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CAPITULO 8
Figura 8.1 VCs tipicos obtenidos de un sistema EPC/ DA0.1 mM, NaCl 0.1 M, a
pH 3.0 a velocidad de barrido de 100 mV s-'. b) influencia de la velocidad de
barrido (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d)100 (e) 400 (f) 600 (g) 800 (h) 1000 mV s’
El inserto muestra la variacion de la densidad corriente, j,,, como funcion de
v!2, los circulos corresponden a los datos experimentales, mientras que la
linea, jap(Am™)=(0.028 £0.002) Am™mV"*s"2 !+ (0.021 £ 0.003) Am?,
es el resultado del ajuste lineal. 105
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0.01 (¢) 0.02 (d) 0.03 (e) 0.04 (f) 0.05 (g) 0.06 (h) 0.07 (1) 0.08 (j) 0.09 (k) 0.10
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RESUMEN

Mediante métodos electroquimicos, espectrofotométicos (UV/Vis), resonancia magnética
nuclear (RMN), cromatograficos (HPLC) y calculos teéricos (DFT) se estudiaron sistemas
supramoleculares para el desarrollo de métodos de analisis cuantitativos ttiles en la

determinacion de dopamina (DA), 4cido ascorbico (AA) y Azometina-H (Az-H).

Los sistemas supramoleculares fueron desarrollados mediante la modificacion de electrodos
de pasta de carbono (EPC) y de carbon vitreo (ECV) con diferentes sistemas: dodecilsulfato

de sodio (SDS), nanotubos de carbon de multipared (MWCNT) y B-Ciclodextrina (B-CD).

Se determinaron experimentalmente las constantes termodinamicas de acidez de DA, AA'y
Az-H, (pKa), asi como de las diferentes interacciones de estas moléculas con los sistemas
supramoleculares considerados (p. €j. complejos de inclusion), encontrando ademas que
tanto la DA como el AA forman complejos de inclusion con B-CD en relacion
estequiométrica 1:1. El calculo de todas las constantes termodinamicas se llevo a cabo
utilizando el programa computacional SQUAD, para los resultados de espectroscopia
UV/Vis, lo que permitié una importante contribucion con la determinacion de estos valores,
ademas a partir de las constantes de acidez de la DA fue posible elucidar su mecanismo de
desprotonacion de dicha molécula empleando célculos tedricos y experimentalmente por

RMN.

Los diferentes sistemas supramoleculars propuestos fueron utilizados como electrodos de
trabajo y mediante métodos electroquimicos se determind el mecanismo y la cinética de
oxidacion electroquimica (constantes de velocidad heterogéneas de transferencia de carga,
ko), entre otras caracteristicas, de las moléculas DA, AA y Az-H. En el caso de la DA se
pone en evidencia el efecto del SDS en la estabilizacion de un radical, producto de la esta

oxidacion formado via la transferencia de un electrén.
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A partir de estos resultados se aportd al conocimiento quimico y electroquimico de estos
sistemas supramoleculares y de esta manera se pudieron elegir condiciones experimentales
Optimas para el desarrollo de un método analitico robusto aplicado a la determinacién de
DA en presencia de AA. Se proponen tres métodos de determinacién de DA, uno para cada
sistema utilizado y se presenta la evaluacion del método utilizando muestras reales
(farmaco), los resultados obtenidos son satisfactorios ya que se tiene un CV menor al 2% en

dicha determinacion.
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ABSTRACT

The present thesis studied supramolecular systems designed to develop reliable quantitative
chemical analyses for the determination of dopamine, DA, azomethine-H, Az-H, and
ascorbic acid, AA, by means of electrochemical, spectrophotometric UV/Vis, nuclear
magnetic resonance, NMR, chromatographic, HPLC, methods and theoretical calculations,

DFT.

The said supramolecular systems were developed by modifying carbon paste electrodes,
CPE, and glassy carbon electrode, GCE, with different systems, composed by: sodium
dodecyl sulphate, SDS, multiwalled carbon nanotubes, MWCNT and B-cyclodextrin, 3-CD.

The thermodynamic acidity constants, pKa, of the DA, Az-H and AA were determined
experimentally, as well as their different interactions, such as inclusion complexes, with the
supramolecular systems considered, which indicated that both the DA and AA formed
inclusion complexes with the B-CD with a 1:1 stoichiometric ratio. The assessment of the
said thermodynamic constants was carried out using the UV/Vis data and its processing
through SQUAD rendered values that signify an important contribution. Apart from the
DA’s acidity constants, it was possible to elucidate its deprotonation mechanisms using

theoretical calculations verified by experimental NMR.

The different supramolecular systems proposed herein, were used as working electrodes
that permitted to devise specific electrochemical methods for the DA, Az-H and AA
molecules, to gain insight of the kinetics and mechanisms, namely, the heterogeneous
charge transfer constants, k”, associated to their electrochemical oxidation, among other
features. For instance, in the DA’s case, the effect of the SDS became evident to stabilise a

radical formed through oxidation via an electron transfer.
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From the results obtained, chemical and electrochemical knowledge was derived of the
supramolecular systems designed such that basic analytical criteria were implemented to
construct a robust analytical method to determine DA in the presence of AA. Three
methods are proposed to determine DA, one for each system used, that are presented along
with their evaluation using real pharmaceutical samples in each case; the results obtained

are satisfactory as the resulting CV was less than 2% for each determination.
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Capitulo 1
INTRODUCCION GENERAL

1.1. Justificacion

El andlisis quimico en nuestros dias involucra tanto la identificacion como la
determinacién cuantitativa de las sustancias presentes en una muestra en solucion. Estas
muestras pueden ser desde fluidos biologicos hasta desechos industriales. Para el
desarrollo del método de analisis, es importante conocer el comportamiento quimico de
las especies que se quieren determinar, y de esta manera tener un método de analisis
robusto. Los resultados de un andlisis quimico serviran para ejecutar acciones apropiadas

en cada uno de los diversos escenarios.
1.2. Introduccioén.

Hoy en dia el analisis quimico no sélo esta encaminado al estudio cuantitativo, sino
también al estudio cualitativo de las especies en solucion, es importante saber cuanto se

tiene y que se tiene, asi como poder evitar la formacién de productos no deseados.

En la actualidad muchas de las investigaciones estan enfocadas a la busqueda de entender
mejor el comportamiento quimico de diversos compuestos, ya que algunos procesos
guimicos como la degradacion, pueden afectar los procesos en los que estan involucrados

y causar dafos irreversibles en el sistema en que se encuentren.

Esta problemaética ha dirigido las investigaciones hacia compuestos que son susceptibles

al dafio en su estructura e integridad funcional.

La inestabilidad o degradacion de los compuestos frecuentemente estd asociada con su
estructura quimica y con agentes oxidantes, aquellos que pueden con facilidad atraer
electrones de moléculas circundantes, o con agentes que influyen en la estabilidad de las

moléculas provocando hidrolisis.
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En este sentido algunos investigadores estudian las diferentes causas que pueden
provocar la degradacion de ciertas sustancias quimicas y los productos de degradacion

que se obtienen de la misma.

Miyazaki (2003) [1.1], ha estudiado la degradacion de las catecolaminas, donde asocia el

oxigeno y las especies de nitrdgeno con la oxidacion y auto-oxidacion de estas sustancias.

Las vitaminas por otra parte, también son sustancias que pueden degradarse por
fotooxidacion, ya que son sensibles a la luz, algunos estudios al respecto han sido
realizados por Marciniec (2003) [1.2], mientras que Fazakerley (1960) [1.3], ha estudiado

la degradacion para algunos esteroides como ergosterol, calciferol y la cortisona.

Por otra parte diversas investigaciones se han enfocado al estudio de azocompuestos
(colorantes) ya que los intermediarios formados a partir de la degradacion u oxidacién de
estos, pueden ser toxicos segun estudios realizados por la ETAD [1.4] (Ecological and
Toxicological Asociation Dystuff), han identificado que los productos de degradacion

pueden ser causa de riesgo y efecto crénico en la salud del ser humano.

Las catecolaminas y las bases de Schiff en su estructura molecular presentan grupos
funcionales que pueden ser oxidados y llevar a la formacion de especies del tipo de las

quinonas altamente reactivas.

La estabilidad de los compuestos como las bases de Schiff, esta relacionada también con
la formacion de isomeros que pueden presentar este tipo de moléculas, y con la existencia
de equilibrios tautoméricos, ademas de los productos generados por la oxidacion de los

grupos funcionales de estas moléculas.

En la busqueda de nuevos métodos que permitan estabilizar las sustancias quimicas, se ha
encontrado que la quimica supramolecular puede ayudar a contrarrestar esta
problematica, asi macromoléculas como las ciclodextrinas pueden estabilizar, solubilizar,

retener y liberar de manera controlada un gran nimero de compuestos organicos e
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inorganicos mediante la formacion de complejos de inclusion, las interacciones entre la
molécula de interés con la ciclodextrina son interacciones débiles tipo Van der Walls,

dipolo-dipolo o puentes de hidrogeno.

Por lo que, mediante la formacion de complejos de inclusion se ha resuelto el problema
de estabilidad y solubilidad de compuestos como parafinas, alcoholes, acidos
carboxilicos, colorantes aromaticos, vitaminas y derivados de benceno segun reporta

Contreras [1.5] en su publicacion del 2001.

El problema de estabilidad de colorantes y solubilidad se ha resuelto también mediante el
uso de ciclodextrinas por ejemplo, Hewlett-Packard, Xerox y Kimberly-Clark emplean
ciclodextrinas para solubilizar tintas adecuadas para impresoras, de tal manera que
Morffat (1992) [1.6], Helbrect en (1994) [1.7] y Cappuccio (1996) [1.8] han patentado los
procesos de solubilidad con ciclodextrinas para dichas marcas.

El uso de ciclodextrinas ha permitido estabilizar a compuestos del tipo de los esteroides
como lo hace Loftsson (1994) [1.9], o para solubilizar y estabilizar medicamentos como

lo propone Loftsson y Brewster (1996) [1.10].

Otros sistemas supramoleculares de gran interés son los surfactantes estos son
frecuentemente usados en bioquimica, medicina y farmacéutica debido a su habilidad
para formar micelas, ya que la formacién de éstas, favorece la estabilidad y solubilidad de

algunos compuestos.

Los surfactantes también han permitido estabilizar y solubilizar ciertos compuestos por
ejemplo Alamelu (1990) [1.11], utilizé diferentes surfactantes para estudiar la estabilidad
de liposomas. En los medicamentos se han empleado para aumentar la solubilidad y el
control de la liberacion del medicamento [1.12], en los plaguicidas tambien se utilizan
para mejorar sus propiedades quimicas y fisicas, moléculas como los azocolorantes

pueden ser estabilizados por la presencia de surfactantes Pelan (1997) [1.13].
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En base a estos antecedentes, el empleo de la quimica supramolecular, con moléculas
como las ciclodextrinas y los surfactantes, esta encaminado a mejorar caracteristicas
como la solubilidad e incrementar la estabilidad de los compuestos labiles. Por esta razon
se pretende usar los sistemas supramoleculares para estabilizar y evitar la degradacién de
moléculas como la Dopamina, el Acido Ascorbico y la Azometina-H, ademas se usara

para aumentar la solubilidad de materiales como nanotubos de carbon.

Siendo que el analisis quimico involucra dos piezas esenciales como son: el analisis
cualitativo y cuantitativo, una vez que se haya logrado conocer las especies involucradas
y en el mejor de los casos controlar la evolucion del sistema, mediante las ciclodextrinas
y los surfactantes, es necesario desarrollar un método para cuantificar el analito de

interés.

Este andlisis requiere de técnicas muy sensibles y selectivas para muestras que contengan
trazas de las especies de interés. El método o técnica ideal para este objetivo, es aquel que
sea economico y facil de operar, donde los datos obtenidos sean reproducibles y
confiables en cada trabajo. A pesar de que existen diversas técnicas, las que destacan son
las técnicas electroanaliticas y los sensores quimicos, los cuales tienen alta sensibilidad y
buena selectividad. Los sensores son recientemente aplicados a bioanalisis y al anélisis
ambiental, por lo que en la actualidad los métodos de analisis cuantitativo estan

encaminados al uso de sensores quimicos.

Los métodos para la determinacion de sustancias como: neurotransmisores (DA),
antioxidantes (AA) y colorantes (Az-H) se realizan preferentemente, mediante el uso de
técnicas de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), como lo sugieren
Yoshitake (2004) [1.14], Heidbreder (2001) [1.15], Chi (1999) [1.16], Parsons (1998)
[1.17], sin embargo, el uso de HPLC tiene diferentes limitantes como el tiempo de
analisis, el costo de los solventes y del equipo, por otro lado, los métodos electroquimicos
han sido la solucion a esta problematica ya que la construccion de electrodos modificados
y sensores electroquimicos aumentan la selectividad y se pueden eliminar las
interferencias Li (2003) [1.18].
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Para dar a conocer la importancia de cada una de las especies quimicas en estudio, en los

siguientes apartados se mencionan diferentes caracteristicas de ellas.

1. 3. Dopamina (DA)

En 1958, Carlsson [1.19] consider6 a la dopamina como el prototipo de las
catecolaminas. La DA es un neurorregulador, que desempefia un papel fundamental en la
comunicacion entre células nerviosas adyacentes. Es uno de los neurotransmisores mas
importantes dentro del sistema nervioso central, del contenido total de catecolaminas del
cerebro, la DA representa mas del 50%.

A principios de la década de 60’s, algunos investigadores identificaron un defecto
cerebral fundamental en la enfermedad de Parkinson, el cual se relacionaba con la
pérdida de células cerebrales que producen a la DA, esta pérdida hace que los musculos

actuen sin control.

Una teoria sostiene que los radicales libres, moléculas inestables y potencialmente
perjudiciales generadas por acciones quimicas normales en el cuerpo, pueden contribuir a
la muerte de las células nerviosas. Los radicales libres son inestables debido a que
carecen de un electron, en su intento por recuperarlo reaccionan con moléculas
circundantes (especialmente metales), generando un proceso llamado oxidacion. Se
considera que la oxidacién ocasiona dafio a los tejidos, asi como a las neuronas como lo
sugiere Cavalieri (2002) [1.20]. Los niveles de DA pueden ser alterados por la presencia
de agentes oxidantes que causan la oxidacion de ésta, e inducen a un cambio en la ruta

metabolica de la sustancia propone Cavalieri (2002) [1.21].

Se ha encontrado que las catecolaminas reaccionan con el oxigeno afectando su
estructura e integridad funcional, con frecuencia ésto se atribuye al grupo funcional

catecol que es facilmente oxidado a una quinona [1.22].
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Barreto y col. [1.23], en su estudio de la oxidacion de una catecolamina, muestra que el
principal agente oxidante es el oxigeno y que su producto de degradacién es la formacion
de semiquinonas. Dado que en la estructura quimica de la DA (figura 1.1), esta formada
por un grupo catecol y un grupo amino, la DA es muy sensible a agentes oxidantes,
provocando formacion de productos con estructuras del tipo de las quinonas como lo

sugieren los estudios de Slivaka (1985) [1.24] y Haque (2003) [1.25].
NH,*

‘ OH
OH

Figura 1.1. Estructura molecular de dopamina

Algunos investigadores han propuesto rutas metabolicas y mecanismos de reaccion que
involucran la presencia de oxigeno, ellos sugieren que la DA puede formar ademas de
adrenalina, un producto de oxidacion conocido como dopaminocromo, Levin 1961
[1.26], sin embargo la DA puede seguir diferentes rutas y generar diferentes productos de
oxidacion, como el indol (figura 1.2) o la quinona (figura 1.3), estas discrepancias
provocan que se sigan haciendo investigaciones sobre el mecanismo de oxidacion que

sigue la DA.
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Figura 1.2. Mecanismo de reaccién propuesto por Palumbo [1.27].

Figura 1.3. Mecanismo de reaccién propuesto por Doménech, Garcia [1.28].

Dada la importancia a nivel biolégico de la DA y los efectos que puede causar la
descomposicion de ésta, numerosos estudios se han enfocado a su estudio, sin embargo la
mayoria de estos no estan encaminados a resolver la problemaética por su descomposicion,
siendo que ésta es un factor que tambiéen influye en la determinacion del neurotransmisor
y su aplicacién como farmaco, ya que algunos estudios muestran que esta catecolamina

es estable en solucion en tiempos menores a 24 hrs. ésto llevd a la preparacion de
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soluciones de DA cada 24 hrs, sin embargo la interrupcion de la infusion durante el
cambio, puede resultar en inestabilidad hemodinamica en algunos pacientes con

deficiencia renal.

El problema de la descomposicion de la DA puede ser tratado si se considera que esta
molécula presenta un grupo catecol, por lo que es facilmente oxidada a una quinona, asi
lo que se sugiere es estabilizar este grupo a través de la presencia de un agente que no

altere su composicion ni su funcion bioldgica.

Algunas sustancias capaces de estabilizar compuestos labiles son las ciclodextrinas (CD)
por su capacidad para formar complejos de inclusion a través de interacciones débiles
entre el huésped (DA) y el anfitrion (CD). Este tipo de macromoléculas presentan
estructura conica y pueden aceptar moléculas tanto orgéanicas como inorganicas,
cationicas, idnicas o neutras, en el interior de su cavidad pueden aceptar moléculas no

polares debido a su caracter hidrofobico.

Dado que la mayoria de las investigaciones estan dirigidas hacia la determinacién de DA,
tanto en farmacos como en muestras biologicas, la determinacion de ésta tiene como
limitante la presencia de sustancias que interfieren en la respuesta analitica de la DA, tal
como es el &cido ascorbico [1.29-1.30], el cual se emplea como antioxidante en farmacos
y esta presente en los sistemas bioldgicos.

Por otra parte, el analisis en muestras bioldgicas como orina [1.31], presenta la limitante
de la descomposicion de las catecolaminas, por lo que se requiere que la orina tenga un
tratamiento especial. Sin embargo se complica cuando se analizan otras sustancias, que
necesitan de un tratamiento diferente, o cuando en la matriz existen sustancias con

respuesta similar al analito, interfiriendo con la sefial de estudio.

La interferencia de otras especies en una matriz compleja, se ha intentado resolver con el
uso de los surfactantes, utilizados para mejorar la deteccion de las catecolaminas por la

interferencia con otras especies [1.32] o con la creacion de sensores quimicos selectivos a
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este tipo de compuestos, en este sentido se ha estudiado que la DA puede ser determinada
a través de electrodos modificados para evitar algunas interferencias [1.33, 1.34] y aun
cuando este tipo de metodologias puedan determinar concentraciones de DA de 1x10°M

se requiere técnicas de mayor selectividad y sensibilidad.

1.4. Acido ascorbico (AA)

ElI AA es un &cido organico, este compuesto es hidrosoluble y posee un efecto
antioxidante, el interés en el estudio de este antioxidante es debido a su importancia a
nivel bioldgico, y es que el AA esta involcrado en la formacion de los tejidos conjuntivos,
el transporte i6nico y proteccion de células contra los radicales libres, se ha estudiado que

la deficiencia de AA en el cuerpo causa escorbuto [1.35].

Sin embargo, en el ser humano, la vitamina C o AA no puede ser sintetizado, por lo cual

debe ingerirse a través de los alimentos.

En 1937, el premio Nobel de quimica fue concedido a Walter Haworth por su trabajo en

la determinacion de la estructura del AA (Figura 1.4).

OH
! 0

HO— CHQ—CH\S—TO

HO OoH

Figura 1.4. Estructura molecular del &cido ascorbico

El 4cido ascorbico tiene una estructura de lactona. Este antioxidande es particularmente
sensible a las reacciones de oxidacion, destruyéndose con gran facilidad durante el
procesado de los alimentos en presencia de oxigeno. La oxidacion es dependiente del pH,
ya que la forma ionizada es mas sensible que la forma no ionizada. El dianién es todavia
mas sensible, pero para que se forme en proporciones significativas es necesario un pH

alcalino que no suele encontrarse en los alimentos.
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La oxidacion del AA puede ser producida de forma quimica, sin la intervencion de
enzimas, especialmente en presencia de metales como el hierro o el cobre, que actGan
como catalizadores, en ausencia total de metales, el acido ascorbico es relativamente
estable, incluso en presencia de oxigeno. Los agentes quelantes son relativamente

efectivos frente al cobre, pero no frente al hierro.

El AA puede romperse también en reacciones no oxidativas, especialmente en medio
acido, por apertura del anillo lactonico y posterior descarboxilacion, este efecto puede ser
importante en productos enlatados, en cualquier caso, a igualdad de temperatura esta

reaccion es mucho maés lenta que la de oxidacion.

Por la importancia del AA, el analisis cuantitativo de esta sustancia resulta de gran interés
en areas como quimica analitica, farmacia, clinica y alimentos, en este sentido técnicas
espectrofotométricas [1.36], HPLC [1.37], y amperométricas [1.38] han sido empleadas
con el fin de mejorar el metodo de analisis, sin embargo se sigue en la busqueda de un

método donde la determinacion, sea directa, sencilla y en tiempos de analisis cortos.
1.5 Azometina-H (Az-H)

La Az-H o base de Shiff pertenece al grupo de los azocompuestos, ésta tiene en su
estructura molecular un grupo funcional C=N, es sintetizada a partir del &cido H y de
hidroxi-aldehido (figura 1.5).

CHO
HO,S HO3S I
OH o

Vi @

O O O~

+ HO
B(OH)

O O

HOsS HO,S

Figura 1.5 Sintesis de la Az-H
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El uso de este tipo de compuesto es basicamente como herramienta analitica para la
identificacion cualitativa o cuantitativa de estructuras morfoldgicas (histologicas) es de
gran importancia en bioquimica, biologia y medicina [1.39], ademés estos compuestos
son también utilizados como agentes terapéuticos ya que algunos presentan propiedades

antibacterianas [1.40].

Frecuentemente las azometinas son utilizadas como agentes cromoéforos [1.41, 1.42] y
metalocrémicos, el uso de dichos compuestos depende de las propiedades tanto fisicas

como UV-Vis, para la determinacion de iones metalicos

Por la importancia en la aplicacion de este tipo de moléculas, se ha incrementado el
interés en conocer su comportamiento quimico, es por ello que numerosos trabajos han
sido publicados con relacion a la determinacion de valores de pKa, para bases de Schiff
[1.43,-1.44].

En particular el uso de la Az-H es como herramienta analitica principalmente en la
determinacion espectrofotométrica de micro nutrientes como Boro [1.45-1.46], ya que
tiene la capacidad de formar un complejo que puede ser detectado en la regién del visible,
la determinacién de este elemento en plantas y aguas residuales es de gran interés, por lo
que la mayoria de las investigaciones se ocupan en el desarrollo de una metodologia que
permita hacer el analisis con técnicas automatizadas, sin embargo a la fecha existe una
gran cantidad de metodologias propuestas para la determinacion de boro basado en la
formacion del complejo Boro-Az-H, todas ellas difieren en las condicones
experimentales, las diferencias primordiales son en la longitud de onda donde se registra
el complejo (410 a 420 nm), el pH de formacién (pH 5-8), y el tiempo de muestreo (15-
40 min), por lo que existe gran controversia, aunado a ello Harp sugiere que no existe tal

complejo y que la banda observada es debido a la degradacion de la molécula.

Pese a todo este conocimiento no se ha reportado en la literatura el comportamiento

espectrofotométrico del complejo Boro-Az-H y mucho menos de la Az-H, a la cual en los

11
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ultimos afios se le han asociado propiedades contra la malaria [1.47], no obstante, no se

tiene reportado ningun trabajo sobre el comportamiento quimico de esta molécula,

Para el desarro de un método de analisis cualitativo o cuatitativo es importante primero
conocer del comportamiento quimico del analito de interes (p.ej. DA, AA y Az-H),
estudiar sus posibles interferecias, y analizar la posibilidadad del uso de agentes de
reconocimiento (SDS, CDs) que permitan la selectividad del método, en este contexto se

describen los objetivos del trabajo.

12
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CAPITULO 2.
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo, es el estudio del comportamiento quimico de la DA, el AA'y
la Az-H, el cual permita mejorar la estabilidad y minimizar la degradacién de estos
compuestos quimicos, basado en las interacciones entre el analito y los surfactantes, asi
como con las ciclodextrinas, es decir en sistemas supramoleculares, ademés de desarrollar

un método analitico para su determinacion cuantitativa.

2.1. Hipdtesis

Esto se sustenta en la hipotesis de que, por las caracteristicas y propiedades que poseen
estos agentes, pueden formar complejos y/o a actuar como receptores moleculares
capaces de atrapar eficaz y selectivamente un sustrato dado. El uso de las ciclodextrinas y
los surfactantes permite que la reactividad de la molécula incluida disminuya y se
estabilice; la formacion de los sistemas supramoleculares (DA-SDS, AA-SDS, DA-B-CD,
AA- B-CD, Az-H- B-CD) permitirda incrementar la selectividad y la sensibilidad del

método.

2.2 Objetivos Generales

e (Caracterizar el comportamiento espectrofotométrico de la DA y Az-H.

e Determinar las constantes de acidez de la DA, AA y Az-H.

e Determinar el orden de desprotonacion de la DA.

e Caracterizar el comportamiento electroquimico de DA.

e [Estudiar Ila interaccion de DA y AA con p-ciclodextrina (B-CD) por
espectrofotometria UV-Vis y voltamperometria ciclica.

e Estudiar la interaccion de DA con el surfactante dodecilsulfato de sodio (SDS).

e Desarrollar un método cuantitativo para la determinacion de DA y AA.

2.3.0Dbjetivos Particulares

13
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Estudiar la estabilidad de la DA y Az-H asociada a factores como luz y oxigeno.
Formar los complejos de inclusion de DA/B-CD y AA/B-CD.

Calculo de las constantes de los complejos de inclusion de DA/B-CD y AA/B-CD.
Analizar el efecto de la concentracion de B-CD sobre el comportamiento
electroquimico de DA.

Analizar el efecto de la concentracion de SDS sobre el comportamiento
electroquimico de DA.

Construir un sensor electroquimico basado en sistemas supramoleculares para la
deteccion de DA.

Construir un sensor electroquimico basado en sistemas supramoleculares para la
deteccion de AA.

Eliminar la interferencia del AA, usando los sistemas supramoleculares B-CD y SDS
para la cuantificacion de DA.

Construir un sensor electroquimico basado en sistemas supramoleculares para el

estudio electroquimico de Az-H.

14
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CAPITULO 3.

ESTABILIDAD DE LA DOPAMINA'Y
DETERMINACION DE SUS CONSTANTES DE ACIDEZ

3.1. Introduccioén.

Las catecolaminas son aminas bioenergéticas que juegan un papel importante como
neurotransmisores en el sistema nervioso central (SNC). Como parte de estos
neurotransmisores se encuentra la dopamina (3-4 dihidroxifeniletilamina, DA). Debido
a su estructura molecular, es sensible al aire y a la luz, ya que el grupo catecol es

facilmente oxidable a una quinona [3.1]

Por su estructura molecular la DA, puede presentar tres constantes de acidez asociadas a
la desprotonacién del grupo fenol y del amino. El célculo de dichas constantes no es una
tarea facil, como lo reporta Martin [3.2], ya que la acidez entre los grupos de la
estructura es similar, por lo que la desprotonacion ocurre en la misma regién de pH,
haciendo que el célculo sea dificil, lo que significa que las técnicas potenciométricas,

comunmente utilizadas, no son idoneas para la determinacion de estas constantes.

Sin embargo, para otros neurotransmisores, las constantes de acidez han sido calculadas
por titulaciones potenciométricas y espectrofotométricas [3.3-3.8], Kiss calcula y
reporta tres valores de pKa para la DA, mientras que Zelano [3.4], Sedeh [3.3] y Rajan
[3.5] reportan sélo dos, esta contradiccion, es atribuida a la tercera desprotonacion,
asociada con el grupo fenol, la cual no puede ser determinada potenciométricamente.
Algunos autores reportan el valor en cuestion, por ejemplo Kiss [3.6] y Gerard [3.7]
mencionan las dificultades para calcular la constante principalmente debido a la

proximidad entre los valores.

Por otra parte los investigadores reportan condiciones experimentales donde controlan
temperatura, fuerza iénica, atmosfera de nitrégeno (Kiss), sin embargo solo Gerard
considera el efecto de la oxidacion de la molécula por la luz, y controla el sistema

cubriéndolo de la luz.
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Considerando lo anterior, se puede relacionar que las condiciones experimentales donde
la molécula esta expuesta a la luz y oxigeno, pueden afectar la estabilidad de la DAy la
determinacion de sus constantes de acidez, es por ello que en este capitulo se estudia el
efecto de la luz y del oxigeno sobre el comportamiento de la DA y la determinacion de
sus constantes de acidez, ademas estas constantes, se evallan empleando dos
metodologias: una titulacion espectrofotométrica y la segunda usando un analisis punto
por punto, la cual requiere preparar soluciones frescas de DA para cada valor de pH

para obtener el espectro de absorcion.

3.2. Determinacion de las constantes de acidez de la DA por titulacion

espectroscopica.

La titulacion espectroscopica fue usada para determinar las constantes de acidez de la
DA, el método (Apéndice A) se realizé preparando una solucién de DA 2.8x10™* M en
medio &cido para la titulacién, controlando el tiempo de muestreo y de 1.25 x 10 M
para la titulacion sin controlar el tiempo, ésta se titulé con una solucion de NaOH en el
intervalo de pH de 2.00 a 12.99, los espectros de absorcion fueron tomados en el

intervalo de 220 a 660 nm a una velocidad de barrido de 960 nm min™,

La figura 3.1 muestra los espectros de absorcion de la DA obtenidos a partir de una
titulacion espectrofométrica donde el espectro fue tomado una vez que el valor de pH
permanecio constante (figura 3.1.a) y controlando el tiempo de muestreo (figura 3.1b),
en ambos experimentos se puede observar que a valores de pH acido, la DA presenta
una banda de absorcion cuyo méaximo se ubica en 279 nm, ésta permanece constante
hasta un pH de 7.8, a partir de este valor y a medida que se incrementa el pH se observa

un desplazamiento batocromico (295 nm) y un efecto hipercromico.
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Figura 3.1. Espectros de absorcion a diferentes valores de pH en medio de fosfatos a partir de una
titulacion espectrofotométrica a) DA 1.25x10™ M titulacion al equilibrio y b) DA 2.8x10*M

controlando el tiempo de muestreo

A partir de pH 8.51, la banda de 279 nm presenta un hombro, indicativo de la formacion

de otra especie, a medida que se incrementa el valor en el pH, la contribucion de esta

especie nueva es mayor, de tal forma que a pH 9.0 se tiene el maximo de absorcién en

295 nm, esta banda es la contribucion de las dos especies presentes en solucion, al

mismo tiempo se tiene la formacion de especies oxidadas, esto se observa en la region

del visible con la formacion de una banda en 421 nm, estas dos ultimas bandas

presentan un efecto hipercromico, sin embargo cuando se ha llegado a pH mayor a
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12.50, la contribucién de las especies oxidadas es mayor. Con este analisis es posible
observar que las especies de DA son mas estables a pH &cido que pH neutro y basico.
Al comparar los resultados entre las dos titulaciones se observa en la titulacion al
equilibrio en un valor de pH 9.9 (figura 3.1a), se tiene no solo la formacién de las
especies oxidadas sino también la posible existencia de un precipitado, el
desplazamiento de la linea base es un indicativo, este comportamiento no sucede con la
titulacion controlando el tiempo de muestreo (figura 3.1a), lo que sugiere que el tiempo

de andlisis es determinante en la formacion de las especies.

Para el calculo de las constantes de acidez, se utilizaron los espectros obtenidos a cada
valor de pH y el programa computacional SQUAD (Stability Quotients from
Absorbance Data) [3.9], este programa ademas requiere de un modelo quimico que
describa los equilibrios &acido base, en este sentido y con base en lo reportado se

propusieron los siguientes equilibrios:

H,DA+H" — H,DA*
HDA™ +H* — H,DA
DA+H* — HDA"

Esquema 3.1. Equilibrios acido-base asociados a la DA.

Los tres equilibrios descritos en el esquema 3.1, fueron considerados para el calculo por
SQUAD, la tabla 3.1 muestra los valores refinados por el programa, y son comparados
con los reportados en la literatura, es posible notar que Zelano, Sedeh, y Rajan sélo
reportan 2 valores de pKa, mientras Kiss, Gerard y Grgas-Kuznar reportan tres valores,
lo que indica la discrepancia entre los resultados y los valores de pKa, sobre todo para la
tercer desprotonacion, esto puede ser asociado con la metodologia empleada y las
condiciones experimentales, este ultimo factor es relevante ya que todos los autores
trabajan a fuerza idnica constante, atmosfera de nitrégeno y a 25°C a excepcion de
Grgas-Kuznar quien trabaja a 20°C, el factor importante es el intervalo de pH pues los
tres primeros autores, quienes no calculan el valor de pKas so6lo llegan a pH < 10
mientras que Kiss, Gerard y Grgas-Kuznar llegan a pH tan basico, que es posible
determinar la tercer constante, sin embargo cabe sefialar, que s6lo estos dos Gltimos
investigadores consideran el efecto de la luz sobre el sistema, este factor es importante

pues como es sabido las catecolaminas pueden oxidarse a quinonas en presencia de luz,
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lo que indica que los valores de pKa reportados, no sélo estan asociados con equilibrios

acido base, sino que pueden estar afectados por equilibrios redox.

Las constantes calculadas en este trabajo por titulacion acido base son comparables y se
encuentran dentro de lo reportado en la literatura, sin embargo, también estan afectadas
por la presencia de equilibrios redox, una evidencia es la formacion de la banda en la

region del visible, la cual es asociada con la presencia de especies oxidadas.

Tabla 3.1. Constantes de acidez de las especies DA

Referencia pKa; pKa; pKas
HsDA" H,DA HDA

V. Zelano [3.4] 8.88 10.41

I.F. Sedeh [3.3] 8.93 10.49

K. Rajan [3.5] 8.96 10.5

T. Kiss [3.6] 8.890+0.01 | 10.42+0.01 13.19 £ 0.02

C. Gerard [3.7] 9.05 10.55 12.81

B. Grgas-Kuznar [3.8] 9.069+0.01 | 10.69 +0.01 12.06 £ 0.01

Titulacion 861+003 | 9.95+003 | 12.04+0.02

espectrofotométrica*

Titulacion

espectrofotométrica con

tiempo controlado** 8.75+0.01 | 10.34+0.01 | 12.500 + 0.008

*Se alimentaron 24 espectros de absorcién cada uno con 48 longitudes de onda al
programa computacional SQUAD, la desviacion estandar fue de 6=6.43x10%, U=3.33x107
**Se alimentaron 24 espectros de absorcion cada uno con 50 longitudes de onda al
programa computacional SQUAD, la desviacion estandar fue de 6=4.22x107?, U=1.15x10"

Por esta razén, es importante estudiar el efecto de la luz y del oxigeno sobre las
diferentes especies de la DA, los cambios pueden ser estudiados en funcién del tiempo y
evaluados para disefiar una metodologia que ayude a la determinar los valores de pKa

gue unicamente incluyan las especies acido base.

3.3. Estudio de la estabilidad de la DA.

Para estudiar el efecto de la luz y del oxigeno sobre el comportamiento quimico de la
DA, se llevo a cabo un experimento (Apéndice A) donde el sistema fue expuesto a la
luz, y para eliminar el efecto del oxigeno el sistema fue burbujeado y mantenido con
atmosfera de nitrogeno. El estudio se llevod a cabo en funcion del tiempo, es decir, se

obtuvieron los espectros de absorcion a diferentes tiempos de muestreo, ésto con el fin
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de determinar la estabilidad de la DA, para ello se tomaron los espectros de absorcién
durante 30 min a tres valores de pH 3.0, 9.0 y 12.0.

3.4. Estudio de estabilidad de DA a pH 3.0

3.4.1. Sistema expuesto a la luz.

El comportamiento espectrofométrico muestra una banda en 280 nm, no se observa
ningun cambio notable, es decir el maximo se ubica a la misma longitud de onda (A) y
el incremento en absorbancia es menor al 10% respecto al valor inicial durante la
experimentacion; sin embargo, en el sistema con oxigeno (figura 3.2a), la A", =
0.8575, mientras que en el sistema con atmésfera de nitrégeno (figura 3.2b) A", =
0.6778, lo que corresponde a un 21% en el incremento en la sefial de DA con oxigeno,
indicando que la sefial obtenida puede ser una mezcla de DA y especies oxidadas,
formadas debido a la presencia de oxigeno presente en solucién. Ademas durante los
primeros 15 min hay un incremento del 1.64% para el sistema con oxigeno (figura
3.2.a), mientras que el sistema con atmoésfera de nitrogeno tiene un incremento del

0.79%, lo que indica que la DA ambos sistemas permanecen estables durante 15min.
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Figura 3.2. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10™* M, solucién expuesta a la luz en
medio de fosfatos 0.01 M a pH 3.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmosfera de nitrégeno.

3.4.2 Sistema no expuesto a la luz.

La figura 3.3, muestra los espectros de absorcion de la DA, obtenidos con la exposicion

a la luz, con oxigeno y atmoésfera de nitrogeno a pH 3.0, los espectros obtenidos
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nuevamente muestran la banda de absorcion en 280 nm, y no se observa ningin cambio
significativo durante la experimentacion ya que la banda de absorcion se mantiene a la
misma longitud de onda. Para el sistema con oxigeno (figura 3.3a) la A%, = 0.8234,
mientras que el sistema con atmoésfera de nitrégeno (figura 3.3b) la AZ*"™_, = 0.6416,
esto es equivalente a un incremento del 22% de la sefial de DA en el sistema con
oxigeno, un comportamiento similar antes mencionado. También se observa que
durante los primeros 15 min, el incremento es del 0.57% para el sistema mostrado en la
figura 3.3ay para el sistema de la figura 3.3b es el 0.37%, estos valores comparados

con el cambio obtenido en los sistemas anteriores son mas pequefios lo que indica que
en ausencia de luz la DA es mas estable.
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Figura 3.3. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10™* M, solucién no expuesta a la luz
en medio de fosfatos 0.01 M a pH 3.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmdsfera de
nitrégeno.

La comparacion entre los sistemas con luz y sin luz, indica que la absorbancia de la
banda en 280 nm, presenta una disminucion del 3.9%, para el sistema con oxigeno,
mientras que con atmosfera nitrogeno fue del 5%. Los resultados a pH 3.0, muestran
que el efecto del oxigeno es del 20% sobre la estabilidad de la DA, este efecto es mayor
que el producido por la exposicién a la luz (5%), sin embargo este factor también afecta
la estabilidad de la molécula, los cambios de la DA en el transcurso de 15 min no son
significativos, pues el Unico cambio observado durante este tiempo, es el incremento en
absorbancia, el cual es menor al 10% con respectoa la absorbancia inicial, sin embargo
el efecto se observa sobre la respuesta inicial al comparar la respuesta con oxigeno y
nitrégeno, donde evidentemente es mayor el valor de la absorbancia.
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3.5 Estudio de estabilidad de la DA a pH 9.0

3.5.1 Sistema expuesto a la luz

Los espectros de absorcion de la DA a diferentes tiempos, que resultaron del sistema
con la exposicién de la luz, con oxigeno y atmdsfera de nitrégeno a pH 9.0, se presentan
en la figura 3.4. Los espectros muestran una banda de absorcion en 283 nm, que
conforme el tiempo transcurre, se forma una banda en 435 nm. En el caso con oxigeno

(figura 3.4a), revela una A%

A283n mt:

o = 0.8835, mientras que con atmdsfera de nitrégeno
0 =0.7992, lo cual implica un incremento del 9% en la sefial de DA con
oxigeno. Los cambios en absorbancia en funcion del tiempo fueron evaluados para
ambas bandas, se encontré que el sistema con oxigeno presenta un incremento del
6.04% respecto a su valor inicial figura 3.4a, mientras que el sistema con nitrogeno
presenta solo un incremento del 1.76 % para el sistema de la figura 3.4b, los resultados
muestran que la DA, en este sistema tiene una variacion mayor con respecto al pH 3.0, y
que el efecto del oxigeno es significativo, en el incremento de la absorbancia en la
banda de 283 nm y la formacion de la banda en 435 nm, ya que para el caso en
presencia de oxigeno la absorbancia sobre la banda 453 nm, es el doble que en

atmosfera de nitrogeno, generandose el inicio de las especies oxidadas.
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Figura 3.4. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10 M solucién expuesta a la luz en
medio de fosfatos 0.01 M a pH 9.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmdsfera de nitrégeno.

3.5.2 Sistema no expuesto a la luz

La figura 3.5, muestra los espectros de absorcién de la DA sin exposicion a la luz, con

oxigeno y en atmosfera de nitrogeno a pH 9.0, una vez mas el espectro muestra una
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banda de absorcidn en 283 nm, al igual que en estudio anterior se forma una banda en
435nm a medida que trascurre el tiempo, pero esto sélo ocurre en el sistema con
oxigeno, para este sistema (figura 3.5a) la A?®*"™_, = 0.8774, para el sistema con
atmésfera de nitrégeno (figura 3.5b) A®"™_, =0.8454, esto es equivalente al
incremento en la sefial de DA de 3% en el sistema con oxigeno, el cual es atribuido a la
eliminacién del efecto de la luz que causa el decremento en absorbancia comparado con
mismo sistema del estudio previo, ademas se observa que en el lapso del tiempo el
AAP (15 =gy = 0.0319 y el AA™® (_i5 =g = 0.0012 para el sistema de figura 3.5a,
mientras que para el sistema con atmésfera de nitrégeno (figura 3.5b) AAZ (t=15- t=0) =
0.0097, cabe sefialar que no se forma la banda en 435 nm durante toda la

experimentacion.
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Figura 3.5. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10™* M, solucién no expuesta a la luz
en medio de fosfatos 0.01 M a pH 9.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmdsfera de
nitrégeno.

La comparacion entre los sistemas con la exposicion y sin exposicion a la luz indica una
disminucion en la absorbancia del 0.69% para el sistema con oxigeno, pero para el
sistema con atmdsfera de nitrégeno la disminucion fue del 5.46%, lo que indica que la
DA es mas estable con atmosfera de nitrdgeno y sin luz, en este sistema no existe la
formacidon de ninguna banda en el visible y la banda en 283 nm permanece sin cambios

durante 15min, por lo que se infiere que la DA es estable en este periodo de tiempo.
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3.6 Estudio de estabilidad de la DA a pH 12.0
3.6.1 Sistema expuesto a la luz

En la figura 3.6, se muestran los espectros de absorcion, obtenidos del sistema expuesto
a la luz con oxigeno y atmdsfera de nitrogeno a pH 12.0, los espectros para estos
sistemas muestran una banda de absorcién en 294 nm, la cual en ambos casos
incrementa en absorbancia durante la experimentacion, para el sistema con oxigeno
(figura 3.6a) A®*"™_, = 1.76 mientras que para el otro sistema es de 1.33 (figura 3.6b),
lo que implica un 32% en el incremento de la banda con atmosfera de oxigeno. El
analisis del comportamiento de la banda durante los primeros 15min, mostro que el
AAP3 =15 t=0) = 0.098 para el caso con oxigeno, para el sistema mostrado en la figura
3.6b, AA”® 15 1) = 0.46. Ademés los sistemas mostraron la formacion de una banda
en 435 nm, ésta evoluciona en funcién del tiempo, pero en el caso del sistema con
atmosfera de nitrégeno la banda aparece después de 2min, el analisis sobre esta banda
con respecto al tiempo indica que AA*® (3. 1=0) = 0.10, para el caso con oxigeno,
mientras que AA*® (=3 =0) = 0.70, es pertinente considerar que las diferencia es mayor

en este Ultimo sistema debido a que la banda en 435 nm no existe al t=0 min.
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Figura 3.6. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10 M solucién no expuesta a la luz
en medio de fosfatos 0.01 M a pH 12.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmésfera de
nitrégeno.

Los resultados revelan la influencia del oxigeno sobre el comportamiento de la DA, ya
que la formacion de la banda en 435nm es inmediata, cabe mencionar que existe un
desplazamiento hipsocromico lo cual indica que no solo se tiene la especie de DA, sino

la contribucion de las especies oxidadas.
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3.6.2 Sistema no expuesto a la luz

Para ambos sistemas no expuestos a la luz, el espectro de absorcion muestra una banda

en 291 nm (figura 3.7), en el sistema con oxigeno la A", = 2.30, y para el sistema
294

A nmt:

con atmosfera de nitrogeno o = 1.60, lo cual indica un incremento en la banda

del 30% en presencia de oxigeno. El analisis sobre la banda de absorcion durante los
primeros 15 min mostré un AA®* @=15- t=0) = 0.19 correspondiente al caso con oxigeno
(figura 3.7a), mientras que el caso con atmésfera de nitrégeno AA%* @t=15- t=0) = 0.398.
Una vez mas la banda en 435 nm se presenta en ambos casos y evoluciona en funcion
del tiempo, y se registra desde el inicio solo para el sistema con oxigeno, mientras que
el otro sistema (figura 3.7b) aparece después de 4min de iniciado el experimento. El
analisis de la banda en funcion del tiempo indica que el sistema con oxigeno presenta un
AA®™® (15 =0y = 0.3, y para el sistema con atmosfera de nitrégeno AA*® (5. =g = 0.6,

hay que recordar que esta diferencia es mayor debido a que la banda no se presenta
desde el inicio de la experimentacion.
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Figura 3.7. Comportamiento espectrofotométrico de DA 2.8 x 10 M solucién no expuesta a la luz
en medio de fosfatos 0.01 M a pH 12.0 a) sistema con oxigeno y b) sistema con atmésfera de
nitroégeno.

La comparacidn entre el sistema expuesto y no expuesto a la luz indica un 23.4% en la
disminucion al t=0 para los sistemas con oxigeno, y del 17.5% para los sistemas con

atmosfera de nitrégeno, este comportamiento es debido a la presencia de la banda en
435 nm.

Los resultados anteriores revelan que el efecto de la luz es del 17.5% tiene una gran
influencia sobre el comportamiento de la DA a pH 12.0, A partir de los resultados es

posible inferir que la exposicién de la DA a la luz y la presencia de oxigeno influyen
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sobre el comportamiento espectrofotométrico de la DA. Los experimentos realizados a
pH 3.0 y 9.0 mostraron que la magnitud de la absorbancia es mayor cuando el sistema
estd en presencia de oxigeno. Hay que resaltar que la DA evoluciona en solucion, y que
cuando el pH se incrementa se presenta un efecto batocrémico, desplazando la banda de
absorcion de 280 nm, ademas aparece una nueva banda en 435nm. Para valores
cercanos a pH 12, y aun cuando el sistema no esta expuesto a la luz y en atmosfera de

nitrégeno la DA permanece estable s6lo en los primeros minutos.

A partir de los resultados obtenidos, se encontr6 que factores como el oxigeno, la luz y
el tiempo de analisis son determinantes en la evolucion de la DA, por lo que, para la
determinacion de las constantes de acidez es necesario llevar a cabo el anélisis punto
por punto, donde se controlan los factores antes mencionados y asi se asegura que los
cambios que sufre la molécula observados espectralmente, sean Unicamente debido al

cambio en el pH y no estén asociados con la formacidn de otras especies de DA.

3.7. Determinacion de las constantes de acidez de la DA por analisis punto por

punto

La determinacion de las constantes se llevo a cabo usando el analisis punto por punto,
éste consiste en la preparacion de soluciones frescas de DA para cada experimento a
cada valor de pH. Para este estudio se utilizd el amortiguador de fosfatos y se mantuvo
la fuerza idnica constante. Dado que el estudio previo mostré que la luz y el oxigeno
afectan la estabilidad de la DA, el sistema estudiado fue protegido de estos agentes, el
intervalo de pH fue de pH 2.0 a 12.9, debido a que el valor de la tercer constante se
encuentra alrededor de pH 12.0, por esta razén y considerando que la DA a este pH
permanece estable durante 4 min, fue necesario disefiar un método experimental que
permitiera realizar la medicion en el tiempo donde la DA es estable, para poder llevar a
cabo lo anterior, se acopld un sistema analisis en flujo continuo (FIA), los espectros
fueron corridos de 200 a 600nm a velocidad de barrido de 1920nm min.”. Para
minimizar el tiempo de muestreo, se llevd un control estricto en cada paso de la
experimentacion, desde el momento en que la solucion de DA esta en contacto con la
solucion de amortiguadora hasta que el espectro es obtenido. El experimento requirio
que la muestra de DA fuera preparada a diferentes valores de pH y correr el especto

para cada valor.
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La familia de espectros obtenidos para este andlisis se muestra en la figura 3.8, en el
intervalo de pH de 2.3 a 12.8. En la zona de pH acido la DA presenta una banda de
absorcion de 279 nm, la cual permanece constante hasta un pH de 7.9, después de este
valor hay un incremento en absorbancia y un desplazamiento batocrémico. A partir de
pH 8.0 aparece un pequefio hombro en 238 nm, el cual evoluciona con el incremento del
pH, hasta llegar a ser una banda bien definida a pH 12.86. Cabe sefialar que no se

presenta ninguna banda en el visible.
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Figura 3.8. Espectros de absorcion de una solucién de DA 2.8x10™ M, a diferentes valores de pH, en
medio de fosfatos, usando el método de analisis punto por punto.

Las constantes de acidez fueron obtenidas usando los espectros del analisis punto por
punto empleando el programa computacional SQUAD [3.9]. La tabla 3.2, muestra los

valores calculados de pKa para la DA.

Tabla 3.2. Constantes de acidez de la DA, obtenidas con el analisis punto por punto.

DA
*pKay (HsDA") 9.046 + 0.1472
*pKa, (H,DA) 10.579 + 0.1479
*pKas (HDA) 12.071 + 0.0690

*Se alimentaron 24 espectros de absorcion cada uno con 50 longitudes de onda al
programa computacional SQUAD, la desviacion estandar fue de 6=4.22x107?, U=1.15x10"

27



Georgina Alarcon Angeles Estudio y Caracterizacion de Dopamina

Haciendo la comparacion del comportamiento espectrofotométrico de la titulacion acido
base con el andlisis punto por punto, es evidente la formacidn de la banda en el visible
ademés del desplazamiento de la linea base cuando se hace la titulacién, lo que no

ocurre con el otro método, esto se ve reflejado en el valor de las constantes.

Es importante mencionar, que el incremento en la desviacion estandar de las constantes
de acidez, obtenidas por el analisis punto por punto, es debido al ruido producido por el

uso de la bomba peristéltica del sistema de analisis en flujo continuo (FIA).

Comparando los valores de las primeras dos constantes obtenidas con el analisis punto
por punto contra las reportadas en la literatura, es claro que existe una equivalencia, con
lo reportado por Gerard [3.7] y Grgas-Kuznar [3.8], quiza debido a que ellos consideran
el efecto de la exposicion a la luz sobre la DA, sin embargo no mencionan el efecto
cinético. La tercer constante presenta una diferencia marcada respecto a la reportada por
Kiss [3.6] Gerard [3.7], esto puede ser atribuido a la pobre estabilidad de la molécula en
esta region de pH, lo que afectaria en el caso de las titulacion. A pesar de que Gerard
controlan el efecto de la luz y la presencia de oxigeno en el sistema, no se control6 el

tiempo de analisis, lo cual podria influir en su célculo.

Con el fin de evidenciar la precision de los célculos, se realizé la simulaciéon de los
espectros experimentales a partir de las constantes de acidez obtenidos, la simulacion se

realizé para diferentes valores de pH (figura 3.9).
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Figura 3.9. Simulacion de los espectros experimentales para diferentes valores de pH, obtenidos a
partir de las constantes de acidez calculadas.

La simulacion mostrd que los espectros tedricos se ajustan a los datos experimentales,
por lo que el modelo quimico y las constantes obtenidas representan correctamente el
comportamiento experimental de la DA.

A partir de las constantes de equilibrio calculadas fue posible hacer el diagrama de
distribucion de especies de DA (figura 3.10).

1.2 4

0.8 - Ny

0.6

Fraccién

= HDA

0.4 4 OH
OH

0.2

Figura 3.10. Diagrama de distribucion de especies de DA en funcién del pH

Después de obtener las constante de acidez de la DA, el siguiente paso es asignar cada
constante a los protones acidos de la molécula, lo que se presenta en el siguiente

capitulo.

3.8. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se pone en evidencia la necesidad del control de
diferentes variables experimentales para la determinacién de las constantes de acidez,
con este hallazgo fue posible calcular las constantes de acidez de DA con la seguridad
de que solo estan involucrados equilibrios acido base, y se elimina la participacion de

productos de descomposicion.
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Asi, los estudios realizados mostraron que la presencia del oxigeno favorece la
oxidacion del neurotransmisor, mientras que la exposicion a la luz afecta la estabilidad
de DA, por lo que ambos factores tienen un efecto importante sobre todo cuando el pH

incrementa.

Lo que sugiere que las determinaciones de las constantes de acidez evaluadas
empleando titulaciones potenciométricas 0 espectrofotométricas pueden no

corresponder a DA, sino a especies quimicas generadas en solucion.
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CAPITULO 4.
MECANISMO DE DESPROTONACION DE LA DA

4.1. Introduccion

Por su valor a nivel bioldgico [4.1], la puesta en practica de los métodos analiticos sobre
la DA, intentan proporcionar mayor certeza en la determinacion de la concentracion de
ésta, por lo que la determinacion se debe basar en la comprensién del comportamiento
quimico de la DA mas clara, por ejemplo en solucion acuosa donde el pH es un factor
importante [4.2-4.5].

Dada la importancia de establecer adecuadamente las estructuras quimicas de la DA a
diferentes valores de pH, varios trabajos han sido publicados los cuales se han enfocado
sobre la determinacidn de las constantes de acidez pKa, tabla 4.1. Estas determinaciones
han sido llevadas a cabo a través de potenciometria acido-base o titulaciones

espectrofotométricas.

Tabla 4.1. Valores de las constantes de acidez de la DA reportadas en la literatura

Referencias pKa; |pKay pKas
Determinacion puntual capitulo 3 9.05 10.58 12.07
Gerard y Chehhal [4.6] 9.05 10.55 12.81
Sedeh y Ohman [4.7] 8.93 10.49 -
Kiss y Martin [4.8] 8.01 12.37 13.7
Kiss y Gergely [4.9] 8.89 10.41 13.1
Kuznar y Weber [4.10] 9.06 10.6 12.05

Como se puede observar la tabla 4.1 muestra diferentes valores de pKa reportados, éstos

pueden ser atribuidos a las condiciones experimentales utilizadas para evaluar las
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constantes. Sin embargo, la determinacion realizada en este trabajo (capitulo 3.) donde
los parametros experimentales han sido controlados sugiere que los valores obtenidos
son debidos, Unicamente al cambio en el pH de la solucién. Partiendo de este
conocimiento es posible construir el diagrama se zonas de predominio (DZP) como una

funcion del pH (figura 4.1).

HDA*  HDA ~ HDA = DAZ
| | | ]

9.05 10.58 12.07 pH

Figura 4.1 DZP de las especies de DA construido a partir de los valores de pKa obtenidos a partir
del analisis punto por punto.

A partir del DZP figura 4.1 se puede notar que existen 4 regiones de pH donde cada
especie de DA en solucion puede predominar. Las especies formadas son la DA
completamente protonada HzDA® o cationica, la especie neutra H,DA, la especie
aniénica HDA™, y la especie completamente desprotonada DAZ".

La estructura molecular de la DA se muestra en la figura 4.2, ésta representa la
molécula completamente protonada, la estructura consta de un grupo catecol y un grupo
amino, HsDA", es la especie presente a pH fisioldgico [4.4], como puede verse en el
DZP (figura 4.1), donde se muestra que la especie aniénica predomina hasta pH = 9.05,
sin embargo cuando el pH incrementa, la pérdida de protones puede seguir diferentes
mecanismos de desprotonacion, lo cual hace complicado la asignacién de las estructuras
con un valor particular de pKa. Cabe resaltar que en la figura 4.2, se muestran también

la numeracion de los carbonos e higrogenos que se utilizaran en este capitulo.

H12
1

HQU : ®1s5
os—~—’
/_@{’C "{LL H22

““OT

Figura 4.2. Representacion esquematica y asignacion de nimeros a los dtomos de la molécula de
H;DA" . Angulos diedros ¢y ¢
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En este sentido Kiss y Martin [4.8] propusieron que la primer desprotonacion ocurre
sobre alguno de los OH del grupo catecol, seguido del grupo amino y finalmente el otro
hidroxilo del catecol. Sin embargo, esta propuesta no aclara, cual de los hidroxilos es el
primero en desprotonarse, permitiendo la posibilidad de dos posibles rutas de
desprotonacion, (esquema 4.1.A y 4.1.B). Entonces la primera desprotonacion puede ser
del OH sobre el C6 (ruta A) o del OH sobre el C5 (ruta B).

Ruta A
HO NH,+ HO NH,+ HO NH, o- NH,
:©/\/ pKa, @/\/ pKa, @/\/ pKa, j©/\/
HO o o o
Ruta B
HO NH_+ 0- NH+ O- NH, O- NH,
:@/\/ pKa, j@/\/ pKa, j@/\/ pKag @/\/

Esquema 4.1. Dos posibles rutas de desprotonacion de acuerdo al mecanismo propuesto por Kiss y
Martin [4.8].

Como se puede observar en el esquema 4.1 el grupo hidroxilo que es desprotonado
primero produce diferentes estructuras quimicas que son factibles durante la
desprotonacidn, estas diferencias quimicas tienen gran importancia a nivel bioldgico, lo
cual implica que es fundamental determinar las estructuras predominantes bajo ciertas

condiciones.

Algunos estudios reportados acerca de los valores de pKa para valores de catecol y la

cadena etilenamina se muestran en la tabla 4.2.

Considerando los valores de la tabla 4.2 y comparandolos con los valores obtenidos
para la DA, se podria concluir que el valor de pKa; = 9.05 y pKaz = 12.07 corresponden
a la desprotonacion de DA de los hidroxilos del catecol, mientras que el pKa, = 10.58
corresponde a la desprotonacion de la etilenamina, lo cual concuerda con la propuesta
de Kiss y Martin [4.8]. Sin embargo no hay evidencia de que el grupo hidroxilo de la

DA libera primero el proton.

33



Georgina Alarcon Angeles Mecanismo de desprotonacion de la DA

Tabla 4.2. Constantes de Acidez del grupo catecol y etilenamina.

Catecol Referencia Etilenamina | Referencia
pKal |pKa; pKay
9.46 |12.52 |Hancocky Orszulik [4.11] 10.61 Porzsolt [4.14]

Manjula 'y Bhattacharya
8.34 |13.66 10.66 Hancock [4.15]
[4.12]

9.25 |13 Balla [4.13] 10.68 Jameson [4.16]

Por otra parte Rajan [4.17], propone que la primera desprotonacion ocurre sobre el
grupo amino, mientras que la segunda y tercer desprotonacion sobre el grupo catecol
(esquema 4.2). Esta propuesta es diferente con respecto a la de Kiss y Martin [4.8], sin
embargo hay que resaltar que tampoco se indica cual de los protones del grupo
hidroxilo se desprotona primero, este hecho da la posibilidad de que la segunda
desprotonacion pueda llevarse a cabo por dos posibles rutas (esquema 4.2), segun la

propuesta de Rajan.

Ruta C

Esquema 4.2. Rutas posibles de desprotonacién propuesto por el mecanismo de Rajan y col. [4.17].

En 1994, Gerard y Chehhal [4.6] asumieron, sin ninguna evidencia tedrica o
experimental, que la primer desprotonacion correspondia al grupo OH, enlazado al C5,

seguido por el grupo amino enlazado al C9, y finalmente la desprotonacion del segundo
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grupo OH del grupo catecol enlazado al C6. Es posible notar que esta secuencia
concuerda con la propuesta por Kiss y Martin [4.8], siguiendo la ruta B en el Esquema
4.1.

Como se puede notar, las rutas de desprotonacion de la DA no son muchas, ademas de
la propuesta de Kiss y Martin, (Esquema 4.1) y la propuesta de Rajan (Esquema 4.2),
solo hay dos posibilidades mas, éstas se presentan en el esquema 4.3. Por lo que en este
trabajo, se consideran todas las posibilidades para decidir, la ruta méas razonable para la

desprotonacion de la DA.

Ruta E
HO NH,+ HO NH,+ o- NH+ o- NH,
:©/\/ pKa, \/@/\/ pKa, @/\/ pKa, j@/\/
P, s —_
HO O (@] (0]
Ruta F

HO NH,+ O- NH,+ O- NH_+ o- NH,
D/\/ pKa, :@/\/ pKa, j©/\/ pKa, j©/\/
s _— _ s
HO HO 0o S
Esquema 4.3. Rutas alternativas de desprotonacién de DA en solucién acuosa.

Es necesario mencionar que los estudios tedricos que se han realizado para tener un
mejor entendimiento del comportamiento de la DA [4.18-4.26], muestran meétodos
obsoletos [4.18-4.21]. La mayoria de los estudios computacionales de DA que se han
desarrollado estan relacionados con propiedades conformacionales en fase gaseosa
[4.23-4.25], y también en presencia de solvente [4.23, 4.25, 4.26] o para alguna de las
especies que resultan del proceso de desprotonacion de DA [4.25].

Sin embargo, hasta el momento no se ha detallado un estudio sobre la estructura
molecular de los isdbmeros resultantes con la pérdida del proton (Esquema 4.1-4.3), y
sus afinidades protonicas, lo cual puede ser directamente relacionada con las

propiedades debido a los cambios del pH.

Con esta consideracion en mente, es importante establecer el orden de desprotonacion

de la DA, de esta forma las estructuras existentes para cada intervalo de pH seran
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determinadas, y con esta informacion se analizaran las posibles interacciones entre la

DAy otro tipo de moléculas tales como compuestos organicos o metales.

Basado en lo anterior, el principal objetivo de este capitulo es encontrar y corroborar el
orden en el cual la DA se desprotona, considerando todas las posibles rutas que pueden
Ilevarse a cabo. Para ello se utiliza la Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD), esto
pensando en que puede ser apropiado para el disefio de calculos tedricos de los
desplazamientos quimicos obtenidos por Nuclear Magnetic Resonance-Gauge Including
Atomic Orbital (NMR-GIAO) y modelando el efecto del solvente con un método
continuo cuyo nombre es Modelo Continuo Polarizable (MCP). Los resultados
obtenidos se corroboran con los obtenidos experimentalmente por andlisis de resonancia

magnética nuclear *C RMN.

4.2. Método Teorico.

Para este estudio se realizaron optimizaciones de geometrias totales y célculos
frecuencias con TFD [4.27], con el funcional Becke3LYP [4.28] y la base 6-311+G(d,p)

en vacio y con efecto del solvente.

Las energias térmicas fueron calculadas (AHgg) para la reaccion de protonacion y la
afinidad protonica (AP) fueron determinadas usando la ecuacion (4.1) [4.29,].

AP = —AH , = AE, + AE (4.1)

term

Donde AE, es la diferencia de las energias totales de las especies a 0 K, mientras que
AEwm incluye la contribucion de la diferencia de energia vibracional, la diferencia de
energia térmica, la diferencia de la energia rotacional y la diferencia de energia
traslacional. El orbital frontera, corresponde al orbital molecular desocupado mas bajo
(LUMO), fue calculado a través de un método semiempirico AM1 [4.30].

Para el céalculo RMN se utilizé el método GIAO (Gauge Including Atomic Orbital)
[4.31] y la base para las optimizaciones 6-311+G(d,p), en el estudio del efecto del

solvente en los espectros tedricos RMN se model6 un continuo de agua con metodo
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MCP [4.32], todo con el programa Gaussian 2003 [4.33] y para la visualizacion de las
moléculas , sus propiedades asi como los espectros teoricos el programa GaussView 3.0
[4.34]. Arhus Lab [4.35] fue usado para calcular y visualizar la densidad de superficie
del LUMO de las diferentes estructuras protonadas de DA. Para los célculos y los
espectros teoricos se uso una computadora Dell Precision 670, 2 CPU Xeon 2.8 GHz,
2Gb RAM, 256 HD y una PC Dell Dimensién 8400, CPU Pentium 4.3 GHz, 1Gb RAM,
128 Gb HD .

4.3. Método Experimental

La solucion stock de DA fue preparada a partir del reactivo grado A R Merck, para el
ajuste del pH se utiliz6 NaOH (Merck 99%) y HCI (Merck 37%). Los espectros de
RMN fueron obtenidos con un espectrémetro Brucker AMX 500 NMR, se utiliz6 agua
deuterada (D.0O) y 2,2-Dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio (DSS), como

solvente, tomando este Ultimo como referencia.

El pH de la solucion fue medido con un electrodo de vidrio combinado (Metrohm).

4.4. Estudio Teorico de la DA

4.4.1 Conféormeros de la DA N-protonada

Se ha demostrado a través de los perfiles AM1, en fase gaseosa o en solucidn acuosa,
AM1-SM1 con AMSOL, que la conformacion con angulo diedro ¢, = 90 (conformacién

perpendicular), son mas estables [4.25].

Analizando las diferentes conformaciones de DA se encontrd que la configuracién
gauche-perpendicular (+60,90) y (-60,90) tienen energias mucho mas pequefias, que las
conformaciones anti-perpendicular (180,90). Sin embargo, cuando se utilizé el modelo
de solvatacion AM1/SM1, se encontré que la conformacién anti-perpendicular da una

contribucion importante a la DA N-protonada [4.25].

La figura 4.3 muestra las geometrias moleculares obtenidas con las optimizaciones TFD
(B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM), de la tres conformaciones de la DA N-protonada, anti,
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gauche y distal perpendicular. Los valores de los angulos diedros fueron obtenidos a

partir de las optimizaciones con TFD.

proximal anti distal
$= 59.07° ¢ = 180.28° ¢ = -61.45°
$= 67.01° $h= 97.43° ¢ = 109.80°

Figura 4.3. TFD (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM) geometrias optimizadas obtenidas a partir del
rétamero mas estable de la DA angulos diedros ¢y ¢.

La tabla 4.3 muestra las energias relativas de los rétameros asi como los valores del
potencial quimico xy la dureza quimica #, calculados con las energias de los orbitales a
la frontera AM1 y MP2 y usando los conceptos de TFD como se describe a

continuacion:

El potencial quimico () y la dureza quimica (7) se definen como:

oE
—| 7= 4.2
: [aNLr) “2
n_{azE}
B 2

ON v(r) (4.3

Donde E es la energia total, N es el nimero total de electrones y v(r) es el potencial

externo generado por el nucleo.
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La aproximacion al infinito permite la definicién de la dureza quimica como:
n=l-A (4.4)
Y el potencial quimico (x):

y;—(IJ;A) (4.5)

Donde | es el potencial de ionizacién y A es la afinidad electronica, de acuerdo a
teorema de Koopman’s las energias del orbital a la frontera estan dados por las

ecuaciones (4.6 )y (4.7)

—&romo = | (46)

—ELUMO = A (47)
Donde 7 corresponde a la diferencia entre las energias del orbital molecular ocupado
mas alto (HOMO) y del orbital molecular mas bajo desocupado (LUMO).

Tabla 4.3.Variacién de las energias totales B3LYP/6-311+G(d,p)/ MCP, el potencial quimico (/) y
la dureza quimica (77), calculados con MP2/ 6-311+g(d,p) y nivel AM1 para los rotimeros de la

DA.

Rotameros | AE (kcal/mol) u (eV) 1(ev)

B3LYP/6-311+g(d,p)/ | MP2/  6- MP2/  6-

AM1 AM1

MCP 311+g(d,p) 311+g(d,p)
Anti -0.26 -7.03 -7.94 8.44 7.31
Distal -0.09 -7.11 -8.04 9.03 7.79
proximal 0 -7.08 -8.04 9.03 7.82

Estos resultados muestran que la energia mas baja corresponde al rotamero anti. A partir
de los resultados, es posible concluir que el rotdmero anti, es la estructura mas estable,
lo cual concuerda con resultados previamente reportados [4.23,4.25]. Una vez que se ha
optimizado la geometria de la DA N-protonada (figura 1.1.4), el estudio tedrico se
llevar4 a cabo para determinar el orden de desprotonaciéon de la DA, siguiendo el
criterio de afinidad proténica (AP), las especies mas estables, la carga atdémica
(Mulliken), la distancia de enlace y la densidad de superficie LUMO.
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Figura 4.4. Geometria minima energia (B3LYP/6-311+G(d,p)/ MCP) de la DA
N-protonada (anti).

4.4.2. Estudio tedrico del orden de desprotonacion de la DA N-protonada.

Con el fin de analizar el orden de desprotonacion de la DA, se realizaron los siguientes
calculos para su diferentes especies quimicas mostradas en los esquemas 4.1-4.3. Los
calculos se hicieron para todas las especies que se muestran en la figura 4.5, usando el
mismo nivel de célculo que se uso para el estudios de la DA N protonada. Es importante
resaltar que para este estudio se uso la geometria optimizado del rotamero anti,

considerando el efecto del solvente.

HO

HsDA"
HO:©/\/NH2 O:©/\/NH3+ Hoj©/\/NHS+
HO HO o
H2DA-I H.DA-II H.DA-I1I
o (0] HO
HDA -l HDA -l HDA ™ -l

onA/NHZ
o
DA*

Figura 4.5. Especies involucradas durante la desprotonacion de la DA N-protonada (H;DA™).
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Como puede observarse en la figura 4.5, después de la primera y segunda
desprotonacién las especies resultantes seran H,DA y HDA  respectivamente, para cada
una de ellas pueden existir tres isomeros H,DA-1, H,DA-II, H,DA-1II para H,DA y
HDA -I, HDA -1I, HDA -Ill para HDA .

Las geometrias totales optimizadas y el anélisis de frecuencias para las ochos posibles
especies de la figura 4.5, seran discutidos en la siguiente seccion, sin embargo es
importante notar que en las rutas de la desprotonacion de la DA existe la posibilidad de
interconversion entre las especies H,DA-Il 'y H,DA-III asi como HDA -1 y HDA -IlI,
esto es posible considerando las reacciones 4.8 y 4.9 respectivamente.

H,DA-1I H,DA-II (4.8)
&

HDA —1  HDA —1II (4.9)
(—

A continuacion se analizaran las rutas de desprotonacién de la DA totalmente protonada
(HsDA™), tomando en cuenta la posibilidad de interconversion entre los dos isomeros
que pueden contener cada especie que contiene una desprotonacion del grupo catecol,
esto puede resultar en la intercepcion de las diferentes rutas considerando las A con B,

CconDyEconF.

4.4.3 Afinidad protonica (AP) y estabilidad relativa de isomeros

La tabla 4.4 muestra la afinidad protonica de los tres isomeros (H:DA-I, H,DA-I1 y
H,DA-III) correspondientes a las tres diferentes posibilidades para la primera
desprotonacion de la DA H3DA™ (ver figura 4.5). En la tabla 4.4 y 4.5 es posible notar
que las especies con baja afinidad protonica y energia molecular relativa es H,DA-I.
Consecuentemente esto indica que la molécula mas probable formada después de la
primer desprotonacion de HzDA" puede ser H,DA-I, con lo cual las rutas A, B, Ey F
son energéticamente menos favorables, que las rutas D y C, y la reaccion 8 no es
posible. Asi que estas dos rutas de desprotonacion (D y C) son las mas viables que
puede seguir la DA.
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Tabla 4.4. Afinidad proténica (AP) de las especies neutras H,DA-I, H,DA-II y H,DA-III, calculadas
por B3LYP/6-311+G(d,p)/ MCP de acuerdo a la ecuacion (1).

AP (B3LYP/6-311 AAP (B3LYP/6-311
+G(d,p)/ PCM) (kcal/mol) | +G(d,p)/ PCM) (kcal/mol)

H.DA-l + H — HDA® | 283.644 0

HDA-Il + H — H;DA® | 294.749 11.105

H.DA-IIl + H > H,DA" | 291.328 7.684

Tabla 4.5. Energias moleculares relativas (AE) (B3LYP/6-311+G(d,p)/ MCP) de los diferentes
isomeros formados de la desprotonacion de H;DA": H,DA-I, H,DA-II, H,DA-III.

Energias moleculares relativas (AE) (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM) (kcal/mol)

HoDA-I

H.DA-II

H.DA-III

-10.12

-3.63

Con el fin de identificar cual es la ruta mas favorable entre D o C, se analiz6 la afinidad

protonica y las energias moleculares relativas de las moléculas involucradas durante la

desprotonacién de H,DA-I. En las tablas 4.6 y 4.7 es notorio que la HDA -I tiene

energia molecular relativa y afinidad protonica mas baja que HDA -Ill, asi la ruta D

corresponde a la ruta con las especies de energia mas baja. Es importante resaltar que la

interconversion entre HDA -1 y HDA -l (reaccion 4.9) es energéticamente no

favorable pues el valor esta cerca de 3.6 kcal (ver tabla 4.5).

Tabla 4.6. Afinidad protonica (AP) de las especies HDA -1 y HDA™ -II1, para formar H,DA-I,
calculadas por B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM de acuerdo a la ecuacion (1).

PA (B3LYP/6-311+G(d,p)/ | APA (B3LYP/6-311+G(d,p)/
PCM)/(kcal/mol) PCM)/(kcal/mol)

HDA -1 + H" —» H,DA-I 288.722 0

HDA™ -1l + H" — H,DA-1 | 292.050 3.328
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Tabla 4.7. Energias moleculares relativas (AE) (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM) de los diferentes
isomeros involucrados durante de la desprotonacion de H,DA-I, de acuerdo a la ruta C (HDA -I1I)
y D (HDA -D).

Energia molecular relativa (AE) (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM) (kcal/mol)

HDA -I HDA -1lI

-3.571 0

Si se analiza la afinidad proténica de la DA completamente desprotonada (DA%) (ver
Tabla 4.8), se tiene que la ruta D es la méas estable. Cabe mencionar que las
interconversiones de especies de intermediarios durante el proceso no son
energéticamente favorables, por otra parte la diferencia entre las especies HDA -l y
HDA -1l no son consideradas suficientemente grandes como para abandonar la idea de
la interconversién (ver reaccion 4.9) si esto pasara las rutas D y C pueden coincidir.

Tabla 4.8. Afinidades proténicas (PA) de DA” para formar HDA -1 o HDA™-III calculadas por
B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM de acuerdo con la ecuacién (1).

PA (B3LYP/6-311+G(d,p)/ | PA (B3LYP/6-311+G(d,p)/
PCM) PCM)
(kcal/mol) (kcal/mol)

DA* + H* - HDA -l | 308.333 0

DAZ + H" — HDA™-III | 305.005 3.328

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos a partir de los parametros
termodinamicos como PA vy las energias relativas, se analiza en la siguiente seccion la
labilidad de los enlaces quimicos asociados con los protones acidos en la molécula de
DA a través de las cargas de Mulliken, las distancias de enlace y las densidades de

superficie molecular LUMO.

4.4.4 Carga Atomica (Mulliken) y distancias de enlace interatomicas

La tabla 4.9 muestra las cargas de atomicas de Mulliken (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM),
correspondientes a los &tomos H asociados con el grupo amino (H21,H22 y H23) y con
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los 4tomos asociados al grupo catecol (H19 y H20) de la HsDA"). En la Tabla 4.9 es
posible apreciar que los valores mas positivos de las cargas Mulliken corresponde a los
atomos de hidrégeno del grupo amino, lo cual indica que dichos 4&tomos pueden se los
primeros en perderse durante la primer desprotonacion, esto se confirma con los datos
de la Tabla 4.10, relacionados con las distancias de enlace de atomos de hidrdgeno

asociados con la primer desprotonacion.

Tabla 4.9. Cargas atémicas de Mulliken (B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM) de la DA N-protonada

(H;DA"Y)
Cargas atomicas de Mulliken
(B3LYP/6-311+G(d,p)/PCM
HsDA®

H19 0.330

H20 0.353

H21 0.374

H22 0.364

H23 0.364

Tabla 4.10. Distancias de enlace (A) B3LYP/6-311+G(d,p)/PCMof the N-protonada DA (H;DA")

Distancias de enlace (A) B3LYP/6-
311+G(d,p)/PCM
HsDA"

0O7-H19 0.977

08-H20 0.983

N11-H21 1.032

N11-H22 1.033

N11-H23 1.033
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Este andlisis corrobora la idea de que el proceso de desprotonacion de la DA N-

protonada (HsDA") inicia con la siguiente reacciones (4.10):

HO NH,+ HO NH,
j@/\/ pKa, j@/\/ -
HO HO (4.10)

Lo cual corresponde a la primera reaccion descrita en el esquema 4.2 para la ruta C o D.
4.4.5 Densidad de superficie del orbital molecular desocupado mas bajo LUMO

La figura 4.6 muestra el orbital molecular (LUMO) de HsDA", H,DA-1 y HDA™ 1. Se
sabe que sobre una molécula, la localizacién de la densidad de LUMO esta asociada con

los sitios més favorables que pueden sufrir una sustitucién nucleofilica [4.36, 4.37].

En la figura 4.6 (a) se puede observar que la HsDA", los coeficientes moleculares mas
altos para el LUMO se localizan en el grupo amino. Lo que indica que es el sitio mas
probable para la pérdida del proton, por tanto, la desprotonacion se lleva a cabo
siguiendo la reaccion (4.10), esto concuerda con los resultados obtenidos del calculos de

PA'y las energias relativas, las cargas de Mulliken y las distancias de enlace.

(@) (b)

(©

Figura 4.6. Densidad de superficie del LUMO (AM]1) para la H;DA" (a), H,DA-I (b) y HDA ™ -I (c).
Valor de Isodensidad 0.05 a.u.
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Considerando que la primer desprotonacion se lleva a cabo sobre el grupo amino, se
calculo la densidad del LUMO (figura 4.6(b)) para la especie H,DA-1, donde es posible
apreciar que la densidad se encuentra localizada sobre el O8 y el anillo aromatico,
analizando la acidez de la DA y la distribucién de densidad, se descarta el efecto sobre
el anillo pues no es viable una sustitucion nucleofilica sobre el anillo aromético. Y por
otra parte, de los dos protones acidos que quedan, el mas favorable a perder es el H20,
ver la reaccion (4.11). Una vez que la DA ha perdido los protones H20 y H21, el ultimo
proton que se pierde es el H19 (reaccion 4.12), esto concuerda con la densidad del
LUMO localizada sobre el &tomo O7 (figura 4.6¢).

HO NH, HO NH,
j@/\/ pKa, j@/\/ + e
HO o (4.12)
Hoj©/\/NH2 pKa3 O\/©/\/NH2 + e
o S (4.12)

A partir de los resultados obtenidos a través de los diversos parametros Teoricos
estudiados es posible concluir que la desprotonacién de la DA ocurre como se indica en
la figura 4.7. Esto es, la desprotonacion se lleva a cabo primero sobre el grupo amino
NH3", después sobre el hidroxilo enlazado al C6 y finalmente sobre el hidroxilo
enlazado a C5. Con el fin de tener mayor certeza sobre el orden de desprotonacion de la

DA, se realizaron experimentos RMN

H3:DA" H.DA-I HDA -I DA*

Figura 4.7. Especies de DA involucradas en la desprotonacion. Se muestran las estructuras
moleculares con la geometria de minima energia.
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4.5 Estudio Experimental RMN

Los espectros RMN experimentales fueron tomados para dos valores de pH 5.1 y 9.6,
En estas condiciones la DA se encuentra como HzDA™ y H,DA respectivamente, (ver
figura 4.1). El espectro *3C para DA a pH 5.1 se muestra en la figura 4.8.

< S
()]
3 g 9 8 ©
o
qoSS vg
~ o N <
(90] cmn o™
N <
—
O
O
Lo
3 O
©
S
¢S -
HH
|"”7 T 1 L ﬁi =T - ‘}
160 140 120 100 80 60 40 20 0

ppm

Figura 4.8. Espectro RMN BC de DA en D,0 a pH 5.1.

Los desplazamientos quimicos de los &tomos de carbono del espectro de RMN, fueron
obtenidos para diferentes valores de pH, estos se muestran en la Tabla 4.11,
considerando la misma asignacion de numeros a los &tomos en la molécula como en la

figura 4.2.
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Tabla 4.11. Desplazamientos quimicos experimentales en ppm de los Atomos de carbono en la DA a
diferentes valores de pH, obtenidos de los espectros *C RMN.

Carbono pH=5.1 pH=9.6
HsDA ™ H.DA
1 123.74 121.87
2 119.03 118.65
3 131.76 130.69
4 119.03 119.22
5 146.71 150.52
6 145.52 148.68
9 43.24 43.65
10 34.56 35.23

Considerando estos valores y con el fin de corroborar el orden de desprotonacion

obtenido a través el estudio tedrico, se hace una comparacién entre los datos

experimentales y los datos obtenidos con los espectros **C RMN teéricos.
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Para ello se calcularon los SCF GIAO Magnetic Shielding Tensor a nivel B3LYP/6-
311+G(d,p) en un célculo “single point” con las geometrias de minima energia
obtenidas para las distintas etapas de la desprotonacion calculadas también a nivel TFD
con el mismo funcional y base, considerando el efecto del solvente y un continuo de
agua a través del meétodo PCM. Los desplazamientos quimicos fueron referidos a TMS
como se indicO previamente con esto se crea el espectro de RMN y se obtienen los
desplazamientos para todas las moléculas. La figura 4.9 muestra una comparacion de
todos los desplazamientos de los carbonos de la HsDA™ obtenidos experimental y

tedricamente.

200
180 -
160 - .
140 - N ¢
1201 ® o ®
ppm
100 -
80 -
60 -
*
40 A S
20 1
0 1 1 1 f 1
0 2 4 6 8 10 12
Carbono

Figura 4.9. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes las
especies H;DA: () teorico (TMS-B3LYP/6-311+G(d,p) -GIAO) (O) experimentales.

Como puede observarse en la figura 4.9 tanto los datos experimentales como los
tedricos quedan traslapados para cada carbono de la molécula, este comportamiento
indica que el calculo utilizado para la especie quimica H3D" concuerda con los datos

experimentales de la DA a este pH.

Para la especie H,DA se utilizan los resultados de los desplazamientos experimentales
(tabla 4.11) y se comparan con los calculados tedricamente de las tres posibles especies
quimicas H,DA-I, H,DA-I1 'y H,DA-III (figura 4.7). En la figura 4.10 se muestra esta

comparacion.
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Figura 4.10. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos de las diferentes
especies de H,DA, experimental (o) y teoricos TMS-B3LYP/6-311+G(d,p) -GIAO) (*) H2DA-I, (0)
H2DA-I1y (A) H2DA-III
El andlisis de los datos (Figura 4.10) muestra que la informacion experimental es
representada de mejor manera por los desplazamientos quimicos de la especie H,DA-II
obtenidos tedricamente. Si se observan los desplazamientos quimicos obtenidos en los
C5 y C6 los cuales se encuentran ligados a los hidroxilos directamente, concuerdan
idénticamente. Sin embargo, los correspondientes a las moléculas H,DA-11'y H,DA-III
se separan mas del comportamiento experimental. Por lo que el orden de desprotonacién

se lleva a cabo de acuerdo siguiendo la ruta D (ver esquema 4.2 y figura 4.7).

4.6.Conclusiones.

Con base a los parametros tedricos obtenidos: afinidad protdnica, estabilidad energética
de los conférmeros, la distribucion del LUMO, las cargas de Mulliken y las distancias
de enlace fue posible proponer el orden de desprotonacion de la DA. EI mecanismo
propuesto se corrobord experimentalmente, con el buen ajuste entre los datos de los
desplazamientos quimicos tedricos con los obtenidos experimentalmente, lo que
significa que el célculo representa el comportamiento experimental.

En el siguiente capitulo se estudia el comportamiento electroquimico de la DA, sobre un
electrodo de carbon vitreo, por voltamperometria ciclica para caracterizar su

comportamiento y por amperometria para hacer la determinacion cuantitativa.
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CAPITULO5

EFECTO DEL DODECILSULFATO DE SODIO SOBRE EL
COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DE DA

5.1. Introduccién

La DA, es un neurotransmisor que tiene un papel importante en el sistema nervioso
central, el cual cuando se encuentra en concentraciones bajas produce enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimaer, y Parkinson [5.1, 5.2], entre otras, Por lo que es
esencial realizar la determinacion de DA en fluidos extracelulares, algunas técnicas
analiticas como cromatografia de liquidos acoplado a detectores electroquimicos [5.3-5.5]

facilitan esta determinacion.

Sin embargo, es comin que la mayoria de las muestras sujetas a analisis contengan acido
ascorbico, en concentraciones tales que éste sea problema como interferente, ya que las
sefiales electroquimicas individuales se traslapan, debido a que sus potenciales de

oxidacién son muy cercanos.

Ante esta situacion se han desarrollado diversos estudios para la determinacion de DA en
presencia de AA, por técnicas voltamperométricas como voltamperometria ciclica, VC, y
diferencial de pulso VDP, usando electrodos modificados selectivos a una especie
electroactiva especifica, estas modificaciones se han hecho con moléculas como los
surfactantes cloruro de cetilpiridina, bromuro de cetilmetilamonio entre otros [5.6-21].
Wen y col. [5.7], han estudiado las ventajas de la formacion de micelas de los
surfactantes como el dodecilsulfato de sodio, SDS, sobre un electrodo de carbon vitreo
para la determinacion de DA. Esto es debido a la adsorcion del surfactante sobre el
electrodo y la solubilizacion de las especies electroactivas en agregados micelares, los
cuales podrian apropiadamente inducir a cambios en el potencial de oxidacion, los
coeficientes de transferencia de carga y los coeficientes de difusion de los procesos que
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se llevan a cabo en la superficie del electrodo [5.7]. Ademas el SDS ha sido usado para la
determinacion de algunos compuestos biol6gicos como adrenalina, &cido Urico y guanina
[5.22]. Recientemente Zheng y Zhou [5.23] han propuesto el uso de electrodos
modificados con SDS, formados por la preadsorcion del SDS para determinar
selectivamente DA en presencia de &cido ascorbico. Considerando lo antes mencionado,
en este capitulo se analiza la influencia de la concentracion de SDS sobre el
comportamiento electroquimico de la oxidacion de DA cuando ambos SDS y DA se
encuentran presentes en solucién, y se hace la determinacion selectiva de DA en

presencia de AA aprovechando las ventajas que ofrecen los surfactantes.

5.2. Método Experimental

5.2.1. Reactivos

5.2.2. Instrumentacion

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos de grado analitico de la marca
Merck y con agua desionizada tipo 1 con resistividad de 18.2 MQ, libre de materia
orgénica, obtenida del equipo US Filter PURE- LAB Plus UV. El pH fue ajustado a pH
2.1 con HCI de Merck. Las soluciones fueron burbujeadas con nitrégeno y preparadas
frescas para cada determinacion. También se protegieron de la luz durante toda la

experimentacion.

Las determinaciones fueron llevadas a cabo con un equipo BAS 100W, se utiliz6 una
celda tipica de tres electrodos, se empled un electrodo de pasta de carbon, EPC, como
electrodo de trabajo, éste fue preparado de manera usual mezclando polvo de grafito
Johnson Matthey 1 um, 99.9%, con nujol, como lo indica Ramirez-Silva y col [5.24,5.
25]. Un alambre de platino (BAS MW-1032) fue usado como contraelectrodo, mientras
gue como electrodo de referencia se utilizd Ag/AgCl (BAS MF-2052), al cual todos los
potenciales estan referidos en este trabajo, los experimentos de la macroelectrélisis se

realizaron con una malla de Pt como electrodo de trabajo.
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Las lecturas de pH fueron hechas en el intervalo de 0-14 con un potencidmetro
TACUSSEL LP y un electrodo de vidrio CORNING, la cromatografia de liquidos de alta
resolucion fue llevada a cabo con un sistema Spectra System SCM 1000 Thermo
Separation Products, con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos, se utilizd una
columna Grom-sil 120, ODS-5ST 5 um, 250 mm, con 4mm de didmetro interno. La fase
movil fue amortiguador de fosfatos pH 3.0, ademas se utilizé un detector amperométrico
de BAS Intruments.

5.2.3. Procedimiento

El comportamiento electroquimico de DA fue estudiado por CV en un sistema EPC /
NaCl 0.01 M, x M SDS donde x € {0, 0.075, 0.5, 5 mM}, manteniendo una atmosfera de
nitrégeno y controlando la temperatura en 25°C. Los VC fueron corridos en la ventana de
potencial de -600 a 1000 mV aplicando diferentes velocidades de barrido 10, 100 mVs™.

En todos los casos el barrido se inicié en el potencial de corriente nula (Ei=o).

Los experimentos de la macroelectrdlisis fueron hechos aplicando diferentes potenciales
de oxidacion dependiendo de la concentracion de SDS, para tener la misma densidad de
corriente para cada solucion durante 5 min. Después de esta electrolisis, se tomo 20uL de
la solucidn y se inyecto al cromatdgrafo, la deteccion se hizo por espectroscopia y
amperometria, para lo cual se impuso una longitud de onda de 480 nm donde la absorcion
de la DA es nula y un potencial (E = 315 mV) el cual se encuentra en la zona de
reduccion de la DA.

La tension interfacial y fue evaluada a partir de los graficos de tiempo vs potencial
usando una celda BAS CGM, para lo cual se emple6 un electrodo de gota de mercurio
(EGM) con un capilar de 1.59 mm de didmetro interno y flujo de 4.36 X 10° Kg s™ con
un tiempo de goteo de 3 s.
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5.3. Resultados y discusion.
5.3.1. Procesos de oxidacion y reduccion de DA en ausencia de SDS.

La figura 5.1 muestra el comportamiento tipico de la DA 2.5x10“ M en el sistema
EPC/HCI0.01 M (pH 2.10), (Ei=o = 304 mV) en el sentido positivo, cuando la DA no se
encuentra en el sistema, linea solida, no hay ningun pico en este intervalo. En presencia
de DA un pico de oxidacion es observado en el potencial, Ep, 589 mV, lo cual

corresponde al siguiente mecanismo de reaccion:

+ 2e + 2H

(R5.3)
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Figura 5.1. Voltamperogramas ciclicos EPC /NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10) para dos diferentes
concentraciones de DA: 0 (—) y 2.5x10 M (---). En ambos casos el barrido de potencial se inici6 en el
potencial de corriente nula en sentido positivo a velocidad de barrido de 100 mV s™.

La mayoria de los estudios sobre la oxidacion de la DA han asociado este proceso con la
reaccién R 5.3 [5.15, 5.23, 5.30-5.35] para formar dopaminoquinona, sin embargo hay
algunos estudios que sugieren que la oxidacion de la DA ocurre a través de las reacciones
(R5.1) y (R5.2) considerando que la formacion de la semiquinona puede ser estabilizada
[5.7, 5.35-5.37].

Estudios recientes sobre la oxidacion electrogquimica de la DA muestran el uso de
electrodos modificados con polimeros [5.35], monocapas ensambladas [5.36] o agregados
micelares [5.7]. Es importante mencionar que algunos autores proponen un mecanismo
electroquimico quimico (EC) para la oxidacion de la DA donde la reaccion
electroquimica esta dada por (R5.3) y la reaccion quimica (C), corresponde a la reaccion
descrita en R5.4, para formar leucodopacromo formado a partir de la ciclizacion de la DA
(R5.5) para formar aminocromo a partir de la dopaminoquinona [5.7]
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(R5.4)

(R5.5)

Otro mecanismo asociado con la oxidacion de la DA involucra un mecanismo ECE donde
la primer reaccion electroquimica corresponde a R5.3, la reaccion quimica a R5.4. y la

segunda reaccion electroquimica a R5.6. [5.31]

H H
H
w© ©
> - +
ho< 2ec + 2H
0 N o N
i HH FH
H H

Recientemente Li [5.38], propuso un mecanismo de oxidacion de DA en solucion acuosa

(R .6)

mas complejo (pH > 3.86) se trata de (ECECEE), el cual incluye ademas la isomerizacion
(R5.8) y oxidacion del producto de la ciclizacion (R5.8), permitiendo el crecimiento de la
pelicula. Es claro que el pH juega un papel importante sobre todas la reacciones para

establecer cual es el mecanismo mas probable que sigue la oxidacion de DA.

H
H
-
. \_
%
N
I \
H H H

(R5.7)
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2e + 2H*

(R5.8)

Por otra parte durante la inversion de barrido de potencial se observé un pico de
reduccion (Epc) enl71 mV, asi que la diferencia entre los potenciales (AE = Epa-Epc) fue
418 mV este valor fue mucho mayor que el esperado, 58 mV para n = un electrén o 60
mV/n para transferencia de electrones multiples, para sistemas reversibles. [5.26-5.29,
5.40].

En figura 5.2 se presenta la familia de VVC obtenidos en el sistema EPC / HCI 0.01 M (pH
2.1), DA 2.5x10” M a diferentes velocidades de barrido. A partir de esta figura fue
posible obtener la informacion de la tabla 5.1 donde se observa la influencia de la
velocidad de barrido sobre los parametros voltamperométricos.

80

i/ uA

-500 -300 -100 100 300 500 700 900
E/ mV

Figura 5.2. Familia de VCs en el sistema EPC / NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10), DA 2.5x10* M a
diferentes valores de velocidad de barrido.

La variacion AE con la velocidad de barrido se muestra en la tabla 5.1, donde se puede

concluir, en este caso que la oxidacién electroquimica de la DA es un proceso
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cuasireversible, donde el trasporte de masa esta controlado por la difusién, figura 5.3. Sin
embargo, el comportamiento de la relacion entre los picos |ipc/ipal puede indicar la
presencia de una reaccidn quimica acoplada. Si esto es asi, existiria la posibilidad de que
esta reaccion quimica esté directamente relacionada con (R5.9). Sin embargo, de acuerdo
a Gosser [5.40], quien describe el diagrama de zonas para el mecanismo EC , ver figura
2-15 en la referencia [5.40], este caso podria corresponder a un mecanismo EC donde la

cinética electroguimica y electrédica son lentas.

Con el fin de sustentar la conclusidén sobre la reaccién electroguimica, se analizé la
variacion del potencial de pico como una funcion de la velocidad de barrido, figura 5.4,
donde el pico anddico y catddico dependen linealmente sobre el logaritmo de la velocidad
de barrido la cual se puede predecir por la ecuaciéon 5.1 y 5.3 propuesta por Aoki [5.41].

|
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Figura 5.3. Variacion del corriente de pico anddico, iy, en funcion de (a) vy (b) v en el sistema

EPC /NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10), DA 2.5x10™ M. los circulos corresponde a los datos
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Tabla 5.1. Variacion de los parametros voltamperométricos como funcion de la velocidad de
barrido (v) correspondientes a los VC mostrados en la figura 5.2.

V/imVst  Ep/mV Ep/mV EpEpc/ mV ipa/ LA ipe LA lioe/ipal
1000 629 121 508 65.44 -33.73 0.52
500 609 131 478 44.96 -21.32 0.47
350 599 141 468 38.83 -19.58 0.50
150 569 151 448 24.50 -11.78 0.48
50 579 181 388 15.04 -7.114 0.47
10 539 241 298 6.87 -2.823 0.41

0.70
0.60 T @/@/@/@/M
0.50 +
> 040 +
w 0.30 +
0.20 +
0.10 +
0.00 ‘ ‘ ‘
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
In(v)

Figura 5.4. Relacion entre el potencial del pico E, anddico (O) y catddico (@), y la velocidad de
barrido In v, obtenidos de los VCs en la figura 5.2. Las lineas son el resultado del ajuste lineal.

1/2
Ep. = E°+ m[0.78+ In( o ]—O.Sln m}+0.5mlnv (5.1)
k
RT
m=r———5 5.2
[(1-a)nF] (52)
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1/2
Ep = E° —m'{0.78+ In(tl)(0 j—O.SIn m}—O.Sm'Inv (5.3)
oo RT (5.4)
[omF]

Donde E° es el potencial formal de DA ((Epa + Epc)/2) = 0.39 V, D es el coeficiente de
difusion, k° es la constante de velocidad heterogénea, « es el coeficiente de energia de
transferencia y n es el niUmero de electrones transferidos durante la reaccion heterogénea.
R, T y F son las constantes de gas universal, temperatura absoluta y la constante de
Faraday, respectivamente. A partir de la pendiente y la interseccion de la linea recta, en
la figura 5.4 y usando el valor reportado del coeficiente de difusién DA, 4.15 x 10° cm®s
1 [5.36], el valor de k° fue calculado como 0.0029 y 0.0038 cms™, para la parte anédica y
catédica; el valor promedio es 0.0034 cms™. Este valor indica que a la velocidad de
barrido considerada, el proceso de oxidacion-reduccion DA es cuasireversible. Ademas
de la variacion de la corriente de pico catddico (ips) como funcion del E-E?, ver figura
5.5, y la ecuacion (5.5) [5.29], es posible estimar el valor del coeficiente de transferencia
de energia , «, el cual en este caso fue de 0.47, usando éste valor de «, en la ecuacion
(5.2) y (5.4) y con la pendiente de las lineas en la figura 5.4, se puede estimar el nimero
de electrones involucrados durante la oxidacion y reduccion de la DA, como 0.93 y 0.95
respectivamente. A partir de este resultado es posible concluir que la oxidacién DA

ocurre a través de la reaccion R5.1.

i, =0.227FAC k® exp|-of (E, —E°)| (5.5)

Donde A es el 4rea del electrodo, C, es la concentracion de la DA, f = F/IRT
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Figura 5.5. Variacién experimental de las corrientes de pico en funcién de variacion Ep—EO (puntos)
para cada proceso anddico (a) y catodico (b). Las lineas corresponden al ajuste lineal de los datos
experimentales (@) Iniy,= 18.12(Ep, - E°) - 14.66 y (b) Inip= 18.97 (Ep.- E°) - 15.6.

H
H
H + H*
o N
1 \H
H H (R5.9)

5.3.2. Proceso de oxidacion-reduccion de DA en presencia de SDS.

Dada la naturaleza anfifilica de las moléculas de SDS, éste puede formar en solucion
agregados llamados micelas. Donde la concentracion micelar critica (CMC) determina la
concentracion (C) donde un surfactante presente en solucién tiende a formar micelas (C >
CMC) o donde se encuentran principalmente como mondmeros (C < CMC) [5.42]. Por lo
gue es importante determinar este valor. Un método para determinar CMC consiste en
medir la variacion de la tension interfacial (y) como una funcién de [SDS] (figura 5.6). A
partir de esta figura fue posible establecer la concentracion micelar critica que para este

sistema corresponde a 1.38 mM.
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Figura 5.6. Variacion de la tension interfacial (O) con el logaritmo de la concentracién del
surfactante en el sistema Hg / NaClg) 0.1 M, SDS(5q) X M.

5.3.2.1 Electroactividad del SDS

La figura 5.7 muestra el comportamiento electroquimico en el sistema EPC / NaCl 0.1 M,
HCI 0.01M (pH 2.10) con diferentes concentraciones de SDS en un intervalo alrededor de
la CMC experimental obtenida. En esta figura es posible observar que el SDS no es una
especie electroactiva, especialmente para [SDS] < CMC. Sin embargo para valores

[SDS] mayores a CMC, se observa actividad particularmente en la zona anddica.
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Figura 5.7. VC del sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10) con diferentes concentraciones
de SDS (a) 0.075, (b) 0.5y (c) 5 mM a velocidad de barrido de 100 mV s™.

Con el fin de verificar si el SDS producia interferencias con la DA particularmente en
concentraciones mayores a la CMC, se obtuvo el VC en el sistema EPC/ NaCl 0.1 M,
HCI 0.01 M (pH 2.10) de SDS 5mM con y sin DA (figura 5.8), a partir de esta figura es
posible notar que la sefial del SDS no interfiere sobre el pico catédico y anddico de la
DA, sin embargo, se nota claramente que AE de los picos de la DA disminuye y que las

corriente de pico anddica y catddica incrementan.
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Figura 5.8. VC en el sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10), a SDS 5 mM, para diferentes
concentraciones de DA: 0 (—) y 2.5x10* M (—). En ambos casos la velocidad de barrido fue de 40
mV s™.
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5.3.2.2 Efecto del [SDS] sobre el comportamiento voltamperomeétrico de DA

La figura 5.9 muestra la familia de VCs en el sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH
2.10), DA 2.5x10* M con diferentes [SDS]. La tabla 5.2 resume los pardmetros
voltamperométricos generados de los graficos de la figura 5.9, note que cuando [SDS]
incrementa en el sistema, el AE disminuye drasticamente, mientras que la relacion -i,¢ /
Ipa tiende a la unidad. Cuando [SDS] < CMC (0 — 0.5 mM) el comportamiento
electroquimico cambia de un sistema cuasirreversible a uno reversible, sin embargo
cuando se tiene [SDS] > CMC (5 mM) el sistema corresponde a un sistema controlado
por adsorcién. Con el fin de corroborar esta posibilidad experimental se obtuvieron los
VCs a diferentes velocidades de barrido (figura 5.10), a partir de este estudio se obtuvo la
amplitud de pico a media altura (Erwnr) tabla 5.3 y la ipa (figura 5.11), en todos los casos
se espera que la variacion de estos parametros sea en funcién de v, donde la adsorcién de

las especies electroactivas se favorece [5.29, 5.40].
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Figura 5.9. VC en el sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HC1 0.01 M (pH 2.10), a SDS 5 mM, DA 2.5 x 10* M

con diferentes concentraciones de SDS indicadas en la figura en mM en todos los casos la velocidad
de barrido fue 40 mV s™.

I/ uA
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Tabla 5.2. Variacion de los parametros voltamperométricos obtenidos de los graficos de la figura 5.9,
como una funcién de la [SDS]. La constante de velocidad heterogénea (k°) estimada para cada

concentracion de SDS.

[SDS] Epc Epa AE ipa “ipc cipe/ipa | 10°K°

/ mM mV | ImV | /mV JuA / uA Jems™
0 171 | 579 408 14.9 7.09 0.48 0.3*
0.075 371 | 509 138 20.48 10.89 0.53 2.8*
0.5 415 | 475 60 27.06 17.72 0.65 8.6*
5 431 | 469 38 38.95 40.75 1.00 | 82**

* Estos valores fueron simulados a partir de los datos experimentales de E, vs. In (v), obtenidos para cada
[SDS], y usando las ecuaciones: (5.1)y (5.2).

** Estimados de las ecuaciones (5.7) y los valores experimentales AE, ver Tabla 5.3, a 40 mV s,

80 1
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40 1

20 1

il pA

60
40

800 20 >
MR

Figura 5.10. VC experimentales en el sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HC1 0.01 M (pH 2.10), a SDS 5 mM,
DA 2.5 x 10" M, registrados a diferentes velocidades de barrido.
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Figura 5.11. Variacién de i,, como funcién de v en el sistema 2.5 x 10* M DA con SDS5 mM. Los
tridngulos corresponden a los datos experimentales mientras que la linea punteada corresponde al
ajuste lineal.

Murray y col. [5.43, 5.44], desarrollaron una teoria de la cinética de la superficie de
monocapas inmovilizadas sobre el electrodo por VC, basada en la relacion de velocidad
de energia libre Marcus. En esta teoria, la estimacién de la constante de velocidad, k°,
puede ser hecha a partir de AE, experimental, esta teoria sigue el modelo de Marcus-
DOS, la cual toma en cuenta los estados electronicos en el metal del electrodo, por la

integracion de la ecuacion de Marcus, sobre estos estados como se muestra a

AR CED) Z(kBTj
) kT 4
k, = ok T j_m L o000 dx (5.6)

continuacion

Donde k, es la constante de velocidad en el electrodo sobre el potencial 7, A es

reorganizacion de la energia y el factor pre-exponencial incluye la distancia dependiente
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de parametros acoplamiento electrénico x4, y la densidad de los estados electrénicos en el
metal del electrodo, p, los VC fueron simulados digitalmente basados en la ecuacion 5.6
asumiendo que A = 0.85 como valor del agua para desarrollar las curvas a (298 K ') de
AE, vs. log (v/k°) donde v es la velocidad de barrido y k° es la velocidad de transferencia
de electrones estandar a sobre potencial cero. Estas curvas de trabajo, las cuales son
relativamente insensibles a A, ver tabla 1 en [5.43], fueron usadas para obtener el valor
experimental k° a partir de los datos experimentales AE,. La ecuacion (5.7) es una

aproximacion de las curvas de trabajo para AE,> 10 mV.
v
AE, =201.39 Iog(kOJ —-301.78 (5.7)

A partir de los valores experimentales de AE, , tabla 5.3, y la ecuacion (5.7) los valores
de k° para la reaccion electroquimica de DA (R5.1) fueron determinados y también
reportados en la tabla 5.3. Para este sistema donde la adsorcion es fuerte donde los
reactivos y productos estan involucrados y (Erwnm ) deberia corresponder a la ecuacién
5.8. A partir de esta ecuacion los datos experimentales y las medidas de Erwnm, tabla
5.3, el nimero de la transferencia, n, en la reaccion electroquimica fue estimado, tabla
5.3. Una vez mas se encontré que la oxidacion de la DA aun en presencia de SDS,
corresponde a (R5.1).

Erwnam= 90.6/n (58)
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Tabla 5.3. Variacién de parametros voltamperométricos obtenidos de los graficos de la figura 5.10
como una funcidn de la velocidad de barrido. La constante heterogénea (k°) y el niimero de electrones
transferidos (n), estimados usando las ecuaciones (5.7), y (5.8), se reportan en esta tabla.

v AE, Erwhm n K°
/ mvs* / mV / mV /st
10 18 120 0.8 0.26
20 28 100 0.9 0.46
30 28 80 11 0.69
40 38 80 1.1 0.82
50 48 90 1.0 0.92
70 48 90 1.0 1.28
80 48 90 1.0 1.47
100 68 100 0.9 1.46

Considerando el comportamiento de los VCs obtenidos a la [SDS] = 5mM , ver figura
5.10 y considerando el caso donde las especies son adsorbidas [5.29, 5.40, 5.45] la
ecuacion (5.9) se propone para describir el comportamiento experimental de las curvas i-
E.

. n2F? VAT (b, /b, Jexp|(nF /RT YE - E°)]
~RT i1+ (b /by Jexp|(nF / RT JE- EO')]}Z

(5.9)

Donde el potencial se refiere a las especies no adsorbidas, ', es la superficie

0

completamente cubierta, bo y br son relacionadas con la energia libre AG,, en las
ecuaciones (5.10) y (5.11)

by =exp(- AGS, ) (5.10)
by = exp(- AG, ) (5.11)

El potencial y la corriente de pico son:
E,=E° —(Rlen L (5.12)
nF bg

68




Georgina Alarcon Angeles Efecto del SDS sobre el comportamiento electroquimico de DA

_ n’F? .

Sustituyendo ecuaciones (5.12) y (5.13) en (5.9) se produce la ecuacion (5.14)

4, (b, /bg Jexp|(nF /RTYE - E)

i+ (b, /by Jexp|(nF /RT E - E%)Jf (5.14)
Una forma parametrizada de la ecuacion (5.14) es la ecuacion (5.15)
. PPexp[R(E-P,)]
e, 3 4 5.15
{1+ P,exp[R,(E-P,)]} (5.15)
Donde:
S (5.16)
i o (5.17)
R
nk
i RT (5.18)
e (5.19)

La figura 5.12 muestra una comparacion de algunos VCs experimentales obtenidos con el
sistema EPC/ NaCl 0.1 M, HCI 0.01 M (pH 2.10), a SDS 5 mM, DA 2.5 x 10* M a
tedrico generado por un ajuste no lineal ecuacion (5.15). A partir de esta figura se
concluye que el modelo el cual estd basado en la ecuacion (5.9) puede describir
adecuadamente los datos experimentales y que cuando el SDS esta presente en el sistema
en concentraciones mayores a la CMC, la forma reducida y oxidada de la DA, ver (R5.1),
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son fuertemente adsorbidas. Ademas es posible concluir que la AG,,, < AGg Y Se

confirma el nimero de electrones transferidos, tabla 5.4.

i/uA

-50 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ : ‘
-500 -300 -100 100 300 500 700 900 1100

E/mV

VC teorico (linea discontinua) generados mediante el ajuste no lineal ecuacion (5.15). El inserto
muestra la comparacion de comportamiento anddico de los VC a diferentes velocidades de barrido,
los mejores parametros obtenidos del ajuste se reportan en la tabla 5.4.

Tabla 5.4. Parametros del mejor ajuste, obtenidos por el ajuste no lineal ecuacion (5.15) para el
comportamiento anddico de VCs, en la figura 5.10 obtenida a diferentes velocidades de barrido.

V /mVs™! P,/ uA P, P3/ V" Ps/V n*
10 50 1.29 44.46 0.47 11
30 120 10.58 43.60 0.52 11
40 160 0.53 43.67 0.45 11
50 220 4.23 42.37 0.51 11

* Calculada a partir del parametro P
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5.3.2.3 Estudio cromatografico.

La figura 5.13 muestra los cromatogramas obtenidos despues de realizar una
macroelectrolisis a una solucién de DA con diferentes [SDS] usando dos tipos de
detector, es posible notar que la para [SDS] < CMC varios productos pueden ser
detectados con diferentes tiempos de retencion (t;), sin embargo, cuando [SDS] > CMC
solo un producto es detectado a tr = 4 min. Considerando lo anterior uno podria concluir
que este producto podria corresponder a la forma de semiquinona de la DA (DASQ), ver
reaccion (R5.1). Li y Christensen [5.37], han encontrado por analisis en HPLC usando un
detector electroquimico, y una columna 3 mm ODS con mezcla de amortiguador de
citratos (pH 3.0), EDTA vy acetonitrilo como fase mavil, la DASQ fue observada a tg de
3.7 min. El producto detectado a tg =2 min para [SDS] < CMC pede ser relacionado con
la (R5.9).

0.002

0.006 0.10
0.005
0.08
« 0.004
[S]
= 0.06
§ 0003 <
5 2
[72] —
o
<

0.001

0.000

6
t/ p: M
/’77l/7 8 0 1 \SDS\ AN

Figura 5.13. Cromatogramas experimentales obtenidos de una solucién de DA 1x10*M con
diferentes [SDS] después de aplicar diferentes potenciales de oxidacion, dependiendo de la
concentracién de SDS para producir la misma densidad de corriente para cada solucion, durante 5
min usando diferentes detectores (a) espectrofotométrico, a longitud de onda constante (A= 480 nm) y
(b) Electroquimico a potencial constante (E = 315 mV).
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5.4. Conclusiones

A partir de los resultados se concluye que el mecanismo de oxidacion de la DA en
ausencia de SDS sigue la reaccion (R1.5) la cual involucra la formacion de la DASQ,
seguida de una cinética lenta, el proceso es cuasireversible y esta controlado por difusion
tiene un reaccion quimica acoplada concerniente a la ciclizacién de la DASQ (R5.9)
mientras que cuando el [SDS] < CMC, se encontré que la velocidad de la cinética de
transferencia de electron (R5.1) incrementa, por lo que el proceso se vuelve
cuasireversible. Cuando la [SDS] > CMC, el valor de la constante de velocidad
heterogénea estandar, k°, incrementa, y el proceso cambia a un procesos controlado por la
transferencia de masa, pero limitado por la adsorcién de la DA oxidada y reducida.

A partir de los resultados cromatogréaficos (electroquimicos y espectrofotométricos) se
encontrd que cuando [SDS] > CMC, se produce solo la formacion de un producto de
oxidacion correspondiente a semiquinona (R5.1), asi puede ser evitada la reaccion de
ciclizacion de la DASQ (R5.9).
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CAPITULO 6

DETERMINACION ELECTROQUIMICA DE
DOPAMINA (DA) USANDO
DODECILSULFATO DE SODIO (SDS).

6.1. Introduccion

La determinacién de DA, en presencia de acido ascérbico, AA, se ha convertido en un
esencial diagndstico para la prevencion y el tratamiento de varias enfermedades
neurodegenerativas. Actualmente, varias técnicas se han utilizado para este objetivo,
pero particularmente, hay que mencionar que muchos de los métodos se han disefiado
electroquimicos basandose en electrodos modificados [6.1-6.41]. Sin embargo, algunos
de estos electrodos son substratos costosos tales como oro [6.1, 6.21, 6.33, 6.41, 6.35] o
carbon vitreo [6.5. 6.10, 6.11, 6.16 6.26, 6.34, 6.38, 6.39], los métodos empleados para
modificarlos requieren de gran tiempo en su preparacion y son complicados.
Recientemente, el uso de nanoparticulas ha sido reportado [6.25, 6.26] para lograr una
mejor separacion entre las sefales individuales de AA y DA, una de las desventajas

radica en el tiempo de la fabricacion y el costo.

Por otra parte el uso de moléculas amfifilicas tales como cloruro del cetilpiridina [6.4],
dodecildimetil bromuro de amonio [6.27], bromuro tetraoctil amonio se han empleado
para modificar electrodos como pasta de carbon (EPC), mientras que el cobalto-5-
nitrosalophen [6.37], y el dodecilsulfato de amonio SDS [6.2] se ha utilizado sobre el
electrodo del carbon vitreo, estos electrodos se han usado para la determinacion de DA.
Wen [6.2] ha investigado el efecto de las micelas en la electroquimica de la DA y
encontrar6 que la corriente del pico anddico de la DA aumenta en presencia de micelas
de SDS, pero las interferencias con AA no pueden ser eliminadas. Recientemente Zheng
y Zhou [6.42] han propuesto el uso de los EPC modificados con SDS, formado por la
pre-absorcion del SDS para determinar selectivamente la DA en presencia de AA, aun
cuando ellos logran separar las sefales de DA y AA, se requiere una preconcentracion
de alrededor de 10 min y una alta concentraciéon de SDS (8 mM), Algunos de los
parametros analiticos para la determinacion de DA en presencia de AA asociados con

los electrodos modificados antes mocionados se presentan en la tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Parametros Analiticos de algunos electrodos modificados para la determinacion de DA,
en presencia de AA.

Referencia (Eaa-Epa) Intervalo Lineal Limite de Sensibilidad
v / uM Deteccion / pApM™!
/ uM
[6.1] -190 03-1 0.1 *
[6.2] -410 5-300 3.0 *
[6.3] -300 0.15-135 9.2 0.0407
[6.4] -320 10 - 100 2.0 *
[6.5] -190 0.1-100 0.1 0.0016
[6.7] -200 0.8-20 0.1 0.0079
[6.8] -205 200 - 950 15.1 0.0126
[6.11] -150 0.7-5 0.3 *
[6.16] -250 0-10 0.1 *
[6.17] -210 4 —-500 2.4 0.0420
[6.23] -200 6 — 800 1.8 *
[6.29] -100 10 - 100 5.8 0.0074
[6.34] -225 2.0-120 1.4 4.4200
[6.35] -330 6 -384 2.3 0.0140
[6.36] -199 6.2 - 5000 1.0 0.4375
[6.37] -400 1-100 0.7 0.7000
[6.38] -195 8 - 285 0.4 0.1814
[6.39] -200 2 -80 0.3 0.0950
[6.41] * 20 - 800 6.0 0.2000

Como se puede observar, existe una amplia variacion en los parametros dependiendo
del electrodo usado, por ejemplo el limite de deteccion varia de 0.1 a 15.1 uM, mientras
que la sensibilidad varia de 0.0074 a 4.42 pAuM’, es importante resaltar que la
mayoria de estos electrodos fueron empiricamente propuestos sin haber un mecanismo

claro que soporte como se esta llevando a cabo la determinacion en cada caso.

Considerando lo antes mencionado y los resultados obtenidos en el capitulo anterior,
donde se mostro6 que la transferencia de carga de la reaccion para la oxidacion
electroquimica de la DA se incrementa cuando el SDS estd presente en solucion y que
cuando [SDS] > CMC, la oxidacién de DA es controlada por una reaccion de adsorcion,
en este capitulo se mostrara el utilidad de los agregados micelares de SDS como agente
enmascarante, para disefiar un método de analisis cuantitativo para DA en presencia de
AA usando voltamperometria diferencial de pulso (VDP) empleando para ello un EPC.

También se mostrara que esta nueva metodologia tiene parametros similares a los
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electrodos previamente reportados en la literatura para la cuantificacion de DA, pero en

este caso la modificacion del electrodo es de una manera mas facil y menos costosa.

6.2. Método Experimental.
6.2.1. Metodologia

El pH fue ajustado a 3.0 con HCl (36%) de Merck, las soluciones fueron burbujeadas
con nitrogeno y preparadas frescas para cada determinacion, éstas se protegieron de la

luz durante toda la experimentacion.

6.2.2. Instrumentacion

Las determinaciones electroquimicas fueron llevadas a cabo con un Autolab PGSTAT
30 potentiostato—galvanostato. Se uso una celda tipica de tres electrodos (ver Apéndice
3), electrodo de pasta de carbon EPC, como electrodo de trabajo. Este fue preparado
usando una mezcla de grafito; Johnson Matthey 1 pm, 99.9% con nujol; mas detalles
ver Ramirez-Silva [6.43, 6.44]. Un alambre de platino (BAS MW-1032) como contra
electrodo, y un electrodo de Ag/AgCl (BAS MF-2052) como electrodo de referencia al

cual todas las mediciones en este trabajo estan referidas.

Las lecturas de pH fueron hechas con un potenciometro LPH 430T pH-METER
acoplado a un electrodo combinado de vidrio CORNING (intervalo pH 0-14).

6.2.3. Procedimiento.

El comportamiento electroquimico de la DA y AA fueron estudiados por VDP en el
sistema EPC/0.1M NaCl, xM SDS donde x < (0 a3 mM), los VDPs fueron obtenidos
en la ventana de potencial de 0 a 1000 mV, el sistema se mantuvo con atmosfera de
nitrogeno y temperatura ambiente aplicando una amplitud de pulso de 50mV in todos

los casos.
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6.3 Caracterizacion Electroquimica de l1a DA y AA usando EPC
6.3.1. Sin SDS en solucion

La figura 6.1 muestra la comparaciéon de los dos VDP obtenidos con los sistemas (0)
EPC/ NaCl 0.1 M, DA 0.10 mM (pH 3) y (—) EPC/ NaCl 0.1 M, AA 0.28 mM (pH
3.0). En esta figura es posible observar que el potencial del pico correspondiente a AA
(Eaa) aparece en 503 mV, mientras que el potencial del pico correspondiente a DA
(Epa) esta en 593 mV. Aun cuando la diferencia entre Eas —Epa es —90mV puede
observarse que existe un traslapamiento en las sefales de los picos AA y DA casi del

100%.

0.4
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Figura 6.1 VDP obtenidos con los sistemas (°) EPC/ NaCl 0.1 M, DA 0.10 mM (pH 3.0)y (—)
EPC/NaCl 0.1 M, AA 0.28mM (pH 3.0)
Con el fin de verificar la interferencia del AA sobre la sefial de DA, se obtuvo el VDP
de una solucidén que contenia una mezcla de ambas especies, el resultado se muestra en
la figura 6.2 y se compara con la suma de los VDP de AA y DA obtenidos

individualmente mostrado en la figura 6.1. Ambos VDP muestran una tendencia similar.
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0 200 400 600 800 100C

Figura 6.2. Comparacién de VDP obtenidos con el sistema EPC/NaCl 0.1 M, DA 0.10 mM
y AA 0.28 mM, a pH 3 (—) con el VDP (0 ) obtenido de la suma de las sefiales de las especies
individuales correpondiente a figura 6.1.

6.3.2. Influencia del pH

A pH 0 es bien sabido que el pico oxidacion de la DA y el AA son diferentes lo que
permite la determinacion simultdnea sobre un electrodo de carbdn vitreo, sin embargo
los parametros analiticos son pobres pues tienen principalmente alto limite de deteccion
y baja sensibilidad. Por otra parte, se podria concluir de la figura 6.2 que se tiene
problema con el electrodo de pasta de carbon ya que los picos de AA y DA no son
resueltos. Con el fin de verificar la influencia del pH sobre el potencial del pico de
oxidacion de DA y AA sobre el EPC se obtuvieron las gréaficas de la figura 6.3, a partir
de la cual es posible notar que cuando el pH incrementa, el potencial del pico y la
corriente disminuyen, es relevante mencionar que la mejor respuesta para la oxidacion

de DA usando el EPC se obtiene a pH 3.0
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Figura. 6.3. VDP obtenidos del sistema (a) EPC/NaCl 0.1 M, DA 0.10 mM y (b) EPC/ NaCl 0.1M,
AA 0.10 mM a diferentes pH. Velocidad de barrido 50mVs '. Curva de la corriente de pico de DA
(a) de AA (b) vs. pH.

Los resultados hasta ahora muestran que el uso de un electrodo convencional para la
determinacion de DA en presencia de AA no es posible, por lo que es necesario el uso
de agentes capaces de modificar la superficie del electrodo y mejorar la respuesta de DA
en presencia de AA, como se ha mostrado previamente la presencia de SDS en una
concentracion mayor a la CMC incrementa la velocidad de transferencia de carga
heterogénea y el proceso estd controlado por adsorcion, por lo que el SDS se considera
para actuar como un buen agente enmascarante para la determinacion selectiva de DA
en presencia de AA. Por lo que se propone estudiar la DA en presencia de AA teniendo

en solucion la formacion de micelas de SDS.
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6.3.3. Con SDS en solucion

Para corroborar la presencia de micelas en solucion, se trabajo a una concentracion de 3
mM de SDS porque esta concentracion es mas alta que la CMC del SDS, es importante
resaltar que en el intervalo de potencial estudiado no se observa ningin proceso de
oxidacion del SDS (figura 6.4 y 6.5). Nuevamente se obtuvieron los VDPs para DA
0.10 mM y AA 0.28 mM por separado en presencia de SDS 3 mM, estos se presentan
en la figura 6.4, bajo estas condiciones el Epa se ubico en 450 mV mientras que el Exa
en 689 mV. A diferencia de la sefial de DA obtenida sin SDS (figura 6.2) ésta se oxida a
un potencial mas bajo por 143 mV, mientras que el AA se oxida a un potencial mayor
por 193 mV, resultando una diferencia entre los potenciales de pico de (Eax —Epa) de
246 mV. De esta manera la presencia de SDS propicia la separacion efectiva de las
senales, donde la DA se oxida antes que el AA, por lo que se establece que el SDS

favorece la oxidacion de DA.
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Figura 6.4. Comparaciéon de VDP obtenidos con el sistema EPC/ NaCl 0.1M, SDS 3 mM a pH 3 con
diferentes especies electroactivas (o) DA 0.10 mM y (—)AA 0.28mM. Velocidad de barrido 20
mVs™",

De la misma manera que el estudio sin SDS, ahora se hard con una soluciéon que
contiene la mezcla de DA y AA, a las mismas condiciones y en presencia de 3 mM de

SDS. En la figura 6.5 es posible notar que el Epa =450 mV mientras que el pico de AA
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Eaa = 688 mV con una separacion efectiva de 238 mV, ésta separacion es muy grande
comparada con de lo reportado en la literatura [6.1, 6.5, 6.11, 6.17, 6.23, 6.29, 6.33,
6.36, 6.38, 6.39].

Otra caracteristica importante de este sistema es que Exa €s mas positivo que Epa, lo

cual es muy diferente a lo reportado previamente con otros sistemas en la literatura.

0 200 400 600 800
E /mV

Figura 6.5. Comparacion de VDP obtenidos con el sistema EPC/NaCl 0.1 M, DA 0.10 mM
y AA 0.28 mM y 3 mM SDS a pH 3.0 (—), VDP (0 ) obtenido de la suma de las sefiales de las
especies individuales correspondiente a figura 6.4, la linea marcada con S es la sefial del surfactante
solo.
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Figura 6.6. (a) VDP obtenidos con el sistema EPC/NaCl 0.1 M, AA 0.8 mM, SDS 3 mM, con
diferentes [DA]: (0) 0 mM, (1) 0.02 mM, (2) 0.03 mM, (3) 0.05 mM, (4) 0.07 mM, (5) 0.1 mM, (6)
0.12 mM, (7) 0.16 mM, (8) 0.2mM y (9) 0.24 mM. A velocidad de barrido de 50mVs™".

La figura 6.6, muestra los VDP obtenidos con EPC/ NaCl 0.1 M, AA 0.80 mM, SDS 3
mM, X mM DA. y la figura 6.7 muestra el grafico de la corriente de pico en funcion de
la concentracion de DA, obtenida a partir de los VDP figura 6.6. Los pardmetros
analiticos se muestran en la tabla 6.2, Graficos similares se obtuvieron para otras
concentraciones de SDS, los parametros analiticos correspondientes se muestran en la
tabla 6.2, los resultados sugieren que los parametros analiticos mejoran cuando se usa la

una concentracion de SDS 3 mM.
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Figura 6.7 Variacion de ip, en funcion de la [DA] obtenida de los VDP correspondientes a la
figura 6.7
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Tabla 6.2. Parametros analiticos obtenidos de las curves de calibracion de DA, para el sistema EPC
/NaCl 0.1 M, AA 0.8 mM en funcién de [SDS].

[SDS] Intervalo Lineal Limite de deteccion Sensibilidad
/ mM / uM / M / nApM™!
1 10-200 12 0.0264
2 10 —200 6 0.03812
3 10-200 5 0.04812
5 10-100 7 0.0402
10 10100 7 0.0391

6.4. Determinacion de DA en un producto farmacéutico

El recobro fue estudiado en solucién acuosa que contenia AA 0.8mM, SDS 3mM y
NaCl 0.1M (pH 3), se hicieron tres soluciones con concentracién de DA, 0.05, 0.1 y
0.2mM. para cada una de ellas se obtuvo el VDP, usando la regresion lineal ip(_A) =
48.1 [DA] (mM) + 0.074 obtenida de la curva de calibracion correspondiente a la figura
6.7, se obtuvieron los siguientes valores 0.049, 0.098 y 0.19 mM. Asi el recobro fue
97, 98 y 99%, respectivamente.

Para el farmaco se utiliz6 una solucion inyectable de clorhidrato de DA (Laboratorios
Kendrick, de contenido 200 mg de DA/5 ml) la muestra fue diluida tomando 100ul en
10ml de 0.1M NaCl solucién acuosa a pH 3 ajustando con HCI ,de ésta, se tomo6 una
alicuota de 200uL y se adiciono a una celda electroquimica que contenia 10ml de NaCl
0.1M, SDS 3mM, AA 0.8mM (pH 3.0) en solucién acuosa, posteriormente se obtuvo el
VDP (figura 6.9) usando EPC, la concentracion de DA fue determinada a partir del
valor de ipa del VDP de la figura 6.6 y usando la curva de calibracion figura 6.7, este
procedimiento se repitid 5 veces para el farmaco antes mencionado asi como para el
farmaco obtenido de laboratorios Tecnofarma. Los resultados se muestran en la tabla

6.3.
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Tabla 6.3. Recobro de DA y determinaciéon en firmacos en presencia de AA.

DA muestra DA DA encontrada Recobro %
/ inyectable concentracion /M
/etiqueta
/M
Kendrick 0.21 0.204 = 0.005 98%
Tecnofarma 0.21 0.203 +£0.003 97%

Los resultados son expresados como un valor de £+ S.D. basado sobre 5 repeticiones. Con un

intervalo confianza: 95%.

6.5 Conclusiones

Estos resultados fueron satisfactorios y mostraron que este método pude ser eficazmente
utilizado para la deteccion de DA en fairmacos como los inyectables.

Con este estudio se mostré que las micelas de SDS pueden actuar como un agente
enmascarante para la determinacion selectiva de DA en presencia de AA. Las micelas
de SDS hacen posible la separacion de las sefiales de AA y DA, esto puede ser asociado
con un efecto catalitico de la AA sobre la DA, lo cual favorece la separacion
electroquimica de las sefales y facilita la determinacion de la DA cuando el AA esta

presente en solucion.

Los resultados se muestran favorables para el uso de este método en determinacion de

DA en farmacos.
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CAPITULO 7

ESTUDIO ELECTROQUIMICO DE LA DOPAMINA SOBRE
UN ELECTRODO DE CARBON VITREO

7.1. Introduccion.

En las ultimas décadas muchas de las investigaciones se han enfocado a mejorar la
determinacion de la Dopamina (DA), [7.1] por lo que diversos métodos se han
empleado para la deteccion y determinacion de dicho neurotransmisor, los métodos
cromatograficos [7.2, 7.3, 7.4, 7.5] y electroquimicos [7.6, 7.7] son los mas utilizados,
siendo estos ultimos los mas acertados por su alta sensibilidad y selectividad, otra de las
ventajas que poseen estos métodos, es que las mediciones pueden ser hechas de manera
directa, por otra parte el empleo de electrodos permite disefiarlos convenientemente para

determinaciones “in situ™.

Otras de las ventajas que ofrecen los métodos electroquimicos en la determinacién de
este tipo de moléculas, es que pueden resolver el problema de las interferencias que se
tenga con otros analitos, esto es gracias al desarrollo de electrodos modificados [7.8],
los cuales se busca que tenga alta conductividad, un amplio intervalo de potencial de

trabajo, alta sensibilidad, selectividad y reproducibilidad.

Los electrodos de carbon son a la fecha los mas utilizados por sus propiedades
electroquimicas, ya que son inertes quimicamente, tienen un amplio intervalo de
potencial, baja corriente en el blanco y son apropiados para diversos tipos de analitos
[7.9-7.12], dentro de éstos, los mas populares son los electrodos de carbon vitreo (ECV)
y pasta de carbon (EPC), es por ello que diversas investigaciones se han enfocado al
desarrollo de métodos analiticos basados en técnicas electroquimicas y en el desarrollo

de electrodos modificados, para el estudio de biomoléculas como lo es la DA.

Es por ello que en este capitulo, se estudia el comportamiento electroquimico de la

Dopamina (DA) y del Acido Ascérbico (AA) por voltamperometria ciclica (VC), se
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hace la deteccion de DA por amperometria, se analiza la respuesta de DA en presencia
de AA por VC, empleando primero, un electrodo de carbon vitreo (ECV) y

posteriormente modificandolo con nanotubos de carbon de multipared (MWCNT).

Este estudio tiene como proposito caracterizar el comportamiento electroquimico de las
especies DA y AA con el fin de disefiar un método de andlisis cuantitativo para DA en

presencia de AA.

El estudio electroquimico de la DA se presenta para valores de pH 3.4 y 7.4, a estas
condiciones esta presente la especie totalmente protonada (H;DA"), sin embargo como
se ha estudiado en el capitulo 3.1, la especie es mas inestable a medida que se
incrementa el pH, considerando lo anterior se decide trabajar a pH 3.4 donde la especie
es mas estable, ademas de que la mayoria de las investigaciones frecuentemente se
hacen a este valor de pH ya que puede resultar ventajoso cuando se realiza el estudio
con algunos interferentes como el acido ascorbico. Por otra parte ya que las condiciones
fisiologicas son a pH 7.4, se analiza el comportamiento electroquimico a estas

condiciones para decidir el que ofrezca ventajas en la determinacion analitica.

7.2. Estudio electroquimico DA en Electrodo de Carbon Vitreo (ECV).

7.2.1. Comportamiento Voltamperométrico, pH 7.4 y 3.4.

La figura 7.1 muestra el VC de la DA, en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M, a
pH =3.4 y pH = 7.4, obtenido con el ECV, como electrodo de referencia un electrodo
Ag/AgCl y como contra electrodo un alambre de platino (Anexo B). La DA muestra un
comportamiento cuasi-reversible en ambos casos, la diferencia entre del potencial del
pico anddico (Epa) y €l potencial del pico catodico (Epc) a pH 3.4 es de AEp=262mV y a
pH 7.4 es de AEp= 151mV, a la velocidad de barrido de 0.1Vs™, por lo que el proceso
es mas reversible a pH 7.4 que a pH 3.4.
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Figura 7.1. Voltamperogramas ciclicos de 0.2 mM de DA en 0.01 M solucién amortiguadora de
fosfatos a) pH=3.4 y b) 7.4, ECV, pretratamiento con 10 barridos sobre el blanco y adicionando DA

La tabla 7.1 muestra los valores de los potenciales de pico anodico y catddico, asi como
la razén entre las corrientes de pico, de esta tabla se puede observar que a pH 7.4 el
proceso de transferencia de electrones es mas rapido, ya que el pico de oxidacion se

presenta a potenciales mas negativos que a pH 3.4.

Tabla 7.1. Valores de potenciales del pico anédico y catodico de 0.1mM de DA a
pH=3.4ypH 7.4 con ECV.

pH Epa/ mV |E,./mV |AE/mV |Ipa/lpc
3.4 495 233 262 0.982
7.4 253 102 151 0.781

El comportamiento electroquimico de la DA a pH de 3.4, muestra que el potencial del
pico anddico se encuentra en un valor de 495 mV, mientras que para pH 7.4 es de 253
mV, este comportamiento puede ser debido a que como la reaccion electroquimica

depende del pH cuando este aumenta se favorece el proceso de oxidacion.

Si se traza el diagrama de Pourbaix para este intervalo considerando el valor de
potencial obtenido a pH 3.4 se obtiene el comportamiento de la figura 7.2 con una

pendiente de 0.06 V por década de pH y una ordenada al origen de 0.699 V, en este
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grafico se obtiene un potencial de 0.255V para el pH de 7.4 que es practicamente igual
al obtenido experimentalmente, lo que corrobora la hipodtesis de que el potencial
disminuye a medida que el pH se incrementa, correspondiente al equilibrio 7.1., los
calculos solo consideran el Epa, ya que pareciera que la especie quimica que se
encuentra en la superficie del electrodo al reducirse no corresponde a la formada en el
primer proceso electroquimico de oxidacioén, porque al calcular este comportamiento
con el potencial de equilibrio de los dos sistemas (semisuma de potenciales de pico de

oxidacién y reduccion), no se obtiene la pendiente de 0.03 V.

H.DA< HDA,, +2e" +2H" (7.1)
0.8
0.6
> |
0 04
0.2 -
0 I |
0 5 10
pH

Figura 7.2. Diagrama de Pourbaix para la especie de H;DA"

Con el fin de caracterizar el proceso que sigue la DA se realiza el estudio de velocidad

de barrido de potencial.

Los VC en funcion de la velocidad de barrido (V) de la DA a pH 3.4 y 7.4 se presentan
en la figura 7.3, donde se observa que la velocidad influye sobre la posicion del pico de
oxidacion Ep,, ya que se desplaza hacia potenciales mas positivos a medida que aumenta
la velocidad de barrido, mientras que el pico de reduccion, Ep, se desplaza hacia
potenciales mas negativos en ambos casos, el desplazamiento de los picos es de 30 mV

y 170 mV a pH 3.4 y 7.4 respectivamente, cuando la velocidad se incrementa 10 veces.
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La corriente de pico anddico se incrementa linealmente con la raiz de la velocidad. El
coeficiente de correlacion lineal es de 0.992 a pH 3.4, asi el proceso esta controlado por

difusion.

6 9
(mVs-1 )1/2

-0.2 0.2 0.6
E/V
b)

Figura 7.3. Voltamperogramas ciclicos tipicos de DA 0.1 mM en solucion amortiguadora de fosfatos
0.01 M a) pH 3.4 y b) 7.4 a diferentes velocidades de barrido: 0: a=0.01,b=0.02,c=0.04, d=0.06,e=
0.08, y f=0.1V,.Electrodo de trabajo: ECV. Los graficos en los recuadros muestran la relacion
funcional de la corriente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
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Por otra parte, la voltamperometria hidrodinamica para la DA a 0.1 M a pH 3.4 (figura
7.4a) y 7.4 (figura 7.4b), obtenida con el ECV, muestra que a potenciales menores de
200 mV (pH 3) y 100 mV (pH 7) no hay procesos electroquimicos, sin embargo a
potenciales mayores existe un incremento gradual en la respuesta, por lo que el
electrodo ECV responde a la oxidacion de DA en un intervalo de potencial entre 200-
400 mV a pH 3.4 y 100-300 mV a pH 7.4, lo que concuerda con el comportamiento en
la VC. Por lo que para la deteccion amperométrica se aplicara un potencial de 0.3 V,

donde la respuesta del electrodo alcanza el mdximo y se mantiene estable.

6,
b
= ¢
= 21 . XX)KX
0% % % x X ‘ ‘
02 0.1 0.4 0.7
E/V

Figura 7.4. Voltamperogramas hidrodinamicos de 0.1 mM de DA con ECV a) pH =3.4y b) pH=7.4
en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 mM.

7.2.2 Cuantificacion amperométrica de DA con ECV.

El ECV fue usado para la determinacion de DA a pH = 3.4 y pH = 7.4, la respuesta
amperométrica a la oxidacion de DA fue estudiada, ésta se presenta en la figura 7.5,
donde se muestra la curva tipica de corriente-concentracion para adiciones continuas de
DA en el intervalo de 0.01 mM a 0.1 mM, donde es posible apreciar como la respuesta a
pH = 7.4 decae drasticamente después de una concentracion de 0.04 mM, mientras que
a pH = 3.4 se tiene una mejor respuesta, sin embargo para concentraciones de DA 0.8

mM el electrodo se pasiva.

En el intervalo de concentraciones de estudio no hay una correlacion lineal en ambos
valores de pH, por lo que la deteccion para DA resulta complicada, sin embargo en el
intervalo de concentraciones por debajo de 0.05 mM el coeficiente de correlacion

mejora y llega a ser del 0.99 para ambos valores de pH.
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Figura 7.5 Curva de Calibracion obtenida por amperometria con ECV a) pH = 3.4 el potencial
aplicado 0.5V y b) pH =7 con potencial aplicado de 0.3 V para adiciones sucesivas de 0.01 mM DA,
en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M.

7.2.3. Estudio de la interferencia DA con AA.

El andlisis de DA es frecuentemente afectado por la presencia de otras especies
electroactivas, especialmente el acido ascorbico (AA), el cual se encuentra presente en
fluidos bioldgicos, frecuentemente 10 veces mas concentrada que la de la DA, por esta
razon es importante estudiar la determinacion de DA en presencia de AA. Asi se disefio
un experimento donde se estudia la interferencia entre los analitos a pH = 7.4 sobre
electrodo de carbdn vitreo este estudio se inicia por VC para caracterizar las senales de

ambas especies.
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Figura 7.6. Voltamperogramas ciclicos de DA (1x10* M), AA (8x107* M), Mezcla de DA+AA a
concentracion de 1x10* M (M/M = 1/8) en solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH = 7.4
usando un electrodo: ECV

Los VC de DA 1x10°* M, AA 8x10™* M y la mezcla de DA+AA (M/M = 1/8) usando
ECV, se observan en la figura 7.6. Los resultados muestran el pico de oxidacion (Epa)
del AA aparece en Epy = 504 mV, mientras que la DA en Epa =273 mV. El VC de DA
en presencia de AA ocho veces mas concentrado muestra un solo pico en Ep;= 431 mV.
La presencia de AA hace imposible la deteccion de DA con el uso de este electrodo,
cabe sefialar que para la determinacion de DA en presencia de AA el uso de una técnica
amperométrica no seria conveniente, pues ambas especies se oxidan en potenciales muy

cercanos.

En resumen, el empleo de ECV para el estudio de DA presento dificultades, ya que este
electrodo requiere de un tratamiento especial de limpieza, pues es facilmente
contaminado con las especies oxidadas que se analizan, lo que no hace viable la
determinacion de DA, ademas los limites de deteccion son altos considerando que en
muestras biologicas la DA se encuentra en concentraciones por debajo de 10 uM ya que
el electrodo tiende a pasivarse. Por otra parte la determinacién de DA en presencia de

AA no es posible con este electrodo debido a que las sefiales de DA y AA se traslapan.

Con el fin de poder determinar DA en presencia de AA se propone modificar la

superficie del electrodo con materiales nanoestructurados como nanotubos de carbon de
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multipared (MWCNT) y B-ciclodextrina (B-CD), ya que estos permiten mejorar las
propiedades electroquimicas como transferencia de electrones, mientras que la presencia
de B-CD servird como agente de reconocimiento a DA, lo que ayudara a resolver el

problema con las interferencias.
7.3. Electrodo de carbon vitreo modificado con MWCNT/B-CD.

La purificacion fue hecha con una solucién de 2 M 4cido nitrico por 24 hrs. A 25°C de

acuerdo al procedimiento descrito por Pérez

El estudio de la pureza de los MWCNT se hizo analizando las trazas de metales
mediante la técnica de SEM con sonda de rayos X y se hierro (Fe) niquel (Ni) y potasio
(K) 0.5, 1.6, 1.5 % respectivamente, después del tratamiento con 4cido nitrico hubo una
disminucion en el contenido de los metales concerniente a 0.1, 0.9, y 0.4% para cada

uno de ellos.
7.3.1. Caracterizacion de los materiales por SEM

La formacion de la pelicula de B-CD-MWCNT (figura 7.7), se realiz6 con la dispersion
de 1 mg de MWCNT en un mililitro de B-CD de concentracion 1x10> M por
ultrasonido, esta dispersion se colocd por goteo (30ul) sobre el electrodo de carbon
vitreo (ECV), el electrodo se mantuvo a 60°C durante 24 hrs, finalmente se utiliz6 para

hacer la medicion.

?*.135%0\/ @

MWCNT p-CD

Electrodo de
carbon vitreo

Figura 7.7. Esquema de la preparacion del electrodo modificado con MWCNT/B—CD.

91



Georgina Alarcon Angeles Estudio electroquimico de la DA sobre un ECV

La figura 7.8 muestra las imagenes obtenidas por SEM de MWCNT, B-CD, MWCNT/B-
CD. Es posible observar la morfologia (A) de los MWCNT como tubos, (B) la B-CD
como laminas, (C) MWCNT/B-CD como aglomerados, este aspecto puede ser

ocasionado a que los MWCNT son cubiertos por la -CD debido a interacciones

electrostaticas [7.20].

A B C

Figura. 7.8. Imagenes SEM de A) MWCNT, B) f-CD y C) MWCNT/B-CD.

La figura 7.9, es un esquema del electrodo usado, es importante mencionar que cantidad
de los MWCNT dispersos en B-CD, sobre la superficie del electrodo, es tal, que ain
después de lavar el electrodo con agua la pelicula formada permanece. Esto debido a la

presencia de MWCNT que permite la adsorcion cobre el electrodo.
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Dopamine (DA) Dopaquinone(DoQ)

NH,
Os

Figura 7.9. Esquema del electrodo modificado con MWCNT/B—CD, y reaccion de oxidacion de la
DA.

7.3.2 Estudio de Voltamperometria ciclica para los electrodos modificados con

nanotubos de carbon.

Con el fin de mejorar la respuesta de DA, se modificé la superficie del electrodo de
carbon vitreo con una pelicula de nanotubos de carbon y B-ciclodextrina (MWCNT/(-
CD). En la figura 7.10, se muestra el VC para 0.1 mM DA con el ECV/MWCNT/B-CD
en solucion amortiguadora de fosfatos a pH =3.4 y 7.4, a la velocidad de barrido de 0.1

Vs

30 - 60 -
10 - 20 -
.Y <
- .10 - T 20
'30 I T 1 ‘60 I T 1
0.0 0.3 0.6 0.9 -0.2 0.1 0.4 0.7
a) E/V b) E/V

Figura 7.10. Voltamperometria ciclica de 0.1 mM de DA a) pH 3.4 yb) pH 7.4 en solucion
amortiguadora fosfatos 0.01 M, velocidad de barrido 0.1 Vs™.
Electrodo de trabajo: ECV/MWNT/B-CD.
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El pico de oxidacion de la DA con el electrodo ECV/MWCNT/B-CD, se presenta a
potenciales mas negativos comparado con el electrodo ECV, y la diferencia entre del
potencial del pico anddico (Epa) y el potencial del pico catodico (Epc) es AEp =83 mV a
pH=3.4yapH =74 de AEp = 63 mV, mientras que la razoén entre los picos es de i,/ic
=0.714 y 0.5446 para pH=3.4 y pH=7.4 respectivamente (ver tabla 7.2), por lo que la
pelicula de ECV/MWCNT/B-CD incrementa el proceso de transferencia de electrones
cabe mencionar que la corriente incrementa 10 veces su valor comparada con el
electrodo ECV, es decir a pH mayor el Epa se presenta a potenciales mas negativos, por
lo que el proceso de transferencia de electrones es mas rapido a pH 7.4 que a 3.4. Este
comportamiento también se debe al efecto del pH sobre el proceso electroquimico,
como se menciond se presenta en 7.1.1. ya que se calculan los cambios del potencial en
funcion del pH tanto con el Epa como con el potencial de equilibrio y en ambos casos se
obtiene el comportamiento nernstiano con una pendiente de 0.03 V y los valores
obtenidos son practicamente iguales a los obtenidos experimentalmente, esto seria
indicativo que con la presencia de los nanotubos de carbon la especie oxidada en el
proceso electroquimico es la misma que se reduce al invertir el potencial de barrido de
potencial y también a esto se puede atribuir la disminuciéon de diferencia de picos

anodico y catodico para cada valor de pH.

Tabla 7.2. Parametros electroquimicos obtenidos de la VC de 1a DA 0.01 mM usando un
ECV/MWCNT/B-CD

pH Epa/ mV |E,./mV |AE/mV |Ipa/lpc
34 417 336 83 0.714
7.4 185 122 63 0.5446

La figura 7.11, muestra los VC a diferentes velocidades de barrido de la DA a pH =3.4
(figura 7.11a) y 7.4 (figura 7.11b), Epa y Epc se mantienen sin cambios significativos con
el aumento de la velocidad, la diferencia entre los picos es de 60 mV a 90 mV, cuando
la velocidad se incrementa 10 veces, la razén del la corriente entre los picos es de 0.7.

Es por ello que el proceso puede describirse como cuasi-reversible.

La corriente de pico incrementa linealmente con la raiz de la velocidad (figura 7.11a y

7.11b), a pH 3.4 la ecuacion lineal correspondiente es i(uA) = 8.623 v2 +0.3539 y

94



Georgina Alarcon Angeles Estudio electroquimico de la DA sobre un ECV

presenta un coeficiente de correlacion de 0.997, y b) 6.95v"? — 8.3154 con * = 0.995

para pH 7.4 por lo ambos procesos estan controlado por difusion.
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Figura 7.11. Voltamperogramas ciclicos de DA 0.1mM en solucién amortiguadora de fosfatos 0.01
M a) pH 3.4 y b) 7.4 a diferentes velocidades de barrido: a=0.01,b=0.02,c=0.04, d=0.06,e= 0.08, y
f=0.1 V,.Electrodo de trabajo: ECV/MWCNT/B-CD.
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La voltamperometria hidrodinamica se realizd con el fin de poder seleccionar el
potencial de trabajo para la deteccion amperométrica de DA, en la figura 7.12 se puede
observar la actividad redox cuando se varia el potencial en el intervalo de -0.2V a 0.6 V,
asi el electrodo ECV/MWCNT/B-CD, responde a la oxidacion de DA a potenciales
mayores de 0.2 V cuando se tiene un pH de 7.4 mientras que a pH 3.4 la oxidacion
ocurre a potenciales por arriba de 0.3 V mientras que la sefal de corriente anddica
aumenta rapidamente entre 0.1 y 0.2 V, ademas se muestra que con el electrodo
ECV/MWCNT/B-CD se tiene mayor respuesta a pH 7.4 en contraste con pH 3.4, esto

permite la determinacion amperométrica de la DA a bajos potenciales.

Este comportamiento es consistente con el obtenido por VC. Por lo que se aplicara
como potencial de trabajo para la deteccion de DA Ey= 0.3 y 0.5 V para pH 3.4y 7.4

respectivamente.
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Figura 7.12. Voltamperogramas hidrodinamicos de 0.1 mM de DA con ECY MWCNT/B-CD a) pH
3.4y b) pH 7.4 en soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.1 mM.

7.3.3 Cuantificacién amperométrica de DA con ECV/MWCNT/B-CD

La respuesta amperométrica de DA obtenida con ECV/MWCNT/B-CD para pH 7.4 y
3.4 son comparadas en la figura 7.13 donde la respuesta de la corriente del pico
oxidacion de DA a pH 3.4 es proporcional a la concentracion, en el intervalo de
concentraciones de 0.02 mM a 0.1 mM y la ecuacion obtendiad es: i(uA) = 117.91-
2.529 con r* = 0.9954.Por otro lado para pH 7.4 es proporcional a la concentracién, en
el intervalo de concentraciones de 0.01 mM a 0.8 mM y la ecuacion lineal para este caso

corresponde a i(nA) =116.63[DA] + 0.8024, el coeficiente de correlacion en este
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intervalo es de 0.9905, sin embargo para concentraciones de 0 a 0.3 mM el coeficiente
de correlacion mejora y llega a ser de 0.999 la ecuacion correspondiente es i(LA) =
145.25[DA] + 0.3546. Por lo que la sensibilidad con ECV/ MWCNT/B-CD es mayor a
pH 7.4 que apH 3.4.
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Figura 7.13. Curva de Calibracién obtenida por amperometria con ECV/MWCNT/B-CD a) pH 3.4
el potencial aplicado 0.5 V y b) pH 7 con potencial aplicado de 0.3 V para adiciones sucesivas de
0.01 mM DA, en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01M

Con la pelicula de MWCNT/B-CD, el intervalo de deteccion de DA es mayor y se
incrementa la sensibilidad respecto a ECV, ademas el proceso de transferencia de

electrones es mas rapido y el proceso se vuelve mas reversible.
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7.3.4. Interferencia de DA con AA utilizando el ECV/MWCNT/B-CD.

La figura 7.14 muestra los voltamperogramas obtenidos, de una mezcla de AA 0.8 mM
con diferentes concentraciones de DA, donde la sefial del AA se ubica en Epa = 104 mV,
mientras que la DA puede seguirse en la sefial ubicada en Epa = 290 mV. El andlisis de
la ippa en funcion de la concentracion de DA es lineal el coeficiente de correlacion es de
0.992 correspondiente a la ecuacion lineal i (uA) = 451.29 [DA]+0.53. El limite de
deteccion con el uso del electrodo ECV/MWCNT/B-CD es de 37 uM DA, calculado
con la respuesta del blanco mas tres veces su desviacion estandar (3c), de la curva de
calibracion obtenida por el grafico de ippa en el intervalo de concentracion de 0 a 0.5

mM
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Figura 7.14. a) Voltamperogramas ciclicos de AA (8x10* M) con diferentes concentraciones de DA
en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH 7.4 usando un electrodo: ECV/MWCNT/B-CD,
b) Curva de calibracién para el ipp, de los VC del inciso a.
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7.4. Conclusiones.

El comportamiento electroquimico de la DA a pH de 3.4 y a 7.4 sobre un ECV sin
modificar, mostrd que el potencial del pico anddico se desplaza a valores mas negativos
cuando el pH es mas basico, esto puede ser debido a que la desprotonacion favorece el
proceso de oxidacion, siendo asi y dado que la primer desprotonacion tiene un valor de
pKa de 9.05, el proceso de oxidacion se favorece a pH 7.4, este comportamiento

también se observa cuando se utiliza el electrodo modificado con MWCNT/B-CD.

Mediante el estudio de velocidad se encontré que para la DA a pH acido y neutro, el
transporte de masa esta controlado por difusion, lo que beneficia a la determinacion de

DA, pues es posible hacer la ésta de manera directa.

La interferencia de DA con AA fue estudiay con el ECV sin modificar, no fue posible
separar las sefales de las especies. Sin embargo el uso del electrodo modificado basado
en sistemas supramoleculares (MWCNT/B-CD/DA), fue favorable para la
determinacion de DA en presencia de AA, ya que por las caracteristicas de la [-
ciclodextrina, ésta puede actuar como agente de reconocimiento. Asi la determinacion
de DA con el uso de VC y el ECV/MWCNT/B-CD, puede ser llevada a cabo para

muestras como farmacos.

Sin embargo en la busqueda de mejorar las propiedades de los electrodos en su relacion
costo benéfico, fabricacion y manejo, propone utilizar en este trabajo un electrodo de
pasta de carbon, un electrodo de pasta de carbon modificado con MWCNT/B-CD, y un
electrodo de pasta de carbén modificado electroquimicamente con 3-CD, en el siguiente
capitulo se presenta el estudio electroquimico de Dopamina por VC, y con base al
conocimiento adquirido en este capitulo se realiza por voltamperometria diferencial de

pulso la determinacion de DA y el estudio de la interferencia de AA.
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CAPITULO 8

CARACTERIZACION DE EPC MODIFICADOS CON B-CD Y
MWCNT

8.1. Introduccion.

El interés en el desarrollo de métodos electroquimicos va en aumento y es que
dependiendo del tratamiento de los electrodos pueden ser selectivos a un analito
especifico, también pueden ser fabricados en miniatura, lo que permite el estudio in situ,
sin embargo, dia a dia se estéa en la busqueda de un electrodo que sea de alta sensibilidad
y selectividad, estable quimicamente, reproducible y ademéas de bajo costo, en esta
busqueda se ha intentado modificar electrodos de oro, carbon vitreo, pasta de carbon,
grafito, entre otros, con materiales como polimeros y enzimas [8.1, 8.2], recientemente
se usa la aplicacion de sistemas supramoleculares basados en el uso de surfactantes o
ciclodextrinas los cuales pueden ayudar a mejorar el metodo de analisis, por otra parte
desde el descubrimiento de los nanotubos de carbon CNT en 1991 [8.3], los nanotubos
de carbon han tomado gran interés para la creacion y modificaciéon de electrodos [8.1.-
8.6], debido a las caracteristicas que presentan como alta conductividad eléctrica, y

estabilidad quimica.

Brito [8.7] en 1996 estudi6 la oxidacion de la DA con el empleo de MWCNT vy
encontr que se mejora la reversibilidad del proceso, lo cual facilita la determinacion,
sin embargo el mayor problema se tiene cuando existe la presencia de acido ascérbico
pues éste causa interferencia con la sefial de DA [8.11, 8.12], ya que ambas especies se
oxidan en potenciales similares lo cual produce un traslapamiento en las sefiales [8.13].

Por lo que en este capitulo se hace el disefio experimental para modificar un electrodo
de pasta de carbdn, no solo para mejorar sus caracteristicas cataliticas sino también para
mejorar la selectividad con el fin de facilitar el analisis de DA en presencia de AA, en
este sentido, se considera que macromoléculas como la B—ciclodextrina, B-CD [8.14]
puede operar como un agente de reconocimiento, basado en el hecho de que Fukuda y
col. [8.15], han reportado que derivados de a-amino acido 3,4-dihidroxifenilalanina

(DOPA) pueden ser incluidos en la cavidad de a—CD. A partir de esta informacion ,
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Fragoso y col. [8.16], desarrollaron una estrategia para detectar DA en presencia de AA
a pH 7.0, que consiste en la modificacion de electrodos de oro con mezclas de
monocapas de B—CD vy &cido tidctico (TA), ellos argumentan que este electrodo posee
un reconocimiento molecular (—CD) y ademas aumenta la atraccion electrostatica por
el TA, sin embargo Fragoso y col [8.16], asumen de los datos de la literatura [8.14,
8.15], que la B—CD forma un complejo de inclusién mas fuerte con la DA que con AA
(Kpa ~ 2000 M [8.15], Kaa = 130 M™ [8.14]), asi la presencia de B—CD con TA
incrementa la sensibilidad y la selectividad para la determinacion de DA por el efecto
inducido sobre las interacciones electrostaticas anfitrion-huésped. Sin embargo, cuando
es claro que esta es una buena idea, los valores de la constante aparente (K) mencionada
por Fragoso y col. [8.16], son erroneas como se puede ver en la referencia original
[8.14, 8.15] la constante aparente Kaa tiene un valor de (2900 + 200) M™ a pH 6.9
[8.14], mientras que la Kpa para DA no se reporta en esta referencia [8.15].

Considerando lo antes mencionado en este capitulo se estudiara el comportamiento
electroquimico de la DA 'y AA a pH 3.0, por voltamperometria ciclica VC y diferencial
de pulso VDP, usando como electrodos de trabajo un electrodo de pasta de carbon,
EPC, un EPC modificado con MWCNT, un EPC modificado con B-CD, un EPC
modificado con MWCNT y B-CD. Posteriormente se llevara a cabo la determinacion
analitica de la DA en presencia de AA con los electrodos modificados que tengan la
mayor separacion efectiva entre las sefiales, y la optimizacion de condiciones
experimentales, con el fin de obtener los mejores pardmetros analiticos tales como el
limite de deteccidn, sensibilidad e intervalo lineal, que permita su aplicacion en

muestras reales.

8.2. Método experimental

8.2.1. Reactivos.

Todos las soluciones de DA, AA, NaCl, HCIl, HCIO,4 H;SO4 y B-CD, fueron
preparadas con reactivo grado analitico de la marca Merck, el HCI (37%) fue usado para

ajustar el pH a 3.0. los nanotubos de carbdn de multipared (MWCNT), (0.5-200 um)
fueron de Aldrich (Stenheim, Germany) al 95% MWCNT. Todas las soluciones fueron
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preparadas con agua desionizada tipo 1 con resistividad de 18.2 MQ, libre de materia
orgénica, obtenida del equipo US Filter PURE- LAB Plus UV. El pH fue ajustado a pH
2.1 con HCI de Merck. Las soluciones fueron burbujeadas con nitrégeno y preparadas
frescas para cada determinacion. Estas también se protegieron de la luz durante toda la

experimentacion.

8.2.2 Instrumentacion.

Los experimentos electroquimicos, VC y VDP se llevaron a cabo con un Autolab
PGSTAT 30, se utiliz6 una celda tipica de tres electrodos, se empled un electrodo de
pasta de carbon , EPC, como electrodo de trabajo, éste fue preparado como se indica en
capitulo 7, o modificado con los diferentes materiales . Un alambre de platino (BAS
MW-1032) fue usado como contraelectrodo, mientras que como electrodo de referencia
se utiliz6 Ag/AgCl (BAS MF-2052), al cual todos los potenciales estan referidos en este
trabajo. La amplitud en todos los VDP fue de 50mV.

8.2.3 Fabricacion de los electrodos de trabajo.

8.2.3.1 EPC modificado con MWCNT

Con el fin de eliminar las impurezas los MWCNT fueron dispersados en acido nitrico
2M durante 24h a 25°C , estos se lavaron con agua desionizada para neutralizar y

finalmente fueron secados de acuerdo al procedimiento descrito por Pérez y col. [8.21].

Los MWCNT fueron analizados por microscopia de barrido electronico (SEM) JEOL
JSM-6300 (SEM, JEOL LTD, Tokyo, Japan) con un X-Ray Energy Dispersive
Spectrometer (EDS) (Link 1SIS-200, England), para evaluar la cantidad de impurezas
esto se realizo para los nanotubos sin y con tratamiento de acido nitrico , es importante
mencionar que los MWCNT no son solubles en HNO3 y que el lavado con estos es para

funcionalizarlos formando grupos carboxilo.

El EPC modificado con MWCNT se llevd a cabo con la dispersion de 1 mg de
MWCNT en 1 ml de H,SO4, 50 ml de esta solucion fue colocada por goteo sobre la

superficie del electrodo EPC. El electrodo se dejé secar durante 24 hrs a 100°C y
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después se lavo cuidadosamente con agua desionizada antes de ser utilizado, el

electrodo modificado se mantuvo protegido del medio ambiente cuando no era utilizado.

8.2.3.2 EPC modificado con poly-B-CD.

La B-CD fue polimerizada electroquimicamente sobre la superficie de un EPC, en una
solucién de B-CD 1M como lo describe Roa-Morales y col. [8.19], usando un programa
de 10, 20, 30 ciclos de potencial en la ventana de potencial de 1.3 a -0.8 V, a velocidad
de barrido de 0.1 V s, iniciando en el potencial de corriente nula (Ei=o) = 0.24 V, en la

direccion positiva.

8.2.3.3 EPC modificado con MWCNT y B-CD

Un mg de MWCNT fueron dispersados en una solucion de B-CD (2%). De esta solucion
se tom6 50 uL y se coloco por goteo sobre la superficie del EPC, el electrodo se dejo

secar por 24 hrs a 60 °C.

8.2.3.4 EPC modificado con MWCNT, B-CD y poly-B-CD

Un EPC modificado con MWCNT y B-CD fue obtenido de acuerdo a 5.2.3.3, este fue
utilizado para hacer la modificacién electroquimicamente con B-CD como se describe
en 5.2.3.2, este electrodo es EPC/MWCNT/B-CD/poly-B-CD. Cabe aclarar que en los

estudios de velocidad se resto el blanco para eliminar la corriente capacitiva.

8.3. Resultados y discusion

8.3.1 Comportamiento electroquimico de la DA y AA sobre el EPC

8.3.1.1 Estudio VC de la DA.

La figura 8.1a muestra los voltamperogramas obtenidos en el sistema EPC/DA 0.1

mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0, en la ventana de potencial de -200 a 800 mV. El barrido se

inicié en el potencial de corriente nula (Eiz) en el sentido anddico, a velocidad de
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barrido de 100mVs™, donde se observa un proceso de oxidacién en Epa 508 MV y un
proceso de reduccion en E,c = 115 mV. La relacion entre la corriente del pico anodico y
catddico es de Ipa/lpc = 0.52, lo que indica que el mecanismo esta asociado con una
reaccion EC, por otra parte la diferencia entre del potencial del pico anddico (Epa) Y el
potencial del pico catodico (Eyc) es de AE= 393 mV, indicando que el proceso es no

reversible.
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Figura 8.1 VCs tipicos obtenidos de un sistema EPC/ DA0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0 a velocidad
de barrido de 100 mV s-'. b) influencia de la velocidad de barrido (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d)100 (e) 400
(f) 600 (g) 800 (h) 1000 mV s El inserto muestra la variacién de la densidad corriente, Japs €COMO
funcién de v'2, los circulos corresponden a los datos experimentales, mientras que la linea, Jap(Am’
%) = (0.028 £ 0.002) Am~mV"*s" v'* + (0.021 = 0.003) Am?, es el resultado del ajuste lineal.

Con el fin de caracterizar el comportamiento electroquimico de la DA, se realizé el
estudio de la respuesta analitica en funcion de la velocidad de barrido, para ello, se
tomaron los voltamperogramas correspondientes al cambio de velocidad por una
década.

La figura 8.1b muestran los VCs en funcién de la velocidad barrido, donde se observa
que la velocidad influye sobre la posicion del pico de oxidacion, ya que se desplaza
hacia potenciales mas positivos a medida que aumenta la velocidad, mientras que el
pico de reduccion, se desplaza hacia potenciales mas negativos, el desplazamiento de
Epa lo cual indica que cuando la velocidad incrementa el proceso se hace menos
reversible. El inserto en la figura 8.1b muestra el gréafico de la densidad de corriente de

Y2 donde se tiene una

pico anddico jpa en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad v
relacion lineal entre 10 y 1000 mV s, indicando que la oxidacién de la DA en este caso

es un proceso controlado por difusion.
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8.3.1.2. Estudio de VDP de DA

A partir del estudio anterior fue posible elegir algunos de los parametros para realizar la
deteccion de DA por VDP, se obtuvo empleando la técnica amperométrica.

La figura 8.2 muestra los VDPs obtenidos en el sistema EPC/DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M,
a pH 3.0 con diferentes concentraciones de DA, es posible notar un pico de oxidacion
correspondiente a la DA en 553 mV, el cual incrementa en j,, a medida que se

incrementa [DA], ver figura 8.2b.

[DA]/ mM

Figura 8.2. a) Curvas de voltamperometria diferencial de pulso (VDP) obtenido del sistema EPC/
DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0 con diferentes [DA]: (a) 0, (b) 0.01 (c) 0.02 (d) 0.03 (e) 0.04 (f)
0.05 (g) 0.06 (h) 0.07 (i) 0.08 (j) 0.09 (k) 0.10 mM. b) Variacion de j,,, los VDPs. Como funcion de la
[DA]. Los puntos corresponden a los datos experimentales, mientras que la linea corresponde al
ajuste lineal.

Los valores de j,a Varian directamente con la [DA], la sensibilidad para este sistema estéa
dada por (0.936 + 0.004) Am? mM™y la intercepcion es (0.001 + 0.001) Am™ con r’=
0.9996, en el intervalo de 0.01 a 0.1 mM, el limite de deteccion calculado [23] para este

sistema es de 2.0 £ 0.1 uM.

Considerando que en sistemas reales el principal interferente con la DA es el acido
ascorbico, ya que éste responde de manera similar a la dopamina y por lo general se
encuentra al menos 10 veces méas concentrado que la DA, se realiza en estudio del

ascorbico, para posteriormente estudiar la interferencia con la DA.
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8.3.1.3 Estudio VC de AA.

En la figura 8.3 se muestra los VCs experimentales en el sistema EPC / NaCl 0.1 M a
pH 3.0 con ImM AA en la ventana de potencial de -200 a 1200 mV a diferentes
velocidades de barrido, estos CVs muestran solo un pico de oxidacion, cuando se
invierte el potencial de barrido no se presenta ningun pico de reduccién, una primera

conclusion es que el procesos es considerado como irreversible.
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Figura 8.3 VCs obtenidos de un sistema EPC/ AA 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0 a diferentes
velocidades de barrido (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e) 50 (f) 80 (g) 100 mV s-'. El inserto muestra la
variacion de la densidad corriente, j,,, como funcién de V2, los circulos corresponden a los datos
experimentales, mientras que la linea, j,, (Am™) = (0.288+0.003) Am~mV™"? 2 v'?+ (0.13+0.02)

Am?, es el resultado del ajuste lineal.

El estudio de velocidad (v) muestra que el Eys se desplaza hacia potenciales mas
positivos cuando v incrementa, el grafico de j,a como funcion de v2 ver figura 8.3,
muestra que la jya incrementa linealmente en funcion de la v*? indicando que el proceso

es controlado por la difusion.
8.3.1.4. Estudio de AA por VDP.

La figura 8.4a muestra los VDPs obtenidos en el sistema EPC/ AA 0.1 mM, NaCl 0.1
M, a pH 3.0 a diferentes [AA], se puede observar la oxidacién del pico ubicada en 450
mV, el pico incrementa a medida que la [AA] aumenta. La figura 8.4b muestra el
grafico de jpa como funcion de [AA] la relacion es lineal en el intervalo de 0 a 0.16 mM;

la ecuacion que describe este comportamiento es jpa (Am™) = (0.585 + 0.003) Am? mM
' [AA] + (0.0004 + 0.0001)Am™ con r? = 0.9995, a partir de este analisis se obtuvieron
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los parametros analiticos asociados a sistema el limite de deteccion fue 3.6 £ 0.1 uM, tal
valor es comparado con otros valores reportados recientemente [8.24, 8.25], donde se
modifica un electrodo de carbon vitreo con poly(p-tolueno acido sulfonico) [8.24], otro
electrodo es el electrodo de grafito pirolitico plano [8.25] para los cuales el limite de

deteccion es de 50 uM y 200 nM respectivamente.

0.05 0.1 0.15
[AA]/ mM

Figura 8.4a) Curvas VDPs obtenido del sistema EPC/ 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0 con diferentes
[AA]: (a) 0, (b) 0.02 (c) 0.04 (d) 0.06 (e) 0.08 (f) 0.10 (g) 0.12 (h) 0.14 (i) 0.16 (j) 0.10 mM. b)
Variacion de j,p, los VDPs como funcion de la [DA]. Los puntos corresponden a los datos
experimentales, mientras que la linea corresponde al ajuste lineal

A partir de los resultados obtenidos por VDP la localizacion del pico de oxidacion de
AA se encuentra en Ep, =450 mV, mientras que la DA Ep. = 553 mV la separacion entre
los picos es de solo 103 mV. Sin embargo, esta observacion es basada sobre los estudios
disefiados para las especies por separado, por lo que ahora se realiza la evaluacion del

comportamiento electroquimico de la DA y AA presentes en la misma solucion.

8.3.1.5. Determinacion de la DA en presencia de AA.

La figura 8.5a muestra el VDP experimental obtenido del sistema EPC/NaCl 0.1 mM,
AA 0.1 M, a pH 3.0 para diferentes [DA], es posible observar que la sefial del maximo
de AA se ubica en Ep, = 450 nm (figura 8.5), el cual es préacticamente independiente de
la [DA], cuando la concentracion de DA incrementa en el sistema, un aumento en la
sefial es observado entre 550 a 800 mV, éste corresponde a la oxidacién de DA,
particularmente cuando [DA] > 0.3 mM existe una buena resolucion del pico observada
en 600 mV. La figura 8.5b muestra los VDPs que resultan cuando se resta la sefial del

AA, a partir de esta figura se obtiene la curva de calibracion (figura 8.5b), la
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sensibilidad correspondiente es 1.145 + 0.013Am™?mM™ con un limite de deteccién de
14 + 24 uM. esta sensibilidad es muy baja sin embargo el error asociado al limite de
deteccion es muy grande, lo que indica que valores de [DA] bajos no pueden ser

determinados adecuadamente en este sistema.
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Figura 8.5.a) Curvas experimentales por VDP obtenidas en el sistema EPC/ NaCl 0.1 mM, AA 0.1
M, a pH 3.0 a diferentes [DA]: (a) 0, (b) 0.03 (c) 0.12 (d) 0.20 (e) 0.30 (f) 0.40 (g) 0.50 mM, a
velocidad de barrido de 20 mVs™. b) VDP sin la contribucién de AA. El inserto muestra la
variacién de j,, como una funcién de la [DA]. Los puntos corresponden a los datos experimentales,
mientras que la linea corresponde al ajuste lineal.
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8.3.2 Comportamiento electroquimico de la DA y AA sobre EPC /MWCNT

8.3.2.1 Estudio de DA por VC.

Con el fin de conocer el efecto de los MWCNT sobre el comportamiento electroquimico
de la DA, se obtuvo el VC.

La figura 8.6 muestra el VC obtenido con un sistema EPC/MWCNT/ DA 0.1mM, NacCl
0.1 M (pH 3.0). El Epade la DA fue a 465 mV mientras que el Ep, se localiza en 324
mV, lo que significa que AE = 141 mV este valor es més pequefio comparado con el
obtenido con el electrodo sin modificar (figura 8.1) sin embargo el proceso sigue siendo

cuasireversible.

Analizando la relacion entre -j,a / joa fue de 0.82 en este sistema, lo cual significa que la
reaccion quimica observada sobre el electrodo sin modificar esta siendo limitada, otra
notable diferencia es que el VC mostrado en la figura 8.6 presenta un incremento en la
corriente capacitaba lo cual indica que los MWCNT estan presentes sobre la superficie

del electrodo.

30 -

10 -

j /Am?

210 -

Figura 8.6. VCs obtenidos en el sistema EPC/MWCNT/ NaCl 0.1 M (pH 3.0) con diferente [DA],
linea punteada 0 y linea continua 0.1 mM. La velocidad de barrido fue de 100 mVs™.
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Ya que el tema que nos ocupa es la determinacion de DA en presencia de AA, se
decidié probar el electrodo para ver el comportamiento voltamperométrico de ambas

especies en la misma solucién.

8.3.2.2 Estudio de DA en presencia de AA

El voltamperograma obtenido se muestra en la figura 8.7 para el sistema EPC/MWCNT/
DA 0.1 mM, AA 1 mM, NaCl 0.1 M (pH 3.0), como se puede observar sélo se observa
un pico cuando se tiene la mezcla de DA-AA, aun cuando se hace el VDP no es posible

separar las sefiales.

600
E /mV

Figura 8.7. a) Comparicion de los VCs en el sistema EPC/MWCNT/ DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M (pH
3.0) con diferentes [AA]: (¢) 0y (-) 1 mM. La velocidad de barrido fue de 100 mVs™. b) El
correspondiente VDP de los sistemas (a); obtenidos a velocidad de barrido de 20 mVs™’.

Con estos resultados se prueba que el EPC modificado con MWCNT no favorece a la
separacion de las sefiales entre DA y AA, ademas no existe ninguna separacion entre las

sefiales de las sustancias.

Ahora se estudia la respuesta del EPC con un nuevo polimero, formado por la

polimerizacion electroguimica de B-CD este electrodo se ha nombrado EPC/poly-3-CD
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8.3.3 Comportamiento electroquimico de DA y AA sobre un EPC /poly-B-CD.

8.3.3.1 Estudio de DA usando VC.

En la figura 8.8a se muestran los VCs obtenidos para el sistema EPC/poly-B-CD NaCl
0.1 M/ DA 0.1M (pH 3.0),obtenidos a diferentes velocidades de barrido, en la figura
8.8b es posible observar que ambas densidades de corriente varian linealmente con la
velocidad de barrido, este comportamiento podria indicar que tanto la oxidacion como
la reduccién de DA esta controlada por un proceso de adsorcion, es importante resaltar
que este comportamiento es muy similar al obtenido cuando se realiz6 el estudio con
SDS, por lo que se usara la misma metodologia empleada en el capitulo 5. para analizar
el VC obtenido en la figura 8.8a, donde la velocidad de barrido fue de 50 mVs™, el
potencial de oxidacion del pico de ubica en Ep, = 434 mV y la reduccion en Ep, = 278
mV, asi la separacion entre los picos dio de AE = 156 mV, lo cual indica que el proceso
sigue siendo cuasireversible, comparando con el comportamiento obtenido con el EPC/
MWCNT, se encuentra que el AE es menor con el uso de este ultimo, ahora bien
comparando con el electrodo sin modificar la diferencia es menor, Por otra parte se
observa que la corriente capacitiva incrementa esto es indicativo de que la p—CD esta

presente sobre la superficie del electrodo.

Otro parametro de analisis es la relacion entre -jpa / jpa = 0.93, este valor resulta ser
mayor comparado con el EPC (0.52) o con el encontrado con el modificado con
MWCNT (0.82).
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Figura 8.8 a) CVs obtenidas en el sistema EPC/poly-f-CD/
DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0, a diferentes velocidades de barrido de potencial: (a) 10 (b) 20

(¢) 30 (d) 40 (e) 50 (f) 60 mVs™

.b) variacién de la densidad de corriente de pico (j,), en funcion de v,

los circulos corresponden a los datos experimentales (O) para el pico anédico y (@) para el pico
catédico. Las lineas son el resultado de del ajuste lineal.

Como se observa cuando la v incrementa el Ep,, se desplaza hacia valores mas positivos,

mientras que el Ey se desplaza a mas negativos, lo que sugiere que el proceso se hace

mas reversible cuando la v

incrementa.

Con el fin de verificar como es el control difusional en el sistema, se construye el

gréfico de jy, en funcion de la v'/%, ver figura 8.8, Se puede observar que la jpa y V2 son

directamente proporcional

, la ecuacion que representa este comportamiento es jpa(Am’
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%)= (0.432 + 0.017) Am2mV 2 g2 2 4+ (0.22 + 0.12) Am™ con r? = 0.99, por lo que

la oxidacion esta controlada por la transferencia de masa.
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Figura 8.9. a). presenta una comparacion entre los datos experimentales en el sistema EPC/poly-p-

CD/ DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a pH 3.0 a velocidad de barrido de 10 mV s su correpondiente VC

tedrico generado a partir de un ajuste no lineal con la ecuacion 5.15 del capitulo 5, b)ajustes de VC
a diferentes velocidades.

A partir de la figura se puede concluir que el proceso esta controlado por adsorcion, el
modelo en el cual se basé la ecuacion 5.15 puede describir adecuadamente los datos
experimentales correspondientes a la oxidacion electroquimica de la DA (pico anddico)

y a la reduccion (pico catddico) sobre el electrodo modificado con poly-CD, es
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importante mencionar que el ajuste es bueno, pues es independiente de la velocidad de
barrido figura 8.9b, Para sistemas donde la adsorcion es fuerte y los productos estan
involucrados, el potencial a media altura de la amplitud de pico (full peak width at half-
height) (Erwnm ) debe ser de 90.6 / n donde es n el numero de electrones transferidos

durante la reaccién electroquimica, esto fue encontrado a la velocidad de 50 mV s™

El Erwnm corresponde a 90 mV para ambas corrientes de pico, las cuales indican que
n es uno, en ambos casos, sin embargo, la constante de velocidad heterogénea, k°, para
la oxidacién de dopamina fue 0.35 cm s, ésta se determiné a partir de AE = Eap-Ecp =

134 mV , como se describe en la ecuacidn. (5.7) del capitulo 5.
8.3.3.2 Estudio de DA por VDP.

La figura 8.10a muestra los VDPs para el sistema EPC/poly-B-CD NaCl 0.1 M/ DA
0.1M (pH 3.0), con diferentes [DA] los graficos muestran el pico de oxidacion el cual
aparece cerca de 372m V, donde jp; aumenta a medida que aumenta la concentracion de
DA, graficando jya vs. [DA] se obtiene una linea recta como se muestra en la figura
8.10b; la expresion j,a (Am?)= (8.245 = 0.048) Am™? mM™ [DA] + (0.0356 + 0.0031)
Am?, predice su comportamiento, con un coeficiente de correlacién de 0.9998 en el
intervalo de linealidad de 0.01 a 0.1 mM con limite de deteccién de (1.0 £ 0.1) uM.

Comparando estos parametros analiticos con los obtenidos previamente se encontro que

estos son mejores.
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Figura 8.10.a) Curvas VDPs obtenidas del sistema EPC/poly--f-CD/NaCl 0.1 mM, NaCl 0.1 M, a
pH 3.0 con diferentes [DA]: (a) 0.01, (b) 0.02 (c) 0.03 (d) 0.04 (e) 0.05 () 0.06 (g) 0.07 (h) 0.08 (i) 0.09
(j) 0.10 mM b) Variacion de j,,, Como funcion de la [DA]. Los puntos corresponden a los datos
experimentales, mientras que la linea corresponde al ajuste lineal

8.3.3.3 Estudio de AA por VDP.

El estudio de velocidad de barrido para el sistema EPC/poly-3-CD/ AA 1 mM, NaCl 0.1
M a pH 3.0, ver figura 8.11, muestra un solo pico de oxidacion en Ep, = 200 mV, Sin
embargo cuando, v incrementa hay un desplazamiento hacia potenciales mas positivos
v =100 mVs™ el pico se encuentra en E,. = 452 mV. Cuando se invierte el potencial no
se observa ningun pico, lo que indica que el proceso permanece como irreversible. Por
otra parte, el grafico de jpa Vs. vY2, figura 8.11b, presenta un comportamiento lineal
entre 10 y 100mV, es relevante decir que el proceso del AA es controlado por difusion,
donde la correlacion esta dada por la ecuacion j (Am?)= (1.564 + 0.052) Am? mV*2 s
Y2 \12 _ (4,76 + 0.39) Am™ con r? = 0.9934.
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Figura 8.11a) VCs obtenidas en el sistema EPC/poly-B-CD/AA 0.1 mM, NaCl0.1 M, a pH 3.0, a
diferentes velocidades de: (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e) 50 (f) 60 (g) 80 (h) 90 (i) 100 mVs™. b)
variacién de la densidad de corriente de pico (j,), en funcién de v, los circulos corresponde a los
datos experimentales (O) para el pico anédico y (@) para el pico catédico. Las lineas son el

resultado de del ajuste lineal.

8.3.3.4 Oxidacion DA en presencia de AA

Después de caracterizar el comportamiento de las especies, es necesario verificar, con
este electrodo las sefiales de la DA y AA, la figura 8.12 muestra los VDP obtenidos del
sistema EPC/poly-B-CD/ DA0.03 mM, AA1.8 mM, NaCl 0.1 M a pH 3.0 en la ventana
de potencial de 0 a 800 mV donde se observa un pico de oxidacion Paa en 171 mV,
mientras que el correspondiente a dopamina Ppa, esta en 402 mV, asi se establece una
separacion efectiva de 231mV
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Figura 8.12. VDP en el sistema EPC/poly-3-CD/ NaCl 0.1 M, AA 1.8 mM, DA 0.03 mM a pH 3.0,
velocidad de barrida de 50 mVs” y amplitud 0.5.

Como se mostro previamente, el EPC modificado con el polimetro B-CD formado con

técnicas potenciodinamicas, hizo posible la separacion de las sefiales de DA y AA, sin

embargo, se analizan los efectos sobre el grosor de la pelicula de -CD para lo cual se

varia el nimero de ciclos de la polimerizacion y se obtienen diferentes electrodos, la

respuesta se analiza en funcién de los parametros analiticos.

-500 0 500 1000 -500
E /mV

0 500 1000
E /mVv

Figura 8.13. a) Grafico de los primeros 20 ciclos consecutivos de VCs obtenidos durante la
polimerizacion de f-CD sobre la superficie de EPC a partir de una solucion de 0.01 M 3-CD en
HCI1O4 1 M. b) la respuesta electroquimica de la membrana obtenida con diferente niimero de

ciclos voltamperométricos: (a) 10, (b) 20 y (¢) 30, sumergida en una solucion acuosa de HCIO4 1 M.
En todos los casos la velocidad de barrido de potencial aplicada fue de 100 mVs™.

La figura 8.13b muestra la respuesta electroquimica de la pelicula polimérica formada

después de aplicar diferente numero de ciclos voltamperométricos sumergida en una

solucion de HCIO, 1M. Estos resultados confirman la presencia de la membrana de

poly-B-CD sobre la superficie del EPC.
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8.3.3.4.1. Determinacion de DA.

La figura 8.14a muestra los VDPs del sistema EPC / poly-B-CD (después de aplicar 10
ciclos voltamperométricos)/AA 1 mM, NaCl 0.1M (pH 3.0) con diferentes [DA], el Ppa
fue localizado a 453 mV mientras que para AA fue encontrado a 231mV, asi, la
separacion fue de 222 mV. La figura 8.14b muestra la curva de calibracién obtenida en
este sistema. El andlisis estadistico de la curva de calibracion en la figura 8.14b esta
relacionada con la siguiente expresion para de una linea recta: j>* (Am?)= (14.83 +
0.18) Am2mM™ [DA] + (0.003 + 0.001) Am™, con coeficiente de correlacién de
0.99987. A partir de esta ecuacion se obtuvo que el electrodo tiene una sensibilidad de

14.83 + 0.18 Am?M™ y un limite de deteccién de 4.1 + 0.1 uM.

T T 1 0 T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 O 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

E /mV
[DA]/ mM

Figura 8.14. a) Familia de VDPs del sistema EPC/poly-B-CD (después de aplicar 10 ciclos
voltamperométricos) / AA 1 mM, NaCl 0.1M (pH = 3.0) con diferentes [DA]: (a) 0, (b) 0.02, (c¢) 0.03,
(d) 0.05, (e) 0.10, (£)0.17, (g) 0.25, (h) 0.33, (i) 0.41 (j) 0.49 mM. En todos los VDPs la velocidad de

barrido de potencial fue de 20 mVs™” y amplitud 0.5. b) Variacién de jEA en funcion de [DA]

obtenida de las curvas mostradas en (a) La linea corresponde a el ajuste lineal de los datos
experimentales (o).

El mismo estudio se hizo para poly-p-CD sintetizada después de 20 y 30 ciclos, para los
cuales se obtuvieron los datos analiticos como: intervalo de linealidad, limite de

deteccion y sensibilidad, éstos se presentan en la tabla 8.1.
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Tabla 8.1. Parametros analiticos obtenidos de las curvas de calibracion de DA, usando el sistema,
EPC/poly-B-CD (después de aplicar 10, 20 y 30 ciclos voltamperométricos)/AA 1 mM, NaCl 0.1M
(pH 3.0), donde la poly-B-CD fue sintetizada a diferentes niimeros de ciclos voltamperométricos.

NUmero de Intervalo lineal Limite de Sensibilidad
ciclos / uM deteccion | Am™?mm™!
/ uM
10 10-130 4.10 £ 0.05 14.83£0.18
20 40 - 110 8.06 £ 0.07 11.18 £0.15
30 10-100 22.81+£0.10 10.71 £ 0.92

Como se puede observar en la tabla 8.1, la mejor sensibilidad y limite de deteccién se
tiene usando el EPC con poly-B-CD sintetizada después de 10 ciclos

voltamperométricos.

Con estos resultados es posible establecer que la modificacion del EPC con poly-B-CD
da una muy buena separacion de las sefiales de DA y AA, lo cual no ha sido posible
obtener con los electrodos estudiados EPC, ni con el EPC modificado con MWCNT.
Sin embargo, hay que mencionar que el uso de MWCNT favorece la reaccion de
oxidacion de DA. Entonces, la modificacion del EPC con MWCNT vy poly-B-CD
mejoraria las propiedades electroquimicas y la selectividad, esto se consider6 para crear

un electrodo capaz de mejorar la separacion entre las sefiales de DA y AA.

8.3.4 Comportamiento electroquimico de DA y AA sobre un EPC/MWCNT/B-CD.

8.3.4.1 Estudio de DA por VC.

La figura 8.15 muestra los VCs obtenidos en ele sistema EPC/MWCNT/B-CD/DA 0.1
mM, NaCl 0.1 M (pH 3.0), los VC obtenidos a diferentes velocidades de barrido
muestran un pico de oxidacion en Ep, = 417 mV y su correspondiente pico de reduccion
en Epc = 316 mV, asi, AE = 101 mV con -ju/jpc = 0.9, lo que indica que el proceso
puede ser considerado como cuasireversible. Ademas, a partir de estos resultados se
puede probar que la transferencia de electrones con este electrodo es mas rapido en
comparacion con el EPC, Es importante mencionar que el incremento en la corriente

capacitiva es notable cuando se modifica el EPC con MWCNT y B-CD.
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Figura 8.15. VCs obtenidos en el sistema EPC/MWCNT/B-CD/DA 0.1 mM, NaCl 0.1 M (pH 3.0) a
diferentes velocidades de barrido: (a) 10 (b) 20 (c) 40 (d) 60 (e) 80 (f) 100 mVs™. El inserto muestra
la variacién de j,,, en funcién de v, los circulos corresponden a los datos experimentales, mientras
que la linea: j (Am™) = (0.086 £ 0.001) Am~“mV"* s v'*+ (0.063 £ 0.007) Am™ con r* = 0.9881, es el
resultado del ajuste lineal.

El analisis del comportamiento de DA a diferentes velocidades de barrido se presenta en
el inserto de la figura 8.15, donde se observa que jy, varia linealmente con v*? indicando
que el proceso de la oxidacién de DA permanece controlado por difusién. Una variacion
con respecto a los otros electrodos es que el pico de oxidacién no presenta ningln
desplazamiento en el potencial del pico de oxidaciéon y reduccién cuando la velocidad

de barrido se incrementa.
8.3.4.2. Estudio de DA por VDP.

La figura 8.16a muestra las curvas VDPs obtenidas con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/
0.1 M NaCl (pH 3.0) a diferentes [DA]. El pico de oxidacion se ubica en 394 mV, éste
incrementa con la [DA]. El grafico jya en funcion de la [DA], se muestra en la figura
8.16b, revela que la respuesta analitica es lineal en funcion de la concentracion de DA,
la ecuacion lineal que describe este comportamiento es: j (Am?) = (6.53 + 0.20) Am’
’mM [DA] + (0.014 + 0.013) Am™, r* = 0.9924. La sensibilidad fue de 6.53 + 0.20 Am"
M con limite de deteccién de 8.40 + 0.03 uM.
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Figura 8.16. VDPs del sistema EPC/MWCNT/B-CD/NaCl 0.1 M (pH 3.0) a velocidad de barrido de
potencial de 20 mVs™'y amplitud 0.5, con diferentes [DA]: (a) 0.02 (b) 0.03 (c) 0.04 (d) 0.06 (e) 0.08

(f) 0.1 mM. b) Variacion de | g’ A en funcion de [DA] obtenida de las curvas mostradas en (a) La

linea corresponde a el ajuste lineal de los datos experimentales (0).

Una vez que se ha caracterizado el comportamiento electroquimico de la DA, se realiza

el estudio de AA, el cual se describe a continuacion.

8.3.4.3. Estudio de AA por VC.

La figura 8.17 muestra los VCs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/AA
1mM, NaCl 0.1 M ( pH 3.0), a diferentes barridos de potencial, cuando se impuso 100
mV s™, un proceso de oxidacion se observé en Ep, = 270 mV, cuando el potencial es
invertido no se observa ningln pico de oxidacion, por lo que el proceso sigue siendo
irreversible, se observa también el incremento en la corriente capacitiva lo que

corrobora que el electrodo ha sido modificado.

122



Georgina Alarcon Angeles Caracterizacion de EPC con 5-CD y MWCNT

0 100 200 300 400 500
E /mV

Figura 8.17. VCs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/AA 1mM, NaCl 0.1 M ( pH 3.0), a
diferentes velocidades de barrido: (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 50, (e) 60, (f) 80 and (g) 100 mVs™.

Inserto grafico de j,,, como funcién de v, los circulos corresponde a los datos experimentales,
mientras que la linea corresponde a el ajuste lineal , j (Am?) = (0.007 £ 0.018 ) Am™*mV ™" s —

(0.53 + 0.13) Am™ con r* = 0.9936.

Es posible observar que la cuando la v incrementa, el pico de oxidacién de AA se
desplaza hacia potenciales mas positivos. El analisis de la densidad de corriente jpa
muestra que es proporcional a v'?, lo que confirma que el proceso esta controlado por

difusion.
8.3.4.4. Estudio de AA por VDP.

La figura 8.18a muestra los VDPs, obtenidos en el sistema EPC/MWCNT/B-CD/ NaCl
0.1 M (pH 3.0), a diferentes [AA]. El pico de oxidacion se encuentra en Ep, = 213 mV.
Sin embargo, aun cuando la sefial se traslapa con la sefial del electrodo existe la
posibilidad de cuantificar AA, ver figura 8.18b, La curva de calibracion se ajusta a la
ecuacion: j (Am?) = (1.52 + 0.11) Am? mM™ [AA] + (0.043 + 0.060) Am?, r* =
0.9924. A partir de los datos calculados la sensibilidad fue 1.52 + 0.11 Am2M™ con
limite de deteccion de 8.40 + 0.03 uM. El limite de deteccion y sensibilidad de este

electrodo no son apropiados para una determinacion analitica.
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Figura 8.18. a) VDPs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/NaCl 0.1 M (pH =3.0), a la
velocidad de barrido de 20 mVs™” y amplitud 0.05V, con diferentes [AA] (a) 0.02 (b) 0.04 (c) 0.05 (d)
0.06 y (e) 0.07 mM. b) Variacion de j,., en funcién de [AA]. Los circulos corresponden a los datos
experimentales, mientras que la linea a el ajuste lineal

Después de haber caracterizado el comportamiento electroquimico de las especies AA 'y
DA, es posible resumir que cuando se utiliza VDP, la oxidacion del pico de DA (Ppa),
es localizado en 394mV mientras que el de AA Paa =213 mV, teniendo una separacion
efectiva de 181 mV, lo que indica que este electrodo es capaz de separar la sefiales
electroquimicas de DA y AA, para corroborar este hecho se estudia la DA en presencia

de AAy se presenta a continuacion.

8.3.4.5 Estudio de DA en presencia de AA

En la figura 8.19 se presentan los VDPs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-
CD/DA 008 mM, AA 1 mM, NaCl 0.1 M, (pH 3.0), donde observan dos picos Paa =
212 mV correspondiente a la oxidacion de AA'y Ppa= 433 mV, asociado a la oxidacion
DA, La separacion entre la sefiales fue de 221 mV, la cual es mas grande que la

obtenida con los sistemas por separado.
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Figura 8.19. VDPs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/DA 008 mM, AA 1 mM, NaCl 0.1
M, (pH 3.0), a velocidad de barrido de 20 mVs™ y amplitud 0.05 V.

La figura 8.20a muestra los VDPs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/AA 1
mM, 0.1 M NaCl, (pH 3.0) para varias [DA]. la figura 8.20b muestra la curva de
calibracién obtenida para este sistema, donde es claro la tendencia lineal con la [DA] en
el intervalo de concentracion de 0.01 a 0.13 mM, la ecuacion que correlaciona este
comportamiento es: j>* (Am?) = (14.71 £ 0.81) Am? mM™ [DA] + (0.147 % 0.033)
Am? con r* = 0.9921. A partir de estos resultados se obtuvieron los siguientes
parametros analiticos: limite de deteccion 5.7 + 0.3 uM, sensibilidad = 14.71 + 0.81
AmZmM?,
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Figura 8.20. a) VDPs obtenidos con el EPC/MWCNT/B-CD/AA 1 mM, NaCl, (pH 3.0) 0.1 M para
varias [DA]: (a) 0, (b) 0.02 (c) 0.05 (d) 0.08 (e) 0.01 (f) 0.14 (g) 0.16 (h) 0.2 mM. En todos los casos la

velocidad de barrido de potencial fue 20 mVs” y amplitud 0.05 V. b) Variacién de | F',DA como

funcion de la [DA] obtenida de los DPVs mostrados en a). Los circulos corresponden a los datos
experimentales, mientras que la linea el ajuste lineal.
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8.3.5 Comportamiento electroquimico de DA y AA sobre un EPC/MWCNT/B-
CD/poly--CD.

8.3.5.1 Modificacion del electrodo EPC/MWCNT/B-CD/ poly-B-CD.

Considerando las resultados mostrados para el EPC/poly-B-CD vy
EPC/MWCNT/B-CD, se propone formar el polimero de p-CD sobre el
EPC/MWCNT/B-CD para mejorar la respuesta del electrodo, para ello se prepara el
EPC/MWCNT/B-CD y se sumerge en la solucion (B-CD (0.01M) —HCIO4 (1M), para
formar el poly-B-CD sobre los nanotubos, sin embargo al iniciar el proceso se observa
gue los CNT se disuelven y no se puede formar la membrana, considerando que esto se
debe al valor de pH de la solucion se cambian las condiciones de sintesis utilizando una
solucion (B-CD (0.01M) —HCIO, (0.1M).

El crecimiento de la membrana de B-CD (figura 8.21) se hizo sobre el electrodo
de pasta de carbén modificado con MWCNT/ B-CD, en la ventana de potencial de -800
a 1600 mV a velocidad de barrido de 100 mV/s, el perfil de la membrana muestra un
pico de oxidacion en 0.4, éste es asociado con la membrana de MWCNT/B-CD/poly-p-
CD ademas se presenta otro pico de oxidacion en 1.146 VV y un pico de reduccion en
0.46 V, con el incremento del nimero de ciclos se observa gue tanto el pico anddico y
catddico, tienen un incremento en la intensidad de la corriente, y que la corriente
capacitiva crece, sin embargo es mas evidente el efecto sobre los picos de oxidacion y

reduccion, antes mencionados.
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Figura 8.21. VCs del sistema EPC/MWCNT/B-CD /poly-B-CD 0.01 M/HC1O, 0.1 M, después de 10
ciclos a velocidad de barrido de 100 mVs™.

126



Georgina Alarcon Angeles Caracterizacion de EPC con 5-CD y MWCNT

8.3.5.2 Comportamiento electroquimico de EPC/MWCNT/B-CD/ poly-B-CD

En la figura 8.22 se muestra el VC para el sistema EPC /MWCNT /BCD /poly-BCD
NaCl 0.1 M (pH 3.0) para DA 0.1 mM, en una ventana de potencial de 0 a 800 mV; a
100mVs™ en el sentido anédico se observa un proceso de oxidacién cuyo potencial (Eap)
se ubica en 498 mV y un proceso de reduccion cuyo potencial (Ecp) esta en 256 mV. La
relacion entre la corriente del pico anodico y catodico (-jap/ jep) €S de 0.91, por otro lado
la diferencia entre del potencial del pico anddico y catddico (Eqp - Ecp = AE) es de 242

mV, este valor indica que el proceso es cuasi reversible.

15 7

-15 \ \ \ ‘
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Figura 8.22. VCs obtenidos con el sistema EPC/MWCNT/B-CD/ poly-B-CD NaCl 0.1 M (pH 3.0)
para DA 0.1 mM, a velocidad de barrido de 100 mVs™.

La familia de VC en funcion de la velocidad para DA 0.1 mM en NaCl 0.1 M (pH 3.0),
en la ventana de potencial de 0 a 800 mV (Figura 8.23a), muestra que a medida que
aumenta la velocidad AE es mayor, lo que implica que el proceso es cuasireversible.

Este comportamiento es similar al obtenido para el EPC/poly-B-CD.
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Figura 8.23. (a) VCs obtenidos con el sistema EPC /MWCNT /BCD /poly-BCD para DA 0.1 mM
(pH 3.0) a diferentes velocidades de barrido (a) 10 (b) 20 (c) 40 (d) 60 (e) 80 (f) 100 mVs™. Inserto:
Variacion de j,,, en funcién de v2 1os circulos corresponde a los datos experimentales y la linea al

ajuste lineal.

Al analizar la jap en funcion de la velocidad, se encontro que ja, proporcional al cambio

en la v, al graficar ja, vs v'*2

(figura 8.23b) se muestra que la j tiene un incremento lineal
en funcion de la v*’%, la ecuacion obtenida de esta regresion lineal es j,, = 0.20+ 0.56 v
y el coeficiente de correlacion lineal es de 0.9912, por lo que el proceso esta controlado

por difusion.

A partir de los resultados se muestra que electrodo EPC/MWCNT/B-CD/ poly-p-CD,
hace que el potencial de oxidacion se presente a potenciales mas negativos, y favorece
la reversibilidad del proceso en comparacion con el EPC sin modificar, sin embargo, la
respuesta electroquimica es mucho mejor cuando se trabaja con un electrodo de
EPC/MWCNT/B-CD.

Esto quiza sea debido a que la polimerizacion de la B-CD sobre los MWCNT/CD,
desfavorezca las propiedades cataliticas de los CNT, pues la pelicula de B-CD cubre los
sitios activos de éstos. No obstante y dado a que el carécter de la 3-CD indica que es el
factor que da la selectividad a los electrodos se realizo el estudio para la cuantificacion
de DA, donde se realiza una curva de calibracién para DA y posteriormente el estudio

con acido ascorbico.
8.3.5.3 Estudio de la DA sobre EPC/MWCNT/B-CD/poly-B-CD.

La figura 8.24a muestra los DPV para el sistema EPC/MWCNT-B-CD/poly-B-CD a
diferentes [DA] en NaCl 0.1 M (pH 3.0) en la ventana de potencial de 250 a 600 mV. El
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pico de oxidacidn se ubica en 396 mV, el cual se incrementa conforme la [DA] aumenta

en el sistema.

Graficando la jpa en funcion de la [DA] (figura 8.24b) se observa que la respuesta
analitica es lineal en funcion de la concentracion en el intervalo de estudio, la ecuacion
lineal que describe el comportamiento es jap (Am™) = (9.99 + 0.32) Am? mM™ [DA] +
(0.018 + 0.020) Am™, con limite de deteccién de 15 + 1.9 uM.

30 T
30 1

25 A “
20

"

< 15 A .
10 ~
57 *

T T 0 T T T T 1
250 300 350 400 450 500 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
E/mV [DA]/ mM

Figura 8.24. a) Curvas VDP para el sistema EPC/MWCNT-B-CD/poly--CD en NaCl 0.1 M (pH
3.0) para [DA] de (a) 0.01 (b) 0.02 (c) 0.03 (d) 0.04 (e) 0.05 (f) 0.06 (g) 0.07 (h) 0.08 (i) 0.09 (j) 0.10
mM. Velocidad de barrido 20mVs™, amplitud 0.05 V b) Anilisis estadistico para la curva del inciso
a). los circulos corresponde a los datos experimentales y la linea al ajuste lineal.

8.3.5.4 Estudio VDP de la DA con AA en EPC/MWCNT/B-CD/ poly-B-CD

En la figura 8.25 se muestran los VDP para el sistema EPC/MWCNT-B-CD/poly-p-CD
NaCl 0.1 M (pH 3.0) para 1 mM AA a diferentes [DA], en la ventana de potencial de -
200 a 600 mV, en este estudio es posible observar que la sefial que predomina es la
correspondiente al del AA (61 mV), al incrementar la [DA] en el sistema se observa el
pico de oxidacion asociado a la sefial en 243 mV, a medida que aumenta la
concentracion de DA éste tiene un desplazamiento de 40mV hacia potenciales mas
positivos, sin embargo las sefiales de DA y AA se traslapan por lo que la DA no puede
ser cuantificada, el grafico (figura 8.25b) muestra que el comportamiento de j,a en
funcién de la concentracion de dopamina es lineal, aun cuando la sefial es la

contribucion de las dos especies.
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Figura 8.25. Curvas VDP para el sistema EPC/MWCNT-3-CD/poly-B-CD NaCl 0.1 M (pH 3.0)
para AA 1 mM a diferentes [DA]: (a) 0, (b) 0.03 (c) 0.04 (d) 0.05 (e) 0.06 (f) 0.07 (g) 0.08 (£)0.09
(2)0.1. Velocidad de barrido 20mVs™, amplitud 0.01 b) Analisis estadistico para las curvas del

inciso a) los circulos corresponde a los datos experimentales y la linea al ajuste lineal

A partir del grafico mostrado en la figura 8.25b, se obtuvieron los parametros de
sensibilidad 0.167 + 0.056 Am?mM™ y limite de deteccién 492 + 210 uM. Este limite
de deteccion es muy alto por lo que la DA no puede ser determinada con este electrodo

en presencia de AA.

La tabla 8.2 y 8.3 se resumen las caracteristicas de los electrodos empleados en este
capitulo para la determinacién de DA en presencia de AA. A partir de los datos de la
tabla 8.2, se encuentra que el mejor electrodo disefiado, en términos de limite de
deteccion fue EPC/poly-B-CD. La sensibilidad por otra parte puede ser analizada en
funcién de la constante heterogénea de reaccion (k°), ya que cuando el valor de k°
incrementa, la sensibilidad también. Sin embargo, esta caracteristica no se observa en el
limite de deteccion. Por otra parte, este electrodo y el EPC /MWCNT/B-CD fueron los
mejores para la determinacion de DA en presencia de AA, ver tabla 8.3. Ambos
electrodos mostraron una sensibilidad y limite de deteccion similar para DA , La

capacidad para la deteccion de DA en muestras reales es evaluada a continuacion.
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Tabla 8.2. Parametros analiticos para cada electrodo estudiado para la determinacion de DA

Electrode Eap | Eop | AE | -joollap | Sensibilidad Limite de 10°k°
/nlv /nlv /rr:CV - IAm? mMm™ deteccion /Cz*s_l
” /uM
EPC 508 | 115 | 393 | 0.52 | 0.936 +0.004 20+0.1 0.015
EPC/poly-B-CD 471 | 258 | 213 | 0.93 8.245 + 0.048 1.53+0.3 4.56
EPC /MWCNT/p- | 417 | 316 | 101 | 0.90 6.53+0.20 8.40 +0.03 6.54
CD
EPC/MWCNT/B- | 498 | 256 | 242 | 0.91 9.99 +0.32 15+19 _
CD/ poly-p-CD

* Medidas experimentales obtenidas de VCsav = 100 mV s*. ™ Medidas obtenidas de los VDPsa v =
20 mV s, *** Constante de velocidad heterogénea, k°, de la oxidacion de dopamina oxidacion fue
determinada de los datos experimentales E, = f(In v) para cada electrodo en una solucion acuosa de DA
0.1 mM, NaCl 0.1 M a pH = 3.0 usando usando la metodologia del capitulo 5.

Tabla 8.3. Parametros analiticos para cada sistema donde la DA fue determinada en presencia de
AA. Los valores fueron obtenidos de los VDPs.

Electrodo Enn Epa Epa-Eaa Sensibilidad Limite de
/nlv /rer /nlv IAM? mM™ deteccion
/uM
EPC 450 600 150 1.145 + 0.013 14 + 24
EPC/poly-B-CD 171 402 231 14.83 +0.18 410 +0.05
EPC 212 433 221 1471+ 0.81 57+0.3
IMWCNT/B-CD
EPC/MWCNT/B- 61 243 182 0.167 £ 0.056 492 + 210
CD/ poly-B-CD

* Medidas a partir de los VVC experimentales obtenidos a 100 mV s

8.3.6 Recobro y determinacion de DA en farmacos.

El recobro fue estudiado en solucion acuosa, en una muestra que contenia 1 mM AA 'y

0.1M NaCl (pH 3.0), y se prepararon dos soluciones con concentraciones de [DA]: 0.08

y 0.1 mM. Los VDPs fueron obtenidos capa cada [DA] empleando: EPC /poly-p-CD,

EPC/MWCNT/B-CD, a partir de la curva de correspondiente a los sistemas EPC/poly--
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CD y EPC/MWCNT/B-CD in figura 8.14b y 8.20b respectivamente; los siguientes

valores fueron obtenidos:

El recobro para el EPC/poly-B-CD fue del 93 y 90%, para las concentraciones de 0.075
y 0.09 mM, mientras que para el EPC/MWCNT/B-CD fue entre el 99 y 100.5% para
concentraciones de 0.079 y 0.105mM.

Para esta determinacion analitica, se emplea la solucion inyectable clorhidrato de DA
(Laboratorios Kendrick, 250mg/5mL), de la cual se toma 100 uL y se diluye en a 10 mL
de 0.1 M NaCl, 1mM AA a pH 3.0, a partir de esta solucion se hace una dilucion de 220
uL 10 mL de 0.1 M NaCl, ImM AA a pH =3.0, y con los electrodos modificados:
EPC/poly-B-CD y EPC /IMWCNT/B-CD se obtuvieron los VDPs en y con cada uno de
los electrodos modificados se obtiene el VDP, La [DA] del farmaco fue determinada

con el respectivo valor de j>* obtenido de la curva de calibracion presentada en la

figura 8.14b y 8.20b, este procedimiento fue llevado a cabo 3 veces con el fa&rmaco
mencionado. Los principales resultados de este estudio se presentan en la tabla 8.4.
Estos resultados son satisfactorios y muestran que este método con el empleo de los
electrodos modificados puede ser eficiente para la determinacion de DA en una

producto inyectable.

Tabla 8. 4. Resultados obtenidos de la determinacion de DA en farmacos en presencia de AA del
laboratorio Kendricks usando los mejores electrodos disefiados en este capitulo.

DA (muestra) [DA] Etiqueta/ [DA]

/ Laboratory Kendricks concentracion / M Encontrada/ M

Tipo de Electrodo

EPC/poly-B—CD 0.21 0.198 +0.010

EPC/MWCNT/B-CD 0.21 0.200 + 0.008

% Los resultados son expresados con + D.S. basado en 3 réplicas en el intervalo de confianza de 95%.

8.3.7. Conclusiones

Los sistemas supramoleculares han sido desarrollados basados en el desarrollo de
electrodos de pasta de carbdn modificados con nanotubos de carbon de multipared y -
ciclodextrina. Estos electrodos fueron usados para el estudio de la determinacién

cuantitativa de dopamina con y sin acido ascorbico presente en solucion. Se encontro
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que el uso de EPC modificado con un polimero conductor como B-ciclodextrina, la
dopamina puede ser determinada electroquimicamente. Se encontré también que estos
sistemas son practicos y eficientes para la cuantificacion de dopamina en muestras

farmacéuticas.
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CAPITULO 10

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ACIDEZ DE
AZOMETINA-H MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VIS

10.1 Introduccién

La Azometina-H es utilizada para la determinacion de micronutrientes como Boro en
plantas y vegetales [10.1-10.3], estas determinaciones se hacen basadas en la formacién
de complejos, sin embargo, en la literatura revisada, pocos son los trabajos que reportan
la formacion de este complejo, mientras que del comportamiento quimico no se

encontrd ningun trabajo sobre dicha molécula.

Por lo que conocer las propiedades quimicas de los colorantes permite relacionar de una

mejor manera sus caracteristicas estructurales con su aplicacion.

En este capitulo se analiza el comportamiento quimico de la Azometina-H, mediante
estudios espectrofotométricos, el primer paso es el estudio sobre la estabilidad de la
molécula, considerando que algunos azo-compuestos son sensibles a las influencias
ambientales como aire y luz, se analiza en primera instancia el efecto del oxigeno del
aire y el contacto de la molécula con la luz sobre la estabilidad de la misma, para
posteriormente hacer la determinacién de las constantes de acidez de la Azometina-H.

Sin embargo la determinacion de las constantes de acidez para compuestos del tipo de
las Azometinas resulta complicada, pues este tipo de moléculas pueden presentar

equilibrios tautoméricos [10.4-10.6].

Por otra parte la tautomerizacion y los procesos de transferencia de protones que pueden
formar este tipo de moléculas son de gran interés cientifico debido a su importancia
fundamental en muchos procesos quimicos y bioguimicos y su papel en diferentes

mecanismos.
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En los dltimos afios se ha generado un interés y esfuerzo particular en el entendimiento
de los factores basicos a nivel molecular que dictan los equilibrios tautoméricos, el
papel de las propiedades electrdnicas, y las propiedades geométricas asi como también
la influencia de factores estéricos sobre los equilibrios tautoméricos y la velocidad de

otransferencia de proton en los sistemas bioldgicos.

Ya que los diferentes estados tautoméricos son muy similares en energia, (solo pocas
Kcal/mol de una a otra estructura), la interaccion con el medio ambiente podria tener un
efecto significativo sobre las propiedades cinéticas y termodindmicas de tales sistemas

tautomerizados.

Considerando lo anterior es necesario establecer las condiciones en las cuales se tienen
las especies de la Azometina— H sin evolucionar a tautomeros, o tener reacciones de
otro tipo, para poder determinar adecuadamente las constantes de acidez asociadas a
esta molécula, es por ello que se pretende estudiar la estabilidad de la Azometina-H

considerando lo siguientes factores:

o Presencia de oxigeno en el sistema
o Contacto del sistema con la luz

o Variaciones del pH en el sistema

Analizados los factores que influyen en la estabilidad de la Azometina-H, se establecen
las condiciones de estudio y el siguiente paso sera la determinacién de las constantes de

acidez.

10.2. Estudio de estabilidad de Azometina-H.

Hipotesis: La figura 10.1 muestra la molécula de Azometina-H (4-hidroxi-5-
[salicilideneamino]-2-7-acido naftalenedisulfonico monosodico), de acuerdo con la
estructura molecular pueden existir mas de tres constantes de acidez asociadas a

protones acidos de la molécula, correspondientes al grupo amino y los grupos hidroxilo.
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Figura 10.1 Estructura molecular Azometina-H

Con el fin de conocer el comportamiento de la Azometina-H y como se ve afectada la
estabilidad de ésta, se realiz6 un estudio, el cual estd basado en tomar espectros de
absorcion de la especie en pH &cido y basico a diferentes tiempos, por otra parte se
analiza el comportamiento en condiciones ambientales donde se tienen factores como

son el contacto del sistema con la luz y el oxigeno.

El andlisis de estabilidad se hara sobre el seguimiento de una de las bandas del espectro

de absorcidn de la Azometina-H, la metodologia puede ser consultada en el apéndice A.

10.2.1. Estudio de estabilidad de la Azometina-H a pH 1.5.

Para realizar este estudio se prepara una solucion de Azometina-H 1x10° M a pH 1.5,
éste se ajusta con una solucion 0.1M de HCI, y se toman sus espectros de absorcion a
diferentes tiempos, esto se hara con el fin de encontrar el tiempo o el intervalo de
tiempo en el que la Azometina-H alcanza el equilibrio.

El comportamiento espectrofotométrico en el tiempo de la Azometina-H se presenta en

la figura 10.2.
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La familia de espectros de Azometina-H en pH é&cido presenta dos bandas cuyos
méaximos de absorcion corresponden a la longitud de onda de 217 nm y 244 nm, ademas
presenta un hombro alrededor de 260 nm, en la region de 300 a 350 se tiene una banda,

el maximo de absorcion corresponde a la longitud de onda de 338 nm.

Absorbancia

200 250 300 350
A (nm)

Figura 10.2. Espectros de absorcién de Azometina-H 1x10° M en 0.1M de HCI a diferentes tiempos
de disolucion, en condiciones ambientales.

La presencia de las bandas en la region de 200 a 250 nm puede ser asignada a la
transicion de los electrones n—n* del anillo aromatico, mientras que la banda ubicada
en la region de 300 a 350 nm es debido a la excitacién de los electrones del grupo
Azometina (C=N).

Conforme transcurre el tiempo los maximos en 217 y 244 nm presentan un efecto
hipercromico, mientras el hombro de 260 nm aumenta hasta casi presentarse como una
nueva banda, estos cambios se pueden apreciar mejor en el grafico de la variacion de la

absorbancia de la banda de 260 y 244 nm en funcién del tiempo de la figura 10.3.
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Figura 10.3. Gréfico del comportamiento de Azometina-H 1x10° M en 0.1M de HCI, en funcién del
tiempo en condiciones ambientales a,b) 244 nm, c,d) 260 nm.

Como puede observarse en la figura 10.3a la banda ubicada en 244 nm, en los primeros
30 min. ha incrementado su absorbancia el 10% respecto a su valor inicial, sin embargo
transcurridas 6h rs (figura 10.3b) la absorbancia aumenta 0.2 unidades y trascurridas

24h rs la absorbancia aument6 un 38% mas.

Por otra parte en 260 nm el incremento en absorbancia que presenta la Azometina-H, se
ve reflejado a lo largo de toda la experimentacion, para los primeros 30min
transcurridos la absorbancia incrementa al doble (figura 10.3c), y despueés de 6 horas la

absorbancia es 3 veces la inicial (figura 10.3d).

De acuerdo con el comportamiento espectral de la Azometina-H se observa que la
molécula presenta cambios significativos en 244 nm y 260 nm, la primer sefial puede
ser asociada con la evolucion del anillo aromatico correspondiente al fenol del grupo
salicildenamino y la segunda asociada quiza a una posible descomposicion de este
fenol.
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Cabe mencionar que la sefial de 300 a 350 nm asociada con el grupo azometino, se
mantiene sin cambios durante toda la experimentacion, indicativo de la estabilidad de

éste.

10.2.2 Estudio de estabilidad de la Azometina-H a pH 11.5

En la figura 10.4 se presenta la familia de espectros de absorcidn obtenidos a diferentes
tiempos, de una solucién de Azometina-H 1x10°M a pH 11.5, el pH se ajusté con

0.1M NaOH, el sistema se mantuvo en atmdsfera de oxigeno y presencia de luz.

0.7 4
063 &
0.5 F —=—0 hrs.
[5+] d
'S 0.5hrs
2 0.4 {1 *
o . —a—1hrs.
o k
2 0.3+ —— 2hrs.
< 6h
—x—6hrs
0.2 4
0.1
o 0-000600000000000 g g
200 300 400 500 60(C

Figura 10.4. Comportamiento espectral en el tiempo de 1x10° M Azometina-H a pH 11.5 ajustado
con 0.1M NaOH en condiciones del medio ambiente (luz y oxigeno).

El espectro de absorcion de la Azometina-H presenta una banda de absorcion en 373 nm
ésta es asignada frecuentemente a la transferencia de carga intramolecular, también se
observa una banda en 235nm, ésta corresponde a las transiciones de los electrones = —
n* del anillo aromaético, con el paso del tiempo la Azometina-H evoluciona y se observa
la formacion de la banda en 296 nm que puede ser asociada a la transicion de los

electrones n—m* de baja energia [10.6].

El andlisis de la evolucion de la Azometina-H en el tiempo se presenta en la figura
10.5a, donde la evolucion se ve reflejada con el incremento en absorbancia de las

bandas y la formacién de la banda en 296 nm, la cual sigue su evolucion hasta alcanzar
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un valor en absorbancia de 0.36 unidades, transcurridas 24 hrs se presenta una banda en
el visible en 450nm, la banda ubicada en 273 nm sufre un efecto hipocrémico, por otra

parte la banda ubicada en 235 nm desaparece.
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Figura 10.5. Comportamiento de la absorbancia en A= 236 y 296 nm en funcidn del tiempo. A partir
de los espectros de absorcion de Azometina-H 1x10° M en 0.1M de NaOH, en condiciones del
medio ambiente.

El comportamiento de las bandas de la Azometina-H a pH basico en funcién del tiempo
se observa en la figura 10.5a, donde se puede observar que para la banda ubicada en 236
nm la molécula sufre un efecto hipercrébmico durante 2 hrs., después de tres horas la
Azometina-H en esta longitud de onda presenta el efecto contrario pues la absorbancia
empieza a disminuir y al cabo de 24h rs esta banda desaparece, sin embargo durante la
primera media hora la Azometina-H permanece practicamente sin cambios (figura
10.5hb).

Por otra parte la formacion de la banda ubicada en 296 nm presenta un efecto
hipercromico de tal forma que al cabo de 30 min la banda presenta un valor de
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absorbancia de 0.09 figura (10.5d), y al cabo de dos horas la banda presenta una valor

en absorbancia de 0.2, en 24 hrs la banda alcanza un valor de 0.3 (figura 10.5d).

Con base al estudio del comportamiento espectral se sabe que la Azometina-H presenta
cambios considerables en 235 nm donde se presenta el incremento en absorbancia, en
296 nm donde se forma una nueva banda, y en la region de 300 a 400 nm la Azometina-
H permanece sin cambios, cabe mencionar que en esta region absorbe el grupo
azometino, y en 235 nm absorbe uno de los grupos aromaticos presentes en la molécula,
por otra parte la banda en 296 nm puede ser asociada con la evolucion del uno de los
anillos aromaticos de la molécula, se reporta que el grupo naftaleno absorbe alrededor
de 300 nm, por lo cual quizé esta banda sea asociada a la evolucién de la Azometina-H

por la influencia de este grupo.

Con los estudios realizados hasta el momento podemos concluir que la molécula de
Azometina-H permanece sin cambios espectrales por un periodo de tiempo corto, esto
es en los primeros 8 min, ya que los espectros de absorcién asi lo muestran, después de
este tiempo la evolucion de la molécula esta asociada con los procesos que pueden sufrir

los grupos funcionales que la conforman.

Por otra parte como ya se menciond la Azometina-H puede presentar equilibrios
tautoméricos de tipo ceto-enol, por lo que quizé la presencia de esta tautomerizacion

esté también relacionada con el comportamiento espectral de la molécula.

El estudio de la Azometina-H por UV-Vis no es suficiente para asegurar o concretar los
procesos que sufre la Azometina-H.

Considerando lo anterior se analiza el efecto del pH para lo cual se realizan titulaciones
acido base. Con el estudio espectrofotométrico en funcion del pH de la Azometina-H es
posible determinar las constantes de acidez.
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10.2.3 Titulacién acido base

Para conocer el comportamiento espectral y las posibles especies acido base de la
Azometina-H se realizé una valoracion, con este estudio se pretende analizar si con los
cambios de pH, las especies presentes en el sistema se mantienen, ademas de analizar

los cambios espectrales en diferentes valores de pH.

La titulacion &cido base se llevé a cabo a partir de una solucién fresca de 1x10°M AZ
en 0.1M de HCl y realizando adiciones de 0.1M de NaOH. Para cada adicion se tomo el
espectro de absorcion y las lecturas de pH, la experimentacion se llevo a cabo en
condiciones ambientales, sélo se controlo la temperatura a 25°C.
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0.3 4§
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Figura 10.6. Cambio espectral en funcién del pH de Azometina-H 1x10°M en 0.1M HCl en
condiciones ambientales (luz y oxigeno), obtenidos a partir de una valoracién acido base.

En la figura 10.6, se pueden observar los espectros de absorcion de la Azometina-H en
el intervalo de pH 1.5-12.6, los cuales presentan tres bandas caracteristicas ubicadas en
Amax. = 200-250 nm la cual frecuentemente es asignada a la transicion de los electrones
n—7* de anillos aromaticos, la banda a pH < 3.5 con Ams. = 300-350nm se debe a la
excitacion de electrones n—n del grupo Azometino, mientras que la banda producida a
partir de pH > 8 en A = 250-320nm, es debido a la transicion de baja energia de n—n*,

por Gltimo la banda en Ams. =330-400nm puede ser asociada a los electrones de
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transicion dentro de la molécula, esta banda también se atribuye a la posible existencia
de tautomerismo NH/OH [10.7-10.9].

Las bandas Amax. = 217 nm Yy Amax. = 244 nm desaparecen y en pH = 4 s6lo presenta un
méaximo en 233nm, éste sufre un desplazamiento batocrémico a medida que aumenta el
pH, mientras que la banda ubicada en Amsx. = 320-340 nm a pH acido, sufre también un
desplazamiento batocromico, ubicandose en Amax. =330-400 nm. El incremento de pH
también propicia la aparicion de la banda en Ama. = 250-320 nm asi como un efecto

hipercrémico.

Los espectros de absorcién muestran tres puntos isosbésticos en A=214, 255 y 300 nm,
estos evidencian la presencia de equilibrios acido base, las curvas de absorbancia pH se

presentan en la figura 10.7.
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Figura 10.7. Curvas de absorbancia-pH de Azometina-H 1x10° M, obtenidas a partir de la
Titulacion &cido base.
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A partir de los puntos isosbésticos y el intervalo de pH, es posible estimar las especies
de Azometina-H protonadas, la especie de AzH;" muestra una banda en con Amg =
214 nm, mientras que la especie AZ ™ presenta una banda en Amas. = 255nm. La zona de
predominio para AzHs" es en un intervalo de pH 1.5 a 3.2 (figura 10.7A), la especie de
AzH, predomina en pH>3.2 a 7.4 (figura 10.7B), mientras que la especie de AzH"
predomina pH>7.4 (figura 10.7C), y hasta pH 8.6 (figura 10.7D).

Aln cuando es posible sugerir el intervalo de pH donde se presentan las diferentes
especies acido base de la molécula, la determinacion de las constantes de acidez, resulta
no viable por este método, pues no hay que olvidar que la especie formada no solo

implica un cambio en el pH sino también una evolucion en el tiempo.

10.3 Estudio de estabilidad de azometina-H en medio amortiguado

Los estudios realizados hasta el momento sobre la estabilidad de la Azometina-H
muestran que ésta se ve influenciada por factores del medio ambiente como luz y
oxigeno, de tal manera que en medio &cido la evolucion de la Azometina-H se refleja

con la formacion de un hombro en 260 nm (figura 10.8)

Aln cuando se han controlado factores como luz y oxigeno, el comportamiento
espectral de la Azometina-H evidencia que ésta, es estable solo en los primeros minutos;

en pH &cido 12 min y 8 min para pH basico.

Sin embargo, un factor importante es el cambio en el pH, en los estudios realizados se
ha observado que existen variaciones importantes, sobre todo en medio basico donde el
pH llega a variar hasta 0.6 unidades, por lo que este factor podria también influir sobre

la estabilidad de la Azometina-H.

El analisis de la variacion del pH en funcién del tiempo para la Azometina—H en medio
acido, muestra cambios de ApH = 0.1 unidad (figura 10.8), generalmente el pH

disminuye a medida que transcurre el tiempo.
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Para el sistema donde se tienen condiciones de medio ambiente, es decir con la
presencia de luz y oxigeno en el sistema, el pH presenta una disminucion con el tiempo
desde los primeros minutos y llega a mantenerse casi constante durante 10 minutos en
del minuto 34 (figura 10.2.1a), el comportamiento espectral de la Azometina-H sigue

este patron, pues se mantiene sin variaciones en los primeros 2 minutos (figura 10.8all).

En el sistema donde se ha eliminado el efecto de la luz el pH disminuye desde el inicio
y se estabiliza a partir del minuto 32, la variacion ApH = 0.04 (figura 10.8b). EI cambio
espectral de la molécula también se ve reflejado desde los primeros minutos, ya que
después del minuto 3 la Azometina-H presenta cambios importantes sobre la region de
200 a 300 nm (figura 10.8bll).

Si se elimina el efecto de la luz y del oxigeno, el pH es estable en los primero 10
minutos y después inicia la disminucion de este. Los cambios en el pH concuerdan con
los cambios espectrales ya que en los primeros minutos la Azometina-H tiene el mismo
comportamiento espectral (figura 10.8c inserto).
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Figura 10.8. Gréfico de pH contra tiempo de Azometina-H 1x10° M en a) HCI con luz y con
oxigeno, b) HCI sin luz y con oxigeno, ¢) HCI sin luz y sin oxigeno
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Con base a lo anterior es posible asociar los cambios en el pH con la formacion de las

nuevas especies de la Azometina-H, ya que una variacién en el pH implica un cambio

espectral y por tanto un cambio en la especie quimica de Azometina-H.

Analizando el comportamiento del pH en funcion del tiempo (figura 10.9) para los

diferentes sistemas se observa que en medio basico el pH disminuye a medida que

transcurre el tiempo, de tal manera que para el sistema con luz y oxigeno la variacion es

de 0.6 (figura 10.9a).
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Figura 10.9 Gréfico de pH contra tiempo de Azometina-H 1x10™° M en a) Ano con luz y con
oxigeno; all)Espectros de absorcién a t=0, t=3 y t=120 min, b) NaOH sin luz y con oxigeno;
bll)Espectros de absorcién a t=0, t=4 y t=120 min, ¢) NaOH sin luz y sin oxigeno CII)Espectros de
absorcion a t=0, t=6 y t=120 min

En el sistema donde se cubrié de la luz, el pH presenta una disminucién en funcién del

tiempo y después de 40 min este se estabiliza. Aln cuando la fluctuacién es no mayor a
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la unidad, estos cambios podrian influir en la formacién de otra especie asociada con la

evolucion de la banda ubicada en 296 nm (figura 10.9bl1).

Para el sistema donde se ha eliminado los efectos de la luz y del oxigeno figura 10.9, se
presenta el mismo comportamiento en cuanto al pH, es decir presenta una disminucion a
medida que transcurre el tiempo, sin embargo el pH es mas estable en los primeros 8
min, donde la variacion es de 0.02 unidades asi que permanece practicamente constante.
Por lo que ahora se puede asociar el cambio en el pH con la evolucion de la molécula
figura (10.9cll), pues en los primeros 8 minutos se mostro que la Azometina-H no

presenta cambios espectrales.

A partir de los resultados anteriores se puede proponer gque la evolucién de las especies
de la Azometina-H tienen un efecto muy grande en el cambio de pH de la solucion con
respecto al tiempo, este comportamiento podria llevar a la hipotesis de que si
controlamos el pH de la solucién es posible controlar la evolucion de las especies de

Azometina H.

10.3.1 Estudio de estabilidad de la Azometina-H a pH &cido en medio de

amortiguado.

En la figura 10.10, se muestra el comportamiento de la Azometina-H 1x10®° M en
funcién d el tiempo, en solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH 1.5. en el
gréfico de pH contra tiempo es posible observar la variaciones del pH, el cual sufre un
disminucion a partir del minuto 12, después del minuto 25 se mantiene constante, este
comportamiento concuerda con los cambios espectrales donde los primeros 12 minutos

la Azometina-H permanece sin cambios.

La figura 10.1011 muestra los espectros de absorcion de la Azometina-H, donde los
primeros cambios se dan después de 12 min, estos se observan en 217, 244 y 260 nm, el
valor de absorbancia en estas longitudes de onda aumenta conforme transcurre el

tiempo.
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Figura 10.10). Gréfico de pH contra tiempo de Azometina-H 1x10™° M en fosfatos 0.01 M con luz y

con oxigeno; 1) Espectros de absorcion a t=0, t=12 y t=120 min.
Por otra parte, la zona entre 290 y 350 nm permanece practicamente sin cambios.

La banda en 260 nm, permanece constante durante los primeros minutos, después de

transcurridas dos horas esta banda evoluciona hasta alcanzar AAZ® =0.16.

10.3.2 Estudio de estabilidad de la Azometina-H a pH basico en medio

amortiguado.

La figura 10.11, muestra el comportamiento de la Azometina-H de concentracion 1x107
M, en medio amortiguado basico, el pH de la solucién fue de 11.5 al inicio, este fue

ajustado con solucién amortiguadora fosfatos 0.01 M.

El espectro de absorcion de Azometina-H (figura 10.11b) muestra al inicio dos bandas
de absorcion una en 235n m y otra en 370 nm, ambas bandas permanecen a la misma
longitud de onda durante dos horas, sin embargo se presentan cambios en el valor de su

absorbancia de AA%® = 0.07 y AA%¥® = 0.03, respectivamente.

El cambio en el pH durante toda la experimentacion fue de 0.05 unidades, el pH

después de 25m in permanecié practicamente constante (figura 10.11a).
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Figura 10.11. a) Gréfico de pH contra tiempo de Azometina-H 1x10™° M en a) medio amortiguado

fosfatos 0.01M sin luz y sin oxigeno; b) Espectros de absorcion al t=0 y t =120 min

Es claro que en estas condiciones la especie de Azometina-H permanece sin cambios
(figura 10.11), si se compara con el sistema sin amortiguamiento (figura 10.5b), donde
aun cuando se han eliminados luz y oxigeno se tiene la formacién de la banda en
292nm, asi la evolucion de la Azometina-H parece detenerse en la solucion

amortiguada..

Con base a los resultados mostrados se realiza una valoracion para la determinacion de
las constantes de acidez de la Azometina-H, controlando los factores que afectan la
estabilidad de la molécula como son luz y oxigeno, ademas el sistema se trabajara en

una solucion amortiguada.

10.3.3 Titulacion de Azometina-H en medio amortiguado.

En muchos trabajos para la determinacion de constantes de acidez se realizan titulacion
acido base para analizar el comportamiento de las moléculas, en este caso se hace la
valoracion a partir de azometina-H 1x10> M Para cada cambio en el pH se tomd el

espectro de absorcion.

La familia de espectros de absorcion tomados a partir de la titulacion &cido base se

muestra en la figura 10.12.
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Figura 10.12. Comportamiento espectral a diferentes pH de la Azometina-H 1x10°° M, obtenidos

mediante valoracién.

En el espectro de absorcion se presenta a pH acido una banda entre A=. 215-250 nm,
esta banda presenta dos maximos uno en 240 nm y otro en 218 nm, el espectro también
presenta una banda en A=. 280-350 nm, en pH basico la Azometina-H presenta 2 bandas

la primera ubicada en Amsx. = 236 nm y la segunda en Amsx. = 372 nm.

El comportamiento espectrofotométrico de la Azometina-H. es el mismo en el intervalo
de pH de 2.5 a 3.1. Al llegar a pH 3.2 se observa un cambio en el comportamiento de la
banda de 218 nm, ésta disminuye bruscamente en absorbancia e inicia el aumento de la
banda 240 nm, ahora ubicada en 234 nm. Al llegar a pH 4.2 se presenta otro cambio en
el comportamiento espectrofotométrico de Azometina-H donde la banda en 219 nm ha
desaparecido por completo, para dar paso solo a la formacion de la banda en 234 nm, la
cual permanece durante todo el intervalo de pH entre 4.2y 11.7.

Por otra parte la banda alrededor de 350 nm sufre un efecto batocrémico e hipercromico
a medida que el pH aumenta, siendo mas evidente en pH 8, desplazandose de 350 nm a
372 nm
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10.3.4 Calculo de Constantes de Acidez de Azometina-H en medio de amortiguado.

El célculo de las constantes de Azometina-H se realizd6 mediante el programa
computacional SQUAD [10.12], este programa se alimento con los espectros de
absorcidon con sus respectivos valores de pH obtenidos de la titulacion acido base, y la

concentracion de trabajo del analito, ademas de un modelo quimico.

Los valores para las constantes de equilibrio encontradas para Azometina-H se
encuentran en la Tabla 10.1.

Tabla 10.1.Valores de log B de Azometina-H obtenidas de la valoracién
espectrofotometrica

Especie log B
Haz 8.429+0.012
HoAz 15.370+0.016
HsAz 18.626+0.017

*Se alimentaron 24 espectros de absorcidn cada uno con 50 longitudes de onda al
programa computacional SQUAD, la desviacion estandar fue de 6=3.52x10, U=6.68 x 10~

Los valores de pKa obtenidos concuerdan con la hipotesis establecida ya que la

existencia de 3 pKa concuerda con la estructura de la molécula.

Por lo tanto los valores de pK’s calculados podrian ser asociados solo a tres
equilibrios acido base el primero corresponde al grupo mas acido NH (3.26) los valores

de 6.95 y 8.43 corresponden la desprotonacién proviene de los grupos OH.

Esta asignacion concuerda con los datos obtenidos mediante el programa
ACD/pKas, ya que para el grupo OH del fenol se encontrd un valor de 8.64, semejante
al calculado mediante SQUAD.
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10.4 Analisis punto por punto

Para estar asegurar que estas constantes de acidez, sean debidas s6lo a cambios en el
pH, es decir especies &cido base y evitar la presencia de cualquier otra especie formada
por factores como luz, oxigeno, se realiza ahora un analisis punto por punto, donde se
asegura que la especie de Azometina-H, no estard afectada por su evolucion en el
tiempo, ya que esta metodologia permite analizar cada especie en tan solo dos minutos.
Con esta metodologia es posible asegurar que las constantes de acidez de la Azometina-

H pertenecen a especies acido-base.

Los espectros obtenidos mediante la metodologia punto por punto se presentan a

continuacion en la figura 10.13.

Absorbancia

Figura 10.13 Espectros de Azometina-H 1x10°M a diferentes
pH (puntual) en solucién amortiguadora de fosfatos.

En el espectro de absorcion se presenta a pH acido una banda entre A=. 215-250 nm,
esta banda presenta dos maximos uno en 245 nm y otro en 219 nm, el espectro
también presenta una banda en A=280-350 nm, para pH basico la Azometina-H
presenta 2 bandas la primera ubicada en Ans = 236 nm y la segunda en Aysx = 341

nm.
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El comportamiento espectrofotométrico de la Azometina-H figura 10.14. es el mismo
en el intervalo de pH de 1.5 a 2.9. Al llegar a pH 3.2 se observa un cambio en el
comportamiento de la banda de 219 nm, esta disminuye bruscamente en absorbancia
e inicia el aumento de la banda 245 nm, ahora ubicada en 238nm. Al llegar a pH 4.2
se presenta otro cambio en el comportamiento espectrofotométrico de Azometina-H
donde la banda en 219 nm ha desaparecido por completo, para dar paso solo a la

formacion de la banda en 237 nm, la cual permanece durante todo el intervalo de pH

entre4.2y 11.7.

-+ 1.54
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Absorbancia

200 225 250 275
A(nm)

Figura 10.14 Espectros de absorcion de Azometina-H 1x10™° M en medio de fosfatos. En la regién
de 200 a 300nm obtenidos por la metodologia punto por punto.

Por otra parte el espectro de azometina-H presenta una banda entre 300 y 450nm, la cual
presenta dos maximos uno en 328nm y otro en 341nm, figura 10.15, la banda presenta
una evolucion marcada a pH 4.2. Esta banda sufre un desplazamiento hacia longitudes

mas altas, ubicandose en 376nm cuando se tiene pH de 11.7.
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Figura 10.15. Espectros de Azometina-H 1x10°M para valores de pH entre 1y hasta 11.5

en el intervalo de longitudes de onda de 275 a425nm.

Como se observa en el espectro de Azometina-H en el intervalo de pH entre 1 y 11

podemos observar 4 posibles puntos isosbésticos ubicados eni.= 225, A = 262, A = 288

y A= 334 nm.

10.4.1. Célculo de Constantes de Acidez de Azometina-H

El célculo de las constantes de Azometina-H se realizd6 mediante el programa
computacional SQUAD, este programa se alimento con los espectros de absorcion con
sus respectivos valores de pH obtenidos del andlisis puntual, y la concentracion de

trabajo del analito, ademés de un modelo quimico.

Los valores para las constantes de equilibrio encontradas para Azometina-H se

encuentran en la tabla 10.2.
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Tabla 10.2.Valores de pka’s de Azometina-H obtenidos del analisis puntual

Especie Valor pKa
HsAZ 3.393+0.106
H,AZ 7.364 £0.104
Hi1AZ 8.733+0.054

*Se alimentaron 24 espectros de absorcion cada uno con 48 longitudes de onda al
programa computacional SQUAD, la desviacion estandar fue de o = 8.25x10°3, U=4.85x10"°

Los valores de pKa obtenidos concuerdan con la estructura de la molécula, donde
pueden existir tres posibles pKa’s, asociados a la desprotonacion de los grupos OH, y al

grupo NH presentes en la molécula.

Los valores de pK’s calculados se asocian a tres equilibrios acido base el primero
corresponde al grupo mas acido NH (3.388) para los siguientes valores (7.364 y 8.733)

la desprotonacidon proviene de los grupos OH.

Esta asignacion concuerda con los datos obtenidos mediante el programa ACD/pKas, ya
que para el grupo OH del fenol se encontrd un valor de 8.64, semejante al calculado

mediante SQUAD.

Por otra parte los estudios realizados para este tipo de moléculas muestran que para
compuestos similares se tiene un valor de pKa de 3 a 4 para el grupo azometino y el
segundo pKa lo reportan en 8 para los grupos OH (Raafat SPT ACTA A 59 2003 723-
728), por lo que los valores y la asignacion de los pKa encontrados concuerda con lo

reportado por otros autores y con el programa ACD/pKas.
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El programa computacional SQUAD ademas de calcular las constantes de acidez de la
Azometina-H, también calcula los coeficientes de absortividad para cada especie. El

gréfico de coeficientes molares se presenta en la figura 10.16.

—AZ
—H(1)AZ
— ‘H@)AZ

H(3)AZ

Figura 10.16. .Coeficientes molares de Azometina-H, obtenido a partir del refinamiento

de constantes por el programa SQUAD.

En el grafico de los coeficientes de absortividad se puede observar que estos presentan
el comportamiento de las especies tanto 4cida como basica de Azometina-H. Este es
comparable con el obtenido experimentalmente. Los marcadores que se observan en la
figura 10.16 representan el valor de la desviacion estandar para cada coeficiente de

absortividad.

A partir de los coeficientes obtenidos mediante el calculo de pKa’s de Azometina-H, es
posible calcular las fracciones molares de cada especie, en la figura 10.17 se presenta el

gréafico de fracciones molares para las diferentes especies de Azometina-H.
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Figura 10.17.Diagrama de fracciones molares de Azometina-H, obtenido a partir de los coeficientes

de absortividad molar obtenido del refinamiento de constantes por el programa SQUAD.

Una vez refinadas las constantes de acidez de Azometina-H y con los coeficientes de
absortividad obtenidos, se realizd la simulacion de los espectros de absorcion de
Azometina-H 1x10™°> M comparables con los experimentales. La figura 10.17, muestra
los espectros simulados que para efectos practicos se realiz6 solo la simulacion para los

mas representativos.
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Figura 10.17.-Espectros de absorcion Azometina-H 1x10™ M simulados a partir de los datos

Tedrico (marcador) y comparados con los-Experimental (linea).
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Como se puede observar en la figura los espectros simulados concuerdan con los
obtenidos experimentalmente, este resultado es una base para proponer las constantes de

acidez obtenidas para Azometina-H, como propias de esta molécula.

10.5 Conclusiones.
La estabilidad de la Azometina-H se ve afectada por factores del medio ambiente como
luz y oxigeno, y a pH bésico la evidencia de la evolucion de la molécula es la formacion

de una nueva banda.

De acuerdo al comportamiento espectral la Azometina-H es estable solo en los primeros

minutos; en pH &cido 12 min y 8 min para pH basico.

Si bien es cierto, que la formacion de la banda en 296 nm es por un proceso que ocurre
en el tiempo, también lo es que, esta banda se produce por un cambio en el pH, donde
las especies formadas interacttan, asi lo refleja la Azometina-H cuando se realiza la

valoracién acido base.

Por otra parte la formacion de las especies de Azometina-H a los diferentes pH proviene
de la desprotonacion de ésta, los puntos isoshésticos presentes en comportamiento
espectral son una evidencia mas de las especies acido base que se encuentran en el
sistema, sin embargo en el caso de existir un equilibrio tautomérico no podemos ain

elucidar a que especies tautomérica pertenece.
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El tiempo de analisis, el tiempo de exposicion a la luz, la intensidad de la luz, el
oxigeno del medio ambiente y el pH sobre todo en medio bésico, afectan directamente a
la molécula, por lo cual en las determinaciones de micro nutrientes es importante
considerar estos factores, pues de no ser asi la determinacion estaria ligada a posibles

errores.

Mediante el estudio cinético en medio amortiguado a pH &cido de la Azometina-H se
encontrd una evolucion del hombro ubicado en A= 260 nm. mientras que a pH basico se
presenta la evolucion de una banda en A= 292 nm, por las razones anteriores se puede
concluir que la Azometina-H no es estable para tiempos mayores a 10 min., alin
eliminando los efectos por la luz y oxigeno, aun cuando la soluciéon en medio

amortiguado limita la evolucion de la Azometina-H, esta incrementa su estabilidad.

La determinacion de las constantes mediante una titulacion &cido base y refinadas

mediante SQUAD, son valores congruentes, con la estructura de la molécula.

Por lo que es posible asociar 3 equilibrios acido base a la Azometina-H.

Sin embargo, y de acuerdo con los resultados obtenidos se encontré que el
comportamiento de la Azometina-H presenta histéresis, ain cuando es posible
determinar las constantes de acidez, no se tiene la seguridad de que estas correspondan
solo a especies acido base de Azometina-H, por lo que no es viable realizar un

titulacion &cido base, para la determinacién de constantes de acidez de esta molécula.

Por esta razon se realizd la determinacién de constantes de acidez de Azometina-H

mediante analisis puntual.
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Analisis que permite lograr que el cambio en el comportamiento de Azometina-H sea

solo por el efecto del pH y no debido a otros factores.

Los valores de pKa de la Azometina-H concuerdan con los reportados para este tipo de

moléculas.

Las tres constantes de acidez calculadas para equilibrios &cido base asociados a la los

grupos NH y OH de la estructura de la molécula.

Los valores obtenidos de las constantes, asi como los coeficientes de absortividad
obtenidos por el programa SQUAD permiten obtener una buena simulacién de los
espectros experimentales, la estadistica de estos valores muestra que las constantes de
acidez son confiables, y que los datos teoricos representan de manera eficaz el

comportamiento experimental.
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Capitulo 11.

Uso de MWCNT para el estudio de Azometina-H por
Voltamperometria Ciclica.

11.1.Introduccion.

El uso de colorantes para la identificacion cualitativa o cuantitativa de estructuras
morfoldgicas (histologicas) es de gran importancia en bioquimica, biologia y medicina. Estos
métodos estan basados en la aplicacion de colorantes sobre tejidos, microorganismos, entre
otros, como una herramienta analitica para la identificacién de estructuras y reacciones

quimicas en ellos [11.1].

Ademas la gran mayoria de los estudios estdn basados en métodos espectroscopicos como:
UV-Vis, absorcion atémica, emision atémica, rayos X y fluorescencia, es importante resaltar
que los métodos espectroscopicos poseen algunas desventajas iniciando por el costo, no
pueden resolver el problema con los interferentes, y ademas poseen baja sensibilidad y
precision, por lo que se requiere una nueva técnica que mejore estas propiedades, Los
métodos electroquimicos [11.2], se perfilan para cubrir estas necesidades, pues poseen alta
sensibilidad y selectividad, ademas las mediciones pueden ser hechas de manera directa, por
las ventajas que ofrecen los electrodos ya que pueden ser hechos convenientemente para

determinaciones in situ.

En la busqueda de aumentar las propiedades electroquimicas, los electrodos han sido
modificados con peliculas de polimeros conductores nafion [11.3,11.4] o polianilinas [11.9].
A partir de 1991 cuando ljiima report6 la existencia de los nanotubos de carbén (CNT), los
electrodos han sido modificados con este material y es que los CNT poseen particulares
caracteristicas fisicas, quimicas y electroquimicas [11.5-11.6]. Ademas tienen la habilidad de
ser mediadores en reacciones de transferencia de electrones con la especie electroactiva en
solucion cuando son usados como electrodos [11.7]. Con este hallazgo el gran uso y
aplicacion de los nanotubos ha logrado que la mayoria de las investigaciones estén enfocadas
a mejorar y modificar los electrodos con el empleo de este material.
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Por todas estas razones, en este trabajo se propone caracterizar la Azometina-H (Az) por
voltamperometria ciclica, con el uso de un electrodo de pasta de carbon modificardo con de
MWCNT (nanotubos de carbon de multipared).

11.2. Experimental
11.2.1 Reactivos y Equipo

Todos los reactivos fueron de grado analitico, La Azometina-H y B-Ciclodextrina (CD)
usadas fueron de marca Sigma y Acetato de amonio fue usado de Baker. Los nanotubos de
carbon de multipared (MWCNT) (0.5-200mm), fueron de Aldrich (Stenheim, Germany) con
95% de pureza.

Todas las soluciones fueron preparadas con agua ultra pura obtenida de Millipore-MilliQ con

resistividad de 18.0 Mohm cm, las soluciones fueron burbujeadas con nitrogeno.

El estudio electroquimico se llevé a cabo con una celda convencional de tres electrodos,
usando un electrodo de platino y Ag/AgAl como contra electrodo y referencia,
respectivamente. El electrodo de trabajo fue de pasta de carbon o electrodo de pasta de carbon
modificado con MWCNT-CD. Todas las medidas electroquimicas fueron hechas en
atmosfera de nitrégeno a temperatura de 25 °C.

La voltamperometria ciclica fue hecha usando un Electrochemical Analyzer Autolab 20,

conectado a una computadora personal.
11.2.3. Preparacion de la pelicula CD-MWNT

La modificacion del electrodo se llevo a cabo de la misma manera que en el capitulo 8.
1mg de MWCNT, fue disperso por ultrasonido en un mililitro de f-CD 1x10M, la solucién
de MWCNT y B-CD fue colocada por goteo sobre el electrodo de pasta de carbon.
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11.3. Resultados y discusion

11.3.1 Perfil de la membrana de MWCNT-CD en acetato de amonio (pH 7).

La figura 11.1 muestra el perfil de la membrana de los MWCNT/CD, es posible observar que
la presencia de los MWCNT aumenta la corriente capacitiva, lo que corrobora la presencia de
los nanotubos en la superficie del electrodo. El voltamperograma obtenido muestra que en la

ventana de potencial de 0 a 1000 mV no se presentan procesos de oxidacion.

3.E-05 -
b
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-500 0 500 1000
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Figura 11.1 a) Blanco electrodo de pasta sin modificar, b) Perfil de la membrana de MWCNT /CD en
acetato de amonio pH = 7.0 a la velocidad de barrido de 100mV/s

11.3.2 Comportamiento Voltamperométrico: Azometina-H

La figura 11.2 muestra el voltamperograma de la Azometina 1mM, en acetato de
amonio 0.01M, pH = 7.4 a la velocidad de barrido de 100mV/s, con electrodo de pasta de
carbon modificado con MWCNT. La Azometina muestra un comportamiento irreversible, y
presenta dos procesos de oxidacion: ubicados en p;= 553mV y p, =1096 mV, cuando el
barrido se hace hacia el sentido positivo, mientras que cuando el potencial se invierte se
observa otro proceso de oxidacion (ps) en 145mV, este proceso es asociado la oxidacion de

las especies reducidas.
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Figura 11.2 Voltamperograma ciclico de 1mM de Azometina-H en acetato de amonio, pH=7.0ala
velocidad de barrido de 100mV/s.

Los procesos de oxidacion (pl y p2) pueden ser asociados a los grupos azometino (rosa) e
hidroxilo (verde), Se ha reportado [14] que moléculas con estructuras de fenoles son mas
estables como fenoxidos, por lo que se propone que la azometina se oxida de la siguiente

manera:

11.3.3 Comparacion de la respuesta electroquimica de Azometina-H con el electrodo de pasta
sin modificar y modificado con MWCNT-CD.

El voltamperograma ciclico de 1ImM Azometina-H en 0.01M de acetato de amonio, pH = 7.0
a la velocidad de barrido de 100mVs™. obtenidos con electrodo de pasta sin modificar (figura
11.3a) mostré 2 procesos de oxidacion de la azometina-H, coincidentes con la respuesta

obtenida con electrodo modificado, sin embargo el p; se ubica 50mV desplazado hacia
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potenciales mas positivos, mientras que el p, se presenta a 30mV hacia potenciales mas

negativos con respecto a la respuesta con el electrodo modificado (figura 11.3b).

-5.E-05 - \ \ \
-500 0 500 1000 1500

E /mV

Figura 3 Voltamperograma ciclico de 1mM de Azometina-H, en acetato de amonio, pH=7.0ala
velocidad de barrido de 100mV/s. a) electrodo sin modificar y b) electrodo modificado con MWCNT-CD .

Por otra parte la corriente de pico con el electrodo modificado se ve favorecida en un 27%.
Con el fin de caracterizar el comportamiento de la azometina-H se hizo el estudio de
velocidad de barrido, con el cual es posible saber si el proceso de transferencia de carga esta

controlado por difusién, o si el proceso es de adsorcion.

La figura 11.4 muestra los voltamperogramas de 1ImM Azometina-H en 0.01M de acetato de
amonio, pH = 7.0 en funcion de la velocidad barrido, donde se observa que la velocidad
influye sobre el potencial de los picos de oxidacion (pl y p2), ya que ambos picos se
desplazan hacia potenciales mas positivos a medida que aumenta la velocidad, el
desplazamiento del potencial del pl es de 100mV cuando la velocidad se incrementa una

década, por otra parte la sefial es proporcional al cambio en la velocidad.
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-500 0 500 1000 1500
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Figura 11.4. Voltamperogramas ciclicos de 1mM azometina-H, en acetato de amonio a pH=7, a diferentes
velocidades de barrido: 0.01,0.02,0.03, 0.04, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 y 0.1V. Electrodo de trabajo: pasta de
carbén modificado con MWCNT-CD.

Para conocer como es el proceso electroquimico de la Azometina-H se obtuvo el gréfico de
corriente contra la raiz cuadrada de la velocidad, el ajuste con este criterio no es lineal por lo
que se descarta que el proceso este controlado por difusion (figura 11.5a) mientras que el
gréfico de la corriente de pico contra la velocidad dio un buen ajuste lineal, por lo que puede

ser asociado con un proceso de adsorcion (figura 11.5b).
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Figura 11.5. a)Grafico de la corriente de pl en funcion de la raiz de la velocidad b) gréafico de la corriente
pl en funcidn de la velocidad: electrodo de trabajo: pasta de carb6n modificado con MWCNT B-CD.

Los cambios en el potencial y la absorcion de la especie sobre la superficie del electrodo
cuando se tiene la presencia de MWCNT/CD se debe a la formacion de complejo con B-CD

de la especie de Azometina H,Az la cual tiene una constante de formacion de 9.0077+0.0834.
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(Estos resultados estan basados en un estudio realizado por especectroscopia UV-Vis, donde
se formo el complejo Az-CD vy a través del programa computacional SQUAD se refino la

constante de complejacion).

11.4. Conclusiones

El uso del electrodo modificado ayuda a acelerar el proceso de transferencia de electrones, ya
que el pico de oxidacion de la Azometina-H se presenta a potenciales mas negativos, éste

ademas aumenta la corriente de los procesos de oxidacion.

Por otra parte con el estudio de velocidad se encontré que la Azometina-H tiene asociado un

proceso de adsorcion y que el transporte de masa no esta controlado por difusion.
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v El estudio de estabilidad de la dopamina revelo que en condiciones donde se evita el
contacto con la luz y el oxigeno, la molécula es estable durante 30min a pH = 3.0,

durante 15min a pH = 9.3y a pH = 12.3 tan solo durante 2 min.

v Ladeterminacion de los pka de DA se realiz6 de tal manera que se garantiza que los

valores pertenecen Unicamente a especies acido base.

v A partir de las constantes de Acidez calculadas en este trabajo fue posible elucidar

el mecanismo de desprotonacion mediante calculos teéricos y experimentales.

v" Los calculos Teoricos mostraron que la geometria mas estable de la DA

corresponde al proximal.

v' El ajuste entre datos experimentales y tedricos, muestra que el nivel de calculo es
apropiado, y por tanto los datos son confiables, por lo que el mecanismo de
desprotonaciéon propuesto es viable y se relaciona con los pka de la siguiente

manera.

v Los valores de pKa pueden ser asignados como:
v pkal = 9.05 para grupo amino

v pka2 = 10.58 para grupo hidroxilo en la posicion para



v Pka3 = 12.07 para grupo hidroxilo en la posicién meta

Se encontrd que la DA puede formar complejos de inclusion con 3-CD en una

estequiometria 1:1 y su constante de complejacion es de pks = 3.77

Se encontré que la AA puede formar complejos de inclusion con B-CD en una

estequiometria 1:1 y su constante de complejacion es de pks = 3.51

Los valores de complejacién de DAy AA con 3 -CD sefialan que la interaccion es
mas debil con AA, por lo que en un sistema DA/AA/ B—CD, el AA se oxida antes

que la DA, por lo que la B-CD puede actuar como agente de reconocimiento.

La caracterizacion electroquimica mostré que la DA presenta un proceso cuasi
reversible y esta controlado por difusién, mientras que el AA tiene asociado un

proceso irreversible controlado por difusion.

Se encontré que no es posible determinar DA en presencia de AA con electrodos
convencionales por lo que se disefiaron electrodos modificados que lograron

mejorar la respuesta electroquimica y la determinacion analitica.

La aplicacién de sistemas supramoleculares resulto favorable para el desarrollo de

métodos de analisis cuantitativo para DA ya que:



La respuesta electroquimica de la dopamina mejora con el uso de los
electrodos modificados con nanotubos de carbon y la polimerizacion B-CD,
hace el proceso mas reversible ademas aumenta la transferencia de

electrones.

Con los electrodos modificado con MWCNT y 3 CD es posible detectar DA

en presencia de AA, con limites de deteccidn de por debajo de 10uM.

El uso de los electrodos modificados para la determinacion cuantitativa de
DA en farmacos resulto ser exitosa.

La presencia de surfactante en solucion mejoro las propiedades
electroquimicas de la DA esto fue provechoso para plantear el método de
andlisis cuantitativo.

La formacion de las micelas del SDS favorecid la separacion de las sefiales
entre DAy AA 'y fue posible hacer la deteccion de DA

Este método se probo para la deteccién de DA con farmacos los resultados

fueron exitosos.



PERSPECTIVAS.

o Introduccion del sensor de DA (EPC/MWCNT/BCD y EPC/ BCD) a sistema Chip

on a lab.

o0 Deteccion de DA en fluidos bioldgicos

o Desarrollo de sensores tipo Thin film con tecnologia screen printing

o Miniaturizar los sensores para aplicacion en sistemas bioldgicos, como tejidos o
celulas.
o Disefio de microelectrodos empleando materiales como: fribras de carbon y
oro.

Modificacion de microelectrodos con materiales nanoestructurados (MWCNT y B-CD).

Construccion de un Sensor electroquimico para Boro basado en sistemas supramoleculares
B-CD / Azometina-H
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Apéndice A
Método Experimental

Estudio Espectrofotométrico.

Reactivos

Las soluciones de DA fueron preparadas usando reactivo grado analitico de Merck, para la
titulacion espectrofotométrica se utilizo NaOH (Merck 99%) y HCI (Merck 37%), Para el
estudio de estabilidad y el analisis punto por punto se utilizo buffer de fosfatos para lo cual se
emplearon reactivos grado AR , el fosfato de sodio fue usado de Aldrich (96%), mientras que
fosfato mono 4cido de sodio y fosfato diacido de sodio fueron de Fluka (99%). Todas las
soluciones fueron preparadas usando agua desionizada tipo | (18 MQ) libre de materia
organica, obtenida de US Filter PURE LAB PLUS, y burbujeadas con nitrégeno al 99.9 %
para eliminar el oxigeno presente.

Equipo.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos con un espectrofotometro Perkin —Elmer lambda
20, controlando la temperatura a 20°C+ 0.5 con un sistema peltier integrado al
espectrofotémetro, la temperatura la celda de reaccion se controlo con un bafio de temperatura

y un recirculador marca Cole —Palmer.

Las lecturas de pH fueron obtenidas usando un potenciémetro LPH 430T de marca Tacussel,
el electrodo empleado fue un electrodo de vidrio combinado Corning (rango pH 0-14). Para el

analisis puntual y el estudio de estabilidad, se uso un sistema de analisis en flujo continuo.
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Calculos

Los datos de los espectros obtenidos de cada método, fueron usados para determinar las
constantes de acidez de DA usando SQUAD, el cual requiere de la concentracion de trabajo
del analito, los datos de absorbancia para cada valor de pH y del modelo quimico que
considera las especies involucradas, dicho programa ha sido empleado para determinar

constantes de acidez para otras moléculas (10-12).

SQUAD devuelve como datos de salida: el célculo de las constantes de acidez de acuerdo al
modelo quimico propuesto, asi como los coeficientes de absorcién para las especies

involucradas, ademas de la desviacién estandar del calculo.

A partir de los datos obtenidos con SQUAD es posible calcular las fracciones molares de cada

especie, y obtener los diagramas de distribucion

Estudio de Estabilidad Seccién Experimental

La estabilidad de la Dopamina se estudié mediante espectroscopia Ultravioleta- visible,
tomando el espectro de absorcion de la molécula cada minuto durante media hora y después

cada 10 minutos, hasta alcanzar un tiempo total de dos horas.

El estudio de estabilidad de la Dopamina se realizé para la especie acida a un valor de pH =
3.0 y para la especie basica pH =12, ajustando el pH de la solucion de la Dopamina con una
solucion HCI 0.01M y NaOH 0.01M.

El analisis de estabilidad se hizd sobre el seguimiento de la banda de absorcion maximo de

cada especie la Dopamina en funcion del tiempo.
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Titilacion Espectrofotométrica

La titulaciéon espectrofotométrica consiste en el cambio de pH de la solucién, en la
celda de reaccién se coloco una solucién de DA 2.8x10*M en HCI 0.01M y se hicieron
adiciones de NaOH 0.01M, en cada adicion se tomo la lectura de pH y de potencial, de esta
solucion de tomo una alicuota y se llevo al espectrofotometro para tomar su correpondiente
espectro de absorcién. Se control6 temperatura, oxigeno y luz ,la figura 1, muestra el sistema

de trabajo.

El tiempo aproximado del analisis es de 4hrs, en el intervalo de pH estudiado de 2.0 a
12.7.

Figural. Esquema del sistema de trabajo: 1= celda de reaccion, 2 =Bureta, 3=

electrodo de pH, 4= Espectrofotometro UV-Vis, 5= PC, 6= recirculador
Analisis Puntual

Esta metodologia consiste en realizar soluciones frescas de Dopamina 2.8x10™ M para
cada valor de pH. En este caso se prepararan soluciones amortiguadoras con el par acido base
conjugado de especies de fosfato HsPO?, H,PO4", HPO,* y PO,>, segun sea el caso. Una vez
teniendo la solucién con el pH deseado, se preparan las soluciones de Dopamina en este
medio. Para cada solucién se toma la lectura de pH y de potencial, y su espectro de absorcion

correspondiente.

La muestra se llevo al espectrofotometro con un sistema en flujo continuo (FIA) para

evitar la exposicion a la luz y el oxigeno. Los tiempos de agitacion, registro de pH vy
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obtencion de espectro de la Dopamina fueron controlados. Una vez obtenidos la familia de
espectros se calculan las constantes de acidez de la Dopamina. El célculo de constantes se

realizara utilizando el programa computacional SQUAD.
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Apéndice B

Método Experimental

Estudio Electroquimico.

Reactivos.

La solucién stock de Dopamina, Acido Ascérbico y B-ciclodextina 1x10% M, fueron
preparadas a partir del reactivo grado A R Merck, para ajustar el pH, se utilizo HCI (Merck
37%) 0.01M. y las soluciones buffer fosfatos fueron preparados a partir del reactivo de grado
AR, para diacido de sodio fosfato (Fluka 99%) y acido fosforico (fluka 85.2%). Todas las
soluciones fueron preparadas usando agua desionizada tipol(18.2 MV) libre de materia

organica.

Equipo

La voltamperometria ciclica y la voltamperometria diferencial de pulso, se realizo con el uso
de un Autolab, con una celda convencional de tres electrodos (Figural), como electrodo de
trabajo se utilizo un electro de pasta de grafito y/o carbon vitreo (a), un alambre de Pt como
contra electrodo (b) y como electrodo de referencia se utilizo Ag/AgCl (c). Todas las

mediciones se hicieron a temperatura ambiente de 25°C.

c

Figural. Celda electroquimica tipica, a)electrodo de trabajo, b)contra electrodo, c)electrodo
de referencia

Pre-tratamiento de Electrodo Carbdn vitreo.

Limpieza de la superficie del electrodo de carbédn vitreo fue pulida con alumina 0.5mm,
después de obtener un pulido tipo espejo y con el fin de eliminar las particulas de alumina
restantes sobre la superficie del electrodo éste se sonifico en H,0.

Para activar la superficie del electrodo se hicieron barridos de potencial sobre una solucién de
Fosfatos a pH 7.4, hasta obtener una respuesta estable.
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Fabricacion de electrodo de trabajo.

El electrodo de pasta de grafito (esquemal), se hizo con una mezcla de grafito()/ aceite
mineral () en una relacionen peso 1/1(paso 1), la pasta resultante, se compacto utilizando un
jeringa (paso2), finalmente el electrodo fue cortado y se adapto un conector (paso3).

Electrodo pasta de carbon

v

Aceite mineral

Paso2
Pasol

Grafito
Paso3

Esquemal Construccion electrodo pasta de grafito.

208



Georgina Alarcon Angeles Apéndice C

Apéndice C
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Apéndice C

Método Experimental: Electrodos Modificados

Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico, La Dopamima (DA) y B-Ciclodextrina (CD)
usadas fueron de marca Sigma y KH;PO4 y K,HPO4 de Fluka. Los carbén nanotubos de
multipared (MWCNT) (0.5-200mm), fueron de Aldrich (Stenheim, Germany) con 95% de
pureza.

Todas las soluciones fueron preparadas con agua ultra pura con obtenida de Millipore-MilliQ

system, las soluciones fueron burbujeadas para quitar la presencia de oxigeno.

Equipo

El estudio electroquimico se llevo a cabo con una celda convencional de tres electrodos,
usando un electrodo de platino y Ag/AgAl como contra electrodo y referencia,
respectivamente. El electrodo de trabajo fue de carbdn vitreo o electrodo de carbon vitreo
modificado con MWCNT -CD. Todas las medidas electroquimicas fueron hechas en
atmosfera de nitrogeno a temperatura de 25 °C.

La voltamperometria ciclica y los experimentos amperométricos fue hechos usando un
electrochemical analyzer Autolab 20, conectado a una computadora personal.

Las imagines de CD, MWCNT vy de la pelicula MWCNT-CD fueron hechas usando Hitachi-

S-3200N scanning electron microscope (SEM).

2.2. Preparacion de nanotubos de carbon multipared

La purificacion fue hecha con una solucion de 2 M acido nitrico por 24 hrs. A 25°C de

acuerdo al procedimiento descrito por Perez et al.(3)
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2.2. Preparacion de la pelicula CD-MWNT.

1mg de MWCNT, fueron dispersos por ultrasonido en un mililitro de B-CD de concentracion
1x10% M, de esta dispersion se coloco por goteo un pelicula sobre el electrodo de carbén
vitreo (GCE) este electrodo tuvo un pretaratamiento previo al formacién de la pelicula (ver

apéndice B).

ﬁﬁ@@?@\/ :

|

MWCNT p-CD

Electrodo
de carbon vitreo
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