF, involucra un cambio de 48 mV en el desplazamiento del potencial
con la variacion del pH. En la tabla IV se muestra un resumen de los datos

obtenidos.
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Tabla IV. Variables obtenidas mediante ajustes lineales para los precursores 3,5-

DNBF y CM4.
parametro 3,5-DNBF / V CM4/V
Ep/V -0.310 —0.320
Epn/ V -0.422 —0.426
Pendiente /mVpH"' 39.9 48.0

Como la electrocatalisis de NADH se debe realizar a pH neutros®®, pH muy acido o
basico no son adecuados, por lo que los resultados obtenidos para pH

aproximadamente 11 no influyen futuros experimentos.

5.5. Influencia de la velocidad de barrido para los electrodos GC-MWCNT-Med.

Con el fin de calcular la constante de transferencia heterogénea (kn) para 3,5-DNBF
y CM4 se estudi6 la dependencia de la velocidad de barrido desde 0.05 a 2.5 V/s
para ambos compuestos mediante VC. Para ello, en una celda que contiene buffer
B-R 0.1M pH 7.00 se genero el par redox NO/NHOH para obtener los mediadores

3,5-DNBF(I), CM4(l) Y CM4(lI).

Los resultados experimentales permiten obtener mediante el método de Laviron®®
los valores de coeficiente de transferencia anddico aa y catédico oc los cuales
indican el grado del cambio energético de las especies involucradas en el proceso
redox. En las figuras 15, 16 y 17 se muestran los voltamogramas ciclicos obtenidos
a diferentes velocidades de barrido para 3,5-DNBF y CM4, ademas del grafico Ep

vs log(v).
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Figura 15. A. Voltamograma ciclico a distintas velocidades de barrido para un electrodo GC-
MWCNT-35DNBF(l) B. Variacion del potencial de pico anddico y catddico en funcion del logaritmo
de la velocidad de barrido para un electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l).
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Figura 16. A. Voltamograma ciclico a distintas velocidades de barrido para un electrodo GC-
MWCNT-CM4(1) B. Variacion del potencial de pico anddico y catddico en funcion del logaritmo de la
velocidad de barrido para un electrodo GC-MWCNT-CM4(I).
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Figura 17. A. Voltamograma ciclico a distintas velocidades de barrido para un electrodo GC-
MWCNT-CM4(Il) B. Variacién del potencial de pico anddico y catddico en funcién del logaritmo de la
velocidad de barrido para un electrodo GC-MWCNT-CM4(II).

Segun el método de Laviron, para obtener kn y a con el minimo de error, debe
cumplir con la condicion de AEp> 200/n, donde n corresponde al numero de
electrones involucrados en el proceso redox. Para el caso de 3,5-DNBF(l) los
electrones involucrados son dos (ecuacion 1y 2), por lo que los datos utilizados

para obtener el ajuste lineal corresponden a AEp> 100mV.

Para CM4, se obtiene lo siguiente:

e Para CM4(l), el cual corresponde a la generacién de un par NHOH/NO, los
electrones involucrados son 2, por lo que los datos utilizados para el ajuste
lineal son AEp> 100mV.

e Para CMA4(ll), se general dos pares NHOH/NO, por lo tanto, 4 electrones

estan involucrados y los datos a utilizar corresponden a AEp>50mV
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Se muestra en las Figuras 15 B, 16 B y 17 B dos regresiones lineales para cada
grafico, donde corresponde al logaritmo de velocidad de barrido en V/s. A partir del
valor de las pendientes de los ajustes lineales, se pueden obtener los valores de

coeficiente de transferencia anodico aa y catodico ac segun la ecuacion 4 y 5:

a, = ﬂ -1 (4)
nFm,
. 2.3RT )
nFm,
Donde:

e R : Constante de los gases; 8.314 J/molK
o T : Temperatura en grados K; 298K
e n : n° de electrones transferidos;
e F : Constante de Faraday; 96599 C/mol
e My : Pendiente ajuste lineal para Epa vs log(v)
e mc : Pendiente ajuste lineal para Epc vs log(v)

Los valores de a y las pendientes obtenidas se muestran en la tabla V.
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Tabla V. Resultados de la pendiente de las regresiones lineales y o catddicas y a

anddicas.
Compuesto Pendiente Ola Pendiente Olc
anddical/V catodica/V
3,5-DNBF 0.135 0.78 -0.136 0.22
CM4(1) 0.127 0.768 -0.123 0.240
CM4(11) 0.094 0.893 -0.090 0.165

Los valores de aa para 3,5-DNBF(I), CM4(l) y CM4(ll) son cercanos a 1, lo que indica

qgue en la oxidaciéon de la hidroxilamina, el intermediario de los nitrocompuestos es

mas parecido a su forma nitroso, mientras que los valores de oindica que el estado

de transicion de la reduccién del grupo nitroso a hidroxilamina se parece mas a los

reactantes, es decir, a la forma nitroso*°.

El valor de la constante de transferencia heterogénea ki se calcula a través de las

siguientes ecuaciones:

k.=

RT

a.nkFv,
RT

_ (1—-ay)nFv, .

(7)

Las constantes heterogéneas calculadas para estos compuestos se muestran en la

tabla VI:
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Tabla VI. Resultados obtenidos mediante el método de Laviron para el calculo de v

y kypa 25°C.
Compuesto | y_(mV/S) | v,(mV/S) | kals™ ke/s™! kn/s™
3,5-DNBF(I) 81.01 83.60 1.39 1.41 1.40
CM4(I) 171.00 160.00 3.08 2.99 3.04
CM4(ll) 54.00 54.00 0.90 1.38 1.14

El valor de kn define la velocidad de transferencia de electrones por parte del

compuesto. Para el caso de 3,5-DNBF(I) se obtiene una ki de 1.40 seg™!, mientras

que para CM4(l) es de 3.04 seg™' y de 1.14 seg™' para CM4(ll).Al ser mayor kn para

CM4(1), presenta una ventaja por sobre 3,5-DNBF(1) y CM4(ll), ya que a mayor Kk,

mas rapida la transferencia electronica. En el caso de CM4, a pesar de que ambos

pares redox NHOH/NO se encuentra en la misma zona de potencial, se obtiene un

valor de kn menor para el caso de los dos grupos nitro reducidos. Esto puede

deberse a dos razones:

e La transferencia de electrones por parte del electrodo es el doble a que en el

caso de un grupo nitro reducido, a pesar de que el par redox NHOH/NO

aparece en el mismo potencial y la transferencia electrénica ocurre a la

misma energia.

e El compuesto CM4(l) es mucho mas insoluble que CM4(ll) por lo que tiende

a retenerse mas en la red de nanotubos.

En orden de mayor a menor kn, se obtiene que kncmaq) >kn3 5-pnsrF()>Knhemaq).
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5.6. Efecto del tiempo de reposos en los electrodos modificados con

nitrocompuesto.

Para considerar un electrodo como sensor electroquimico, es importante saber la
disminucién de la intensidad de la corriente durante el tiempo de reposo, ya que el
electrodo queda sumergido en la solucidn sin recibir perturbaciones electroquimicas
y esto se vera reflejado en la electrocatalisis, debido a que parte del mediador se

movera mediante difusion al seno de la solucion.

Con el fin de determinar el tiempo de trabajo y para un electrodo GC-MWCNT-Med,
se llevo a cabo un experimento mediante VC, aislando el par redox NHOH/NO, para
generar los mediadores 3,5-DNBF(I) (figura 18), CM4(l) (figura 19) y CMA4(ll) (figura
20) en una celda con buffer B-R 0.1M pH 7.00. Para ello, con un so6lo electrodo, se
hicieron 37 voltamogramas ciclicos con un tiempo de reposo de 5 minutos tras cada
medicion, y una velocidad de barrido de 0.1 V/s. Se considera la medida numero
uno la realizada a t = 0 segundos. A continuacion, se muestran los voltamogramas

ciclicos obtenidos:
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Figura 18. A. Voltamograma ciclico para la variacion de la intensidad de corriente con respecto al
tiempo para un electrodo GC-MWCNT-3,5DNBF(l) B. Relacion entre el tiempo y la corriente de
oxidacion y reduccion para un electrodo GC-MWCNT-35DNBF(]).
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Figura 19. A. Voltamograma ciclico para la variacioén de la intensidad de corriente con respecto al
tiempo para un electrodo GC-MWCNT-CM4(I) B. Relacion entre el tiempo y la corriente de oxidacion
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Figura 20. A. Voltamograma ciclico para la variacion de la intensidad de corriente con respecto al
tiempo un electrodo GC-MWCNT-CM4(II) B. Relacion entre el tiempo y la corriente de oxidacion y
reduccion para un electrodo GC-MWCNT-CM4(II).

42



La disminucion de la respuesta de la corriente de pico en funcién del tiempo de
reposo para par redox en las dos moléculas es lineal con un cambio bajo en la
pendiente. Graficando la intensidad de corriente de pico catddica y anddica, se
puede obtener una relacion entre la intensidad de corriente de pico y el tiempo de

reposo tras cada medicion para ambos nitrocompuestos en estudio.

Para 3,5-DNBF(l), el promedio de las pendientes de las curvas de oxidacion y
reduccion indica que la tasa de disminucion de intensidad de corriente de pico para
el par redox es 0.25 pAmin'. Este indica que transcurrido un minuto la disminucion
de la intensidad de la sefial, la cual se relaciona directamente con la cantidad de
compuesto encapsulada en la red de nanotubos, es del orden de los 0.25 pA.
Considerando los ajustes lineales, se espera que para t = 878 min, la intensidad de
corriente del par redox sea ~0 PA, por lo que el compuesto se mantiene retenido

aproximadamente 15 horas.

Para el caso de CM4(l) (figura 19B), la tasa de disminucién del par redox es 0.095
pnAmin'. Al cabo de un minuto, la disminucion de la corriente de respuesta del par
redox es de 0.09 uA para CM4(l). Para el t = 790 min, la corriente de respuesta se

habra reducido a ~0 pA.

Para CM4(ll) (figura 20B), la disminucidn de la corriente de respuesta para el par

redox es de 0.245pA por minuto y para t =721 min, la corriente de pico del par redox

se reduce a ~0 YA
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En la tabla VIlI se muestran los valores obtenidos.

Tabla VII. Tasas de disminucion de corriente y tiempos permanencia para los
electrodos GC-MWCNT con mediador encapsulado, sumergidos en buffer B-R 0.1M

pH 7.00.

Tasa de disminucion Tiempo de
Mediador de la corriente del par permanencia en el
redox /uAmin-' electrodo /h
3,5-DNBF(I) 0.25 15
CM4(I) 0.09 13
CM4(Il) 0.245 12

En orden de permanencia en el electrodo,3,5-DNBF>CM4(1)>CM4(ll), ya que
CM4(l11) es la especie que presenta mayor solubilidad producto de los dos grupos
NHOH lo que vuelve a la molécula mas polar. 3,5-DNBF(I) presenta el mayor tiempo
de permanencia, debido a la extension alifatica de la molécula que interacciona con

la red de nanotubos y la presencia de un solo grupo redox NHOH/NO.

5.7. Caracterizacion de NADH en electrodos GC-MWCNT.

Con el objetivo de obtener la caracterizacion de NADH mediante voltametria ciclica,

se utilizé un electrodo GC-MWCNT con un tiempo de acumulacion de 60 segundos

en una solucién 3mM de NADH en buffer B-R pH 7.00. Los resultados se muestran

en la Figura 21.
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Figura 21. Caracterizacion mediante voltametria ciclica de NADH 3mM en buffer B-R (pH=7.00, Eo=
0.0V, En=+0.6V, EL=-0.2V).

En la Figura 21 se muestra una sefal intensa e irreversible a +0.41V versus
Ag/AgCl, cuyo valor también es reportado en literatura*®. Este proceso

correspondiente a la oxidacion de NADH segun la siguiente ecuacion*':

NADH 5 NAD* +2e +H* (8)

En estudios anteriores se ha encontrado que el valor de potencial de oxidacién para
NADH en electrodos de carbono vitreo es de 0.62V4'. La reduccién del
sobrepotencial observada en la figura 21 es debido a que los nanotubos de carbono
presentan un efecto de difusién de capa fina, mientras que en los electrodos

tradicionales (GC), se produce una difusién semi infinita 42 43.
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En un segundo barrido anddico se observa la misma sefial irreversible de oxidacion
de NADH a menor intensidad, producto de la acumulacién de NAD* en la superficie

del electrodo, lo que no permite la difusion de NADH desde el seno de la solucion.

5.8. Electrocatalisis de NADH sobre electrodos GC-MWCNT-Med.

A partir de los mediadores encapsulados en electrodos GC-MWCNT en su forma
NHOH/NO, se espera que el mediador reaccione electroquimicamente con NADH y
reduzca los sobrepotenciales de oxidacion. Siguiendo la metodologia explicada en
4.4.4 se encapsularon los compuestos 3,5-DNBF y CM4 en electrodos GC-MWCNT
y se genero¢ los pares redox NHOH/NO para obtener los mediadores 3,5-DNBF(l) y
CMA4(ll). Todos los mediadores fueron generados electroquimicamente a partir de
su respectivo precursor RNO2 en una celda que contienen solamente buffer B-R
0.1M pH 7.00. Posteriormente, el electrodo GC-MWCNT-Med se sumerge con un
tiempo de acumulacién de 60 segundos en una celda con NADH 3mM en buffer B-
R 0.1M pH 7.00. En la figura 22 se muestran los voltamogramas ciclicos obtenidos

para ambos compuestos.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos de la electrocatalisis de NADH sobre A. Un electrodo GC-
MWCNT con mediador 3,5-DNBF(I) encapsulado B. Un electrodo GC-MWCNT con mediador CM4(1l)
encapsulado. Linea roja continua es electrocatélisis de NADH con su respectivo mediador y linea
punteada negra es mediador sin presencia de NADH (Buffer B-R, pH 7.00 Eo = -0.2V, E= -0.2V

En=+0.6V).

En la figura 22 se observa el voltamograma ciclico de un proceso electrocatalitico

sobre un electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l) (figura 22 A) y un electrodo GC-

MWCNT-CMA4(II) (figura 22 B).
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En ambos graficos de la figura 22 se observa una sefial de oxidacion a potenciales
cercanos a cero, correspondientes a la oxidacion electrocatalitica de NADH (senal |
figura 22 A y B) y otra sefial reversible, correspondiente al par redox del mediador
encapsulado (sefal I/l para CM4(l) y para 3,5-DNBF figura 22 Ay B). A
potenciales mas positivos se encuentra la sefial de NADH no electrocatalizado
presente en la superficie del electrodo mas el NADH proveniente del seno de la
solucion (senal Il figura 22 A y B). Bajo las condiciones de estudio, el mediador no
es capaz de electrocatalizar todo el NADH presente en el electrodo, razén por la
cual aparece la sefial Il en los voltamogramas de la figura 22. Por otro lado, se
puede sefialar que en el segundo barrido de oxidacion, el cual no presenta tiempo
de acumulacion, la sefial |l desaparece, ya que todo el NADH presente en la

superficie del electrodo pudo ser electrocatalizado.

El desplazamiento de la seial irreversible (Sefal Il figura 22 A y B) de oxidacion de
NADH a potenciales cercanos a 0 V demuestra que ambos nitrocompuestos
encapsulados en electrodos GC-MWCNT poseen actividad como mediador
electrocatalitico para NADH bajo las condiciones de estudio. La sefal | de la figura
22 Ay B presenta mayor intensidad que la sefal Il debido a la superposicion de las
sefiales del par redox de los mediadores (sefal IV figura 22 A y B) mas la sefial

electrocatalitica de NADH que se oxida a ese mismo potencial.

La corriente de electrocatalisis se ha definido en esta memoria como la diferencia
entre la sefal | y lll del mediador en ausencia de NADH. Es posible expresar el %

de corriente electrocatalitica dada la siguiente ecuacion:
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Ylecar = 100 — -
L(NHOH /NO+NADHq4¢)

Doénde:

0/ +
d /Olecat

® INHOH/NO

® U(NHOH/NO+NADH.qt)

ingow/no * 100

)

: % de corriente de pico correspondiente
de NADH catalizado.
Corriente de pico de la oxidacién
NHOH/NO sin presencia de NADH.
Corriente de pico NADH
electrocatalizado mas oxidacion

NHOH/NO.

A continuacion, se presenta la obtencidn grafica de los valores anteriormente

descritos:

NHOH/NO

Mediador
1

*— -50

-100

Mediador sin NADH

-200

-100

0 100
/ mV
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Figura 23. Obtencion grafica de inHorno Y inHoHNo + NADH. AL Linea negra corresponde al mediador en
ausencia de NADH y B. Linea roja corresponde a la electrocatalisis de NADH en presencia del
mediador.

En la preparacién de los electrodos modificados con MWCNT, la cantidad de
nanotubos agregados a cada electrodo GC, genera un mayor coeficiente de
variacion inter — electrodo (el coeficiente de variacion tipico obtenido para estos
electrodos es de un 10%), provocando variacion en la medida con cada electrodo.
Producto de esto, la iecat varia en funcién de la cantidad de nanotubos de carbono,
ya que, a mayor cantidad de nanotubos depositados sobre el electrodo de carbono
vitreo, mas mediador encapsulado se encuentra presente en la red tridimensional.
La ventaja de obtener el % de corriente electrocatalitica, es que el resultado es
expresado como una fraccion porcentual de la suma entre las corrientes | y IV, es
decir la suma de la corriente de oxidacion del derivado hidroxilamina del mediador
y la corriente electrocatalitica, lo que resulta en normalizar el valor de la corriente

electrocatalitica.
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En la figura 24 se muestra un esquema general electroquimico para este tipo de

analisis:
| —— NADH sin electrocatalizar
3004 1 Barrido —— Electrocatalisis
—————— Med sin presencia de NADH
200 — §
2% Barrido
<_£L ,,,,,,,,,
100 +
0 i
-100 |
,,,,,,,,,, T~ Med
”I par redox
-200 T T T T T T T T T
-200 0 200 400 600
E / mV

Figura 24. Superposicion de voltamogramas ciclicos de mediador sin NADH (linea punteada azul),
NADH sin mediador (linea punteada negra) con NADH electrocatalizado sobre un electrodo GC-
MWCNT-Med (linea solida roja).

La linea punteada muestra la caracterizacién electroquimica de NADH mientras que
la linea solida muestra la caracterizacidon de la senal de electrocatalisis con

mediadores del tipo nitrocompuestos. Es posible observar:

1) La suma de las corrientes de oxidacion del derivado hidroxilamina y la de

electrocatalisis de NADH (Linea continua roja sefal | figura 24).
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2) La sefial de NADH no electrocatalizado (Linea roja continua senal |l figura
24).

3) Un par redox reversible correspondiente a la generacion de los derivados
NHOH/NO del mediador encapsulado en presencia de NADH (Linea roja

continua, senales Il y III’ de la figura 24).

El proceso electrocatalitico ocurrido en el electrodo puede explicarse segun el

siguiente esquema?®:

« : ; Y

, B NADH
Mediadorreq NADH m——
NADH
° NADH
NAD* NAD*
Mediadorox NAD* NADH

NAD*
\ GC-MWCNT NADH /

Zona de reaccion Solucion

Figura 25: Esquema de electrocatalisis de NADH A. Oxidacién del mediador. B. Reduccion del
mediador y oxidacion de NADH. C. Interfase seno de la soluciéon/zona de reaccion.

En la figura 25 se muestra un proceso con tres etapas diferentes:

A) El mediador encapsulado en la red tridimensional de los nanotubos se oxida

segun la siguiente ecuacion:

Medres-—Medox + ne” (10)
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B) Moléculas de NADH provenientes del seno de la solucion se oxidan,
produciendo la especie NAD", segun la ecuacion 8.
C) Las moléculas de NAD* se van acumulando en la interfase, ya que la

electrocatalisis se produce en un sistema sin agitacion.

Dado el esquema anterior, se espera que las sefales electrocataliticas disminuyan
con respecto al tiempo, debido al desplazamiento de las moléculas de mediador por

NAD?* en la superficie del electrodo.

Queda demostrado que ambos nitrocompuestos estudiados son mediadores

electroquimicos en la electrocatalisis de NADH.

5.9. Determinaciéon del tiempo de interaccion optimo del electrodo GC-

MWCNT-Med con NADH.

Dependiendo del tiempo de interaccion del electrodo modificado con la solucion de
NADH, la concentracién de NADH en la red de nanotubos puede variar, por lo que
es necesario conocer la influencia del tiempo de interaccidén en la intensidad de
corriente. Con el fin de determinar el tiempo 6ptimo de interaccién del electrodo GC-
MWCNT-Med con una solucién 3mM de NADH, se utilizé voltametria ciclica para
obtener las corrientes de pico electrocataliticas y no electrocataliticas. Para ello, se
aislé en una celda con buffer B-R pH 7.00 el par redox NO/NHOH de los grupos

nitro de los mediadores encapsulados en un electrodo GC-MWCNT para generar
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los mediadores 3,5-DNBF(1), CM4(l) y CM4(ll) y sin tiempo de acumulacion previo
de NADH, los electrodos se sumergieron durante 10, 30, 45, 55, 60, 65 y 70
segundos en una solucion NADH 3mM en buffer B-R pH 7.00. Para cada tiempo el
experimento fue hecho en triplicado y el electrodo fue descartado tras cada
medicion. Los resultados se muestran en la figura 26 para 3,5-DNBF(l), figura 27

para CM4(l) y figura 28 para CM4(Il)
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Figura 26. A. Voltamogramas ciclicos de la electrocatalisis de NADH a diferentes tiempos de
interaccion del electrodo GC-MWCNT con mediador 3,5-DNBF(l) encapsulado B. %iecat con respecto
al tiempo de interaccién del electrodo GC-MWCNT-35DNBF(I) con NADH 3mM (Eo= -0.2 V, En=
+0.6V, EL=-0.2V).

En la figura 26 A, se observa los voltamogramas obtenidos a diferentes tiempos de
interaccion con la solucion de NADH. En la figura 26 B se expresa el %iecat CON
respecto al tiempo. La sefal de NADH electrocatalizado (NADHecat) aumenta
levemente con el aumento del tiempo de interaccion del electrodo GC-MWCNT-3,5-
DNBF. En todo el rango estudiado de tiempo, los aumentos de la intensidad de
corriente de NADHecat N0 son significativos, por lo que se puede considerar que
aproximadamente 1 minuto de interaccion del electrodo con la solucién de NADH 3
mM es suficiente para obtener intensidades de corriente constantes, el cual
corresponde a aproximadamente 65% de iecat y para obtener un error menor de
variacion de la corriente electrocatalitica producto del tiempo de inmersion. Se elige

t = 55 segundos para que sea similar al tiempo de inmersion de CM4(ll).
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Figura 27. A. Voltamogramas ciclicos de la electrocatalisis de NADH a diferentes tiempos de
interaccion del electrodo GC-MWCNT con mediador CM4(l) encapsulado B. %iecat con respecto al
tiempo de interaccion del electrodo GC-MWCNT-CM4(I) con NADH 3mM (Eo= -0.2 V, Ex= +0.6V,
EL=-0.2V.
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Figura 28. A. Voltamogramas ciclicos de la electrocatalisis de NADH a diferentes tiempos de
interaccion del electrodo GC-MWCNT con mediador CM4(1l) encapsulado B. %iecat con respecto al
tiempo de interaccion del electrodo GC-MWCNT-CM4(II) con NADH 3mM (Eo= -0.2 V, Ex= +0.6V,
EL=-0.2V).
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En la figura 27 Ay 28 B, se muestran los voltamogramas para CM4(l) y CM4(Il)
respectivamente a diferentes tiempos de acumulacion con NADH 3 mM, en donde
los primeros 30 segundos no se puede afirmar con seguridad de que existe
electrocatalisis. Para el caso de CM4(l) y CM4(ll), la intensidad de iecat aumenta
gradualmente. El plateau electrocatalitico para CM4(l) se obtiene a los 55 segundos
con un 17 % de iecat y para CM4(ll) a los 60 segundos con un 23% de iecat, 0 que

indica que son tiempos 6ptimos de interaccién.

También es posible senalar que la aparicion de NADH no electrocatalizado en el
caso de 3,5-DNBF(I) (figura 26 A) y CM4(l) (figura 27 A) se observd en todos los
tiempos estudiados, lo que indica que el nitrocompuesto encapsulado en la red de
nanotubos no electrocataliza todo el NADH que logra moverse mediante difusion
desde el seno de la solucidén hasta la superficie del electrodo, por lo que podria
considerarse que la concentracion de NADH es alta para el mediador encapsulado.
Para el caso de CM4(ll) (figura 28 A), a partir de los 45 segundos de interaccion, se
observa la aparicion de la sefial de NADH no electrocatalizado, por lo que a tiempos
menores a lo indicado, el mediador es capaz de electrocatalizar todo el NADH de la
superficie del electrodo antes de la reposicion de NADH desde el seno de la

solucion.

Segun los % de corriente electrocatalitica respecto al tiempo de interaccion, los tres
mediadores presentan tiempos similares de interaccion. 3,5-DNBF(l) presenta %

iecat Mayor con un 65%, mientras que CM4(1) es el mediador con % iecat menor.
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En la tabla VIl se muestran los resultados obtenidos.

Tabla VIII. Tiempo de interaccion optimo del electrodo GC-MWCNT-Med en una

solucion de NADH 3mM pH 7.00 en buffer B-R y %iecat Obtenido a ese tiempo de

interaccion.
3,5-DNBF(l) CM4(l) CM4(11)
Tiempo 6ptimo de 55 45 55
interaccion (s)
% iecat 65 17 23

5.10. Variacioén del pH en el experimento de electrocatalisis.

La reaccién de oxidaciéon de NADH (ecuacién 12) es pH dependiente producto del
equivalente entregado en la transferencia electrénica, es por ello que el pH del

medio influye directamente en la electrocatalisis.

Para determinar el rango de pH donde ocurre electrocatalisis, se lleva a cabo
mediante voltametria ciclica barridos a pH entre 4 y 8 con una unidad de pH de
incremento en ambas celdas de trabajo. Para ello se utiliz6 un electrodo GC-
MWCNT-Med, aislando previamente en una celda con buffer B-R, el par redox
NO/NHOH con el fin de generar los mediadores 3,5-DNBF(I), CM4(l) y CM4(ll).
Posteriormente se sumerge el electrodo en una solucion 3mM de NADH en buffer
B-R. Para el caso de 3,5-DNBF(l) se utilizan 55 segundos de tiempo de

acumulacion, para CM4(l) se utilizan 45 segundos y para CM4(Il) 55 segundos.
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En la figura 29 se muestran los resultados para 3,5-DNBF(l), en la figura 30 para

CM4(1) y en la figura 31 para CM4(ll).
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos obtenidos a diferentes pH para la electrocatalisis realizada con
un electrodo GC-MWCNT con mediador encapsulado 3,5DNBF(l) sobre NADH 3mM en buffer B-R
0.1M (Eo= -0.2 V, En= +0.6V, EL= -0.2V).

60



-200 0 200 400 600

L pH=7
46 + —
0 .
-46 |- 1 . 1 . 1 1 . 1]
R pH=6 ]
0 F — .

o s4r pH=5 7
27 o i
o /_
27 F _
68 E 1 1 " 1 1 " l_
34 N pH=4 |
ol ]
-34 | N CM4(I) A

1 " 1 " 1 1 1
-200 0 200 400 600

E / mV

Figura 30. Voltamogramas ciclicos obtenidos a diferentes pH para la electrocatalisis realizada con
un electrodo GC-MWCNT con mediador encapsulado CM4(l) sobre NADH 3mM en buffer B-R 0.1M
(Eo=-0.2 V, En=+0.6V, EL=-0.2V).
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Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtenidos a diferentes pH para la electrocatalisis realizada con
un electrodo GC-MWCNT con mediador encapsulado CM4(1l) sobre NADH 3mM en buffer B-R
0.1M (Eo= -0.2 V, En= +0.6V, EL= -0.2V).

En las figuras 29, 30 y 31 se observa que para todo el rango de pH estudiado, se
obtiene electrocatalisis de NADH. A pH &acidos, las sefales electrocataliticas se

desplazan a potenciales mas positivos por la presencia de una mayor concentracion
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de H* en el seno de la solucion, mientras que a pH basicos, las sefales de NADH
electrocatalizado y de NADH sin electrocatalizar se separan. Esto es debido a que
la sefal de los pares redox NO/NHOH se desplaza a potenciales cercanos a cero a
medida que aumenta el pH y por ende, la sefial de NADH electrocatalizado también

se desplaza.

5.11. Rango de pH de electrocatalisis.

El interés en la obtencion de un biosensor es que pueda ser utilizado a pH neutros
o cercanamente neutros. NADH es una molécula involucrada en diferentes
procesos bioldgicos por lo que el pH de electrocatalisis 6ptimo debiese ser cercano

a 7.00.

Con el fin de obtener el pH 6ptimo de electrocatalisis, se lleva a cabo mediante
voltametria ciclica barridos de pH 6 a 8 con un incremento aproximado de 0.2
unidades de pH para ambas celdas utilizadas. Se usaron electrodos GC-MWCNT-
Med, donde se aislo el par redox previamente en una celda que solo contiene buffer
B-R, para generar las especies 3,5-DNBF, CM4(l) y CM4(ll). A continuacion, el
electrodo se sumergio a una celda con NADH 3mM preparado en buffer B-R. Para
el caso de 3,5-DNBF se utilizan 55 s de inmersién, para CM4(l) se utilizan 45 s y

para CM4(Il) 55 s.

Los resultados son mostrados en la figura 32 A para 3,5-DNBF(l), 32 B para

CM4(1) y 32 C para CM4(II).
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Figura 32. Graficos %iecat VS pH para la electrocatalisis de NADH 3mM preparado en buffer B-R con
un electrodo GC-MWCNT con mediador encapsulado donde A. 3,5-DNBF(1). B. CM4(l). C. CM4(II).
(Eo=-0.2 V, En=+0.6V, EL=-0.2V).

En la figura 32, se observa que para todos los casos, el mayor %iecat S€ Obtiene a

pH 6.00, debido a la mayor presencia de H* en la celda de NADH 3mM.

Para el caso de 3,5-DNBF (figura 32 A), la %iecat S& mantiene relativamente
constaste desde pH 6.20 a pH 7.25, lo que indica que no hay un aumento
significativo en el %iecat €n valores cercanos a pH 7.00, por lo que de pH 6.20 a pH

7.25 es un rango de pH adecuado de trabajo. En el caso de CM4(l) (figura 32 B) y
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CMA4(Il) (figura 32 C), el pH en la electrocatalisis de NADH es mucho mas influyente
que en el caso de 3,5-DNBF. El rango de pH 6ptimo para experimentos posteriores
de pH 7.00 a 8.00 para CM4(l). Para CM4(ll) se observa una variacién desde pH
6.00 a 7.25 y se observa que hay una zona relativamente lineal desde pH 7.50 a
8.00. A pesar del resultado obtenido, se elige pH de electrocatalisis de 7, ya que

ese pH es el mas adecuado para electrocatalizar moléculas biologicas.

Debido a la similitud del rango de pH para los tres mediadores estudiados, se elige

pH 7 de electrocatalisis para los experimentos posteriores.

En la tabla IX se muestra un resumen de los valores obtenidos.

Tabla IX. pH adecuado para electrocatalisis para los mediadores 3,5-DNBF, CM4(l)

y CMa4(l).
3,5-DNBF cM4(1) CMA4(II)
elerz;lrg(r:):tg]?sis 6.20a7.25 7.00a7.55 7.252a8.00

5.12. Variacion de concentracion de NADH/Med.

La cantidad de mediador encapsulado en los nanotubos de carbono es determinante
de la electrocatalisis de NADH, ya que a mayor cantidad de mediador, mas NADH

puede ser electrocatalizado.
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En el caso de los mediadores estudiados se tienen dos situaciones diferentes:

e Para 3,5-DNBF 0.3mM, el electrodo se encuentra saturado de mediador, por
lo que indica que la difusién desde la solucion modificante hasta la superficie
del electrodo es rapida. Debido a la alta solubilidad del compuesto en

acetonitrilo, es posible modificar la concentracion de la solucion.

e Para CM4 0.048 mM, el electrodo no se encuentra saturado de mediador,
producto de la baja concentracion de la solucién modificante. En el caso de
CM4, no es posible modificar la concentracion de la solucion modificante,
debido a la baja solubilidad en acetonitrilo. En metanol, etanol y dimetil

sulféoxido no se observa disolucion.

Dada las razones anteriores, se realizaron dos experimentos distintos para cada

situacion.

5.12.1. Concentracion minima de 3,5-DNBF.

Con el fin de determinar la concentracion minima de mediador para la
electrocatalisis de NADH, se prepararon soluciones de 3,5-DNBF en acetonitrilo de
0.3, 0.8, 1.0 y 1.2 mM, en donde se sumergieron electrodos GC-MWCNT vy se aislo

el par redox NO/NHOH en una celda que contiene solo buffer B-R 0.1mM pH 7.00.
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A continuacion, se sumergid6 el electrodo en una solucién de NADH 3mM en buffer
B-R pH 7.00 con un tiempo de acumulacién de 55 segundos. Los resultados son

mostrados en la figura 33.

-200 0 200 400 600
500 FT T T T T T T T T

- [3,5-DNBF]= 1.2mM 1
250 | -

0 —

-250 |- -
[ 1 . 1 . 1 . 1 . 1]
400 i [3,5-DNBF]= 1.0mM |
200 - -

pA

0k — |

-200 |- -
[ . 1 . 1 . 1 . L]
480 F -

3 [3,5-DNBF]= 0.8mM -
240 -

240 | -

240 _ P 1% barrido

[3,5-DNBF]= 0.3mM |

120 | 2% barrido

-120 |- -

Figura 33. Voltamogramas ciclicos obtenidos para un electrodo GC-MWCN-3,5-DNBF (1), modificado
con soluciones de diferentes concentraciones de precursor 3,5-DNBF sobre NADH 3mM en buffer
B-R pH 7.00 (Eo=-0.2 V, Ex= +0.6V, EL= -0.2V).

En la figura 33 se observa que a medida que aumenta la concentracion de la
solucion modificante de 3,5-DNBF, la intensidad de la sefial de NADH sin
electrocatalizar disminuye hasta finalmente desaparecer cuando el electrodo GC-

MWCNT-35DNBF es modificado con una solucién 1.2mM, sin embargo, el ancho
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de las sefales de electrocatalisis aumenta dejando de ser gaussianas, lo que indica

que la concentracion del mediador es muy alta.

Para ajustar la concentracion de mediador, se calculéo la razdon entre la
concentracion de NADH en la celda y la concentracion de 3,5-DNBF en la solucion
modificadora, obteniéndose que la concentracion de NADH debe ser 2.5 veces
mayor que la de 3,5-DNBF. Para comprobar esto, se modifico un electrodo GC-
MWOCNT con una solucion 0.3mM de 3,5-DNBF en acetonitrilo y posteriormente se
colocd en una celda con NADH 0.75mM, bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente (figura 34).
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Figura 34. Voltamograma ciclico obtenido para la electrocatalisis realizada con un electrodo con
mediador GC-MWCNT-35DNBF(l), modificado con una soluciéon 0.3mM de 3,5-DNBF en acetonitrilo
sobre NADH 0.75mM en buffer B-R pH=7.00 (Eo= -0.2 V, Ex= +0.6V, EL=-0.2V).
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En la figura 34 se observa la ausencia de la sefial de NADH sin electrocatalizar, lo
qgue indica que el mediador encapsulado es capaz de electrocatalizar todo el NADH
proveniente de la solucion y que el tiempo transcurrido después de la oxidacion no
es suficiente para que migre NADH desde la solucién. Lo anterior comprueba que

la razén NADH/3,5-DNBF es de 5/2 para obtener electrocatalisis completa.

5.12.2. Concentracion minima de NADH para ser electrocatalizado por CM4.

Debido a la baja solubilidad de CM4 en acetonitrilo (0.02 mg/mL), es dificil modificar
la concentracién del precursor para determinar la concentracion adecuada de CM4
que electrocataliza todo el NADH en la superficie del electrodo, sin embargo, se

puede modificar la concentracion de NADH para encontrar la razon NADH/Med.

Para determinar la concentracion minima de NADH para llevar a cabo
electrocatalisis completa en la superficie del electrodo, se prepararon diferentes
soluciones de NADH de concentracion 0.1, 0.3, 0.4, 0.5, y 3 mM en buffer B-R pH
7.00. Se modifico un electrodo GC-MWCNT con una solucion 0.048mM de CM4 en
acetonitrilo y se redujeron selectivamente los grupos nitro para obtener los
mediadores CM4(l) y CM4(ll) en una celda que contiene solo buffer B-R pH 7.00.
Posteriormente el electrodo es sumergido en las soluciones de NADH con un tiempo
de acumulacion de 45 segundos para CM4(l) y de 55 segundos para CM4(ll). Los

resultados se muestran en la figura 35 para CM4(l) y en la figura 36 para CM4(ll).

69



-200 0 200 400 600

T T
«— 1% barrido

CM4(l) ]

35 |- -
0 2% barrido .
35 |- x\ﬁ INADH]= 3 mM §
72 E ' ' ' ' ' ' ' =

Cof _

[NADH]= 0.5 mM 7|

— [ 1 . 1 . 1 . 1

B J-f

34 | -
I [NADH]= 0.3 mM |

52 1 N 1 N 1 N 1 N 1
26 - —_— -
0 _
-26 - [NADH]= 0.1mM |

52 L1 . 1 . 1 . 1 . 1
-200 0 200 400 600

E / mV

Figura 35. Voltamogramas ciclicos obtenidos para un electrodo con mediador GC-MWCN-CM4(1),
modificado sobre NADH a diferentes concentraciones en buffer B-R pH 7.00 (Eo=-0.2 V, Ex= +0.6V,
EL=-0.2V).

Para el caso de CM4(l), en la figura 35 se observa que a medida que disminuye la
concentracion de NADH, disminuye la intensidad de corriente de NADH sin
electrocatalizar, sin embargo, la sefial no desaparece al sumergir el electrodo en
una solucién de NADH 0.1mM. A partir de NADH 0.3mM no es posible determinar
si existe electrocatalisis debido a que la iecat N0 Se logra distinguir de la corriente de

oxidacion del derivado hidroxilamina, por lo que la concentracion de NADH en la
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solucion puede ser muy baja y el tiempo de migracion bajo esas condiciones no es

suficiente para cubrir la superficie del electrodo.
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos obtenidos para un electrodo con mediador GC-MWCN-CM4(11),
modificado sobre NADH a diferentes concentraciones en buffer B-R pH 7.00 (Eo=-0.2 V, En= +0.6V,
EL=-0.2V).

En la figura 36 se muestra la electrocatalisis para CM4(ll). Al igual que con CM4(l),

la disminucion de la concentracion de NADH también disminuye la intensidad de
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corriente de NADH no electrocatalizado. ANADH 0.3mM se observa la desaparicion
de la sefal de NADH sin electrocatalizar, por lo tanto es la concentracion 6ptima
para la electrocatalisis. Ademas, se distingue la corriente de NADH electrocatalizado
del par redox NO/NHOH. La concentracién de NADH presente en la superficie del
electrodo durante el tiempo de contacto debe ser 6.25 veces mayor que la
concentracion de la solucion modificante de CM4(ll), lo cual indica que CMA4(ll)
necesita mayor cantidad de NADH que 3,5-DNBF para poder observar

electrocatalisis.

5.13 Curva de calibracion.

La funcién de un biosensor es captar el cambio de la concentracion de algun
sustrato con el que se encuentre en contacto*’. La sensibilidad de un método es

importante para un biosensor, ya que de ello dependera su utilidad.

Para determinar un rango en donde los mediadores electrocataliticos presentan una
respuesta lineal, se llevo a cabo mediante la técnica de voltametria ciclica un estudio
de la iecat €n funcion de la variacion de concentracion de NADH. Para ello, se aisl6
el par redox de los mediadores en una celda con B-R 0.1M pH 7.00 y se generaron
las especies 3,5-DNBF(l) y CM4(ll), y se midieron en una celda con NADH en buffer
B-R 0.1M pH 7.00. Todas las medidas se hicieron con concentraciones que van
desde 0.1mM hasta 0.6mM de NADH para el mediador 3,5-DNBF(l), y con rango de

concentracion de 0.3mM hasta 1.4mM para CM4(ll). Cada medicién de la curva de
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calibracion fue hecha en triplicado. Los resultados se muestran en la figura 37 A

para 3,5-DNBF(I) y 37 B para CM4(ll).
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Figura 37. Curvas de calibracion obtenidas a diferentes concentraciones de NADH preparado en
buffer B-R para los mediadores encapsulados en un electrodo GC-MWCNT con mediador
encapsulado A. 3,5-DNBF(1) B. CM4(lI).

Las figuras anteriores muestran una buena linealidad para ambos casos. La
ecuacion 11 muestra la curva de calibracion de 3,5-DNBF y la ecuacion 12 para
CMA4(ll) donde se muestra la concentracion de NADH en funcion de %iecat, Cuyo

valor es calculado segun la ecuacién 9.

Yoigear = 9-19 + 70.46 - Ciyappy 72 = 0.999 (11)

Yoigeqr = 15.84 + 2938 Ciyapy; 72 = 0.999 (12)

Los limites de deteccion (ecuacion 13) y de cuantificacion (ecuacion 14) se

calculados de la siguiente manera:
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Limite deteccién = Sefal blanco + 3Sg  (13)

Limite de cuantificacion = Sefial blanco + 1055 (14)

Debido a la ausencia de blanco producto de la presencia del mediador en el
electrodo como parte del sistema, el cual da respuesta electroquimica producto de
la formacién del par redox, es necesario obtener la desviacién estandar del blanco
(Sg) a través de un método computacional. Usando Origin version 8 se puede

obtener Sg a través de la ecuacion 15 5, la cual se hace computacionalmente:

— x5 )2
% = S(/Ty)w {wi % bZ(z(iy\jziyfy Vi)nfev)} (15
Donde:

e n : Numero de datos utilizados.
e b : Pendiente en el origen de la recta ponderada.
*  Swyw : Desviacion estandar media ponderada.
® Yo : Valor experimental de y ponderado.
e Wo : Ponderaciones de yo.
e i .y ponderado.
o Wi : Ponderaciones de ;.
°* X, : Centro de gravedad ponderado de x.
° Y : Centro de gravedad ponderado de y.
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Para el caso de 3,5-DNBF, la sensibilidad de la curva es de 70.46 Y%iecat/CnapH. Se
obtuvo un limite de deteccion es de 22.3uM, lo que indica la concentracion mas baja
de NADH que el electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l) puede captar mientras que el
limite de cuantificacion es de 74.2 yM, cuyo valor es la concentracion mas baja

capaz de ser detectada y cuantificada por el electrodo.

Para CM4(ll) se obtiene una sensibilidad de 29.38 [Y%ieca’ [NADH], un limite de

deteccion de 45.3 uM y un limite de cuantificacion de 151.1 yM.

El electrodo GC-MWCNT-35DNBF(I) tiene los limites de deteccion y cuantificacion
mas bajos, lo que lo hace adecuado para experimentos con concentraciones bajas
de NADH, ademas, es mucho mas sensible a cambios de concentraciones

pequefios de NADH que el electrodo GC-MWCNT-CM4(Il).

El rango lineal obtenido para el electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l) comprende entre
los 0.1mMy 0.6mM de NADH, mientras que para GC-MWCNT-CM4(ll) es de 0.3mM
hasta 1.4mM de NADH. La diferencia se debe a que para CM4(ll) no se observa
electrocatalisis a concentraciones bajas de NADH, por lo que se hizo la curva de
calibracion con concentraciones altas de NADH. El intercepto para GC-MWCNT-
35DNBF(l) es de 9.19%iecat mientras que para GC-MWCNT-CM4(Il) es de
15.84%iecat. El coeficiente de correlacion indica una buena correlacion de los datos

para ambos electrodos (0.99 para ambos electrodos en estudio).
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Bajo los parametros discutidos anteriormente, el electrodo GC-MWCNT-35DNBF(I)
resulta mejor para estudiar NADH que GC-MWCNT-CM4(ll) con respecto a los

limites de deteccion, cuantificacidon y sensibilidad.

En la tabla X se muestran las técnicas, potenciales de electrocatalisis y limites de

deteccidn de otros biosensores para la oxidacién de NADH:

Tabla X. Técnica, potenciales de electrocatalisis y limites de deteccién para

diferentes electrodos.

Potencial de Limite de deteccién
Electrodo Técnica
electrocatalisis /V fuM
GC-CNF* Amperometria +0.32 (PBS pH 7.00) 11
GC-Grafeno*® Amperometria +0.5 (PBS pH 7.4) 20
GC-BGMC* Amperometria +0.046 (PBS pH 7.2) 1
GC-IL-Grafeno-
Amperometria +0.45 (PBS pH 7.4) 5
chitosan*®
CPE-NiONPs* Cronoamperometria +0.4 (PBS pH 7.4) 76
GC-PP-MWCNT>? Amperometria +0.6 (PBS pH 7.00) 12
GC-MWCNT-
Voltametria ciclica +0.083 (B-R pH 7.00) 22
35DNBF(l)
GC-MWCNT-CMA4(ll) | Voltametria ciclica +0.038 (B-R pH 7.00) 45

CNF carbon nanofiber, BGMC bicountinuous gyroidal mesoporous, IL ionic liquid. NiONPs NiO

nanoparticles, CPE carbon paste electrode, PP dyphenil alanine peptide, PBS buffer fosfato salino.

De acuerdo a la tabla X, otros electrodos tienen limites de deteccion mucho mas

bajos, sin embargo, los potenciales de electrocatalisis para los electrodos
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estudiados GC-MWCNT-Med son cercanos a 0V, por lo que requiere menos energia
para la oxidacion de NADH. El electrodo GC-MWCNT-CM4(ll) electrocataliza a
potenciales mas cercanos a 0 que el electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l), lo que
resulta en una ventaja. Otra diferencia importante es el tiempo preparacion de los
electrodos, ya que requiere tiempos cortos de modificacion y encapsulamiento del
precursor en la red de nanotubos de carbono; la preparacién de los electrodos por

el método de dipping tiene dos ventajas importantes:

e Se pueden encapsular moléculas insolubles en medios acuosos en la red de
nanotubos y llevar a cabo reacciones redox en medios acuosos.
e Un mayor rendimiento en las medidas, ya que al ser de facil preparacion, se

pueden utilizar mas electrodos en un tiempo corto de trabajo.

Bajo los parametros anteriormente discutidos, los electrodos GC-MWCNT-
35DNBF(l) y GC-MWCNT-CM4(Il) pueden ser considerados potenciales

biosensores electroquimicos para el monitoreo de la oxidacion de NADH.

En la tabla X| se muestra un resumen de los datos obtenidos.
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Tabla Xl. Valores analiticos obtenidos para electrodos GC-MWCNT-Med, donde

Med 3,5-DNBF(I) o CM4(lI).

3,5DNBF(l) CM4(ll)
Sensibilidad /%iecatitMnapH™! 70.46 29.38
Intercepto / %iecat 9.19 15.84
Limite de deteccion /uM 22.3 45.3
Limite de cuantificacion /uM 74.2 151.1
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6. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que los electrodos de carbono vitreo modificados con
nanotubos de carbono encapsulan nitrocompuestos que pudieron ser
caracterizados electroquimicamente.

Debido a que los electrodos GC-MWCNT-Med pueden ser utilizados a pH
neutro y los mediadores permanecen retenidos en la superficie del electrodo,
pueden ser utilizados para electrocatalisis de NADH.

En presencia de los mediadores encapsulados en los electrodos de trabajo,
se observa un desplazamiento de la sefal de oxidacion de NADH hacia
potenciales cercanos a 0 V, lo que indica que hay electrocalisis.

La normalizacién de la corriente electrocatalitica permite trabajar con
electrodos GC-MWCNT que presentan variaciones inter — electrodo producto
de la cantidad de nanotubos de carbono en la superficie.

El electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l) es mas sensible a la variacién de la
concentracion de NADH que el electrodo GC-MWCNT-CM4(ll), ademas de
poseer limites de deteccion y cuantificacion mas bajo, por lo que lo convierte
en un potencial sensor electroquimico para NADH.

El electrodo GC-MWCNT-35DNBF(l) es mejor que los electrodos GC-
MWCNT-CM4(l) y GC-MWCNT-CM4(Il) para electrocatalizar NADH, ya que

posee l0s %iecat Mas altos.
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e El estudio hecho en esta memoria es un método rapido de laboratorio para
determinar si un mediador presenta actividad electrocatalitica sobre una

molécula de interés.
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