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Capitulo 1. Introducciéon General

Capitulo 1. Introduccién General

1.1 Introduccién General

La contaminacion por agentes quimicos en agua es uno de los mayores problemas ambientales
a nivel mundial; el agua contaminada representa un riesgo a la salud y bienestar humano que
afecta al desarrollo sostenible de la sociedad y su economia. La presencia de diversos agentes
guimicos contaminantes, como los compuestos organicos que son productos de procesos
artificiales o naturales [1], deben llevar un monitoreo constante para asegurar que su
concentracion no sobrepasen lo dispuesto en la normatividad. En este trabajo de investigacion
se plantea la utilizacion de un método electroanalitico para la determinacién de contaminantes
organicos utilizando la voltametria diferencial de pulsos alternativos, teniendo por ventajas su
alta resolucion, el hecho de que es un proceso relativamente sencillo, que requiere de poco
tiempo durante la experimentacion y el bajo costo de las determinaciones [2]; se analizaran
diversas muestras acuosas sintéticas de desechos industriales utilizando la voltametria
diferencial de pulsos alternativos que tiene como ventaja una resolucién mayor a los métodos de
segundo orden como la polarografia de onda cuadrada o la polarografia diferencial de pulsos

para determinar diversos analitos en la misma muestra [3].
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Capitulo 1. Introduccién General

1.2 Justificacioén

En las ultimas décadas, la creciente actividad industrial en diversos paises aumentd la
preocupacion por los efectos toxicos de agentes contaminantes organicos e inorganicos que
estan presentes en el ambiente por residuos industriales, sean organicos e inorganicos; de modo
gue surge la necesidad de monitorear los niveles de contaminacién en diversos lugares, como
en el proceso industrial que involucra metales pesados, o el efluente de una planta de tratamiento
de aguas residuales que Unicamente se enfoca en inactivar la actividad bacteriana pero no en
remocion de contaminantes quimicos. Aunque existen alternativas para la cuantificacion de
contaminantes ambientales, los métodos voltamétricos ofrecen ventajas Unicas que otro tipo de
determinaciones no lo hacen, por ejemplo, la voltametria utiliza un potencial aplicado a un sensor
llevando a una alta selectividad y especificidad; cada especie quimica, asi como cada elemento

u estado de oxidacion, tiene un potencial de oxidacion y/o reduccion asociado [4].

Una de las principales desventajas de utilizar métodos electroanaliticos es la pasivacion del
electrodo, que es el ensuciamiento debido a los productos generados de la reaccién
electroquimica siendo adheridos a la superficie del mismo, creando una caida del potencial por
la pelicula electrodepositada en la superficie del electrodo [5, 6]. Se propone la implementacion
de modificaciones nanoestructuradas para disminuir los efectos de la pasivacion del electrodo y
aumentar la sensibilidad de éste; asi, al adherirse los subproductos a la superficie del electrodo,
se plantea la limpieza fisica y quimica de este eliminar la pasivacion en los analisis voltamétricos.
Durante este proyecto doctoral, se utiliz6 la técnica electroanalitica de Voltametria Diferencial de
Pulsos Alternativos (DAPV) como estrategia para determinar simultineamente diferentes
sistemas de contaminantes organicos, en su mayoria isomeros, que comparten potenciales de

oxidacion cercanos.
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Capitulo 1. Introducciéon General

Existen otras estrategias para la determinacion simultanea de analitos, sin embargo, también
provocan desventajas considerables al analizar los resultados, por ejemplo el tratamiento
matematico de la informacion disminuye la precision de los resultados [7]. Aqui se propone la

determinacion simultanea con o sin modificacion del electrodo mediante DAPV.

Es importante destacar que comparados con los métodos instrumentales convencionales como
los cromatograficos o espectrofotométricos, los métodos electroquimicos son mas sencillos de
operar, tiene menor costo de instrumentacion, tiempos de respuesta mas rapidos, asi como la
ventaja de aplicarse in situ. Por estas razones, afiadiendo las que se estudiaran individualmente
en cada sistema de isébmeros, se propuso el estudiar la cuantificacion de estos contaminantes

organicos de origen industrial utilizando DAPV

1.3 Hipétesis de Investigacion

La voltametria diferencial de pulsos alternativos es una técnica electroanalitica sencilla, sensible
y precisa con una resolucién elevada que resulta de la forma de un voltamograma que contiene
picos anddicos y catodicos registrados para cada analito, que permite su aplicacién en la
cuantificacién simultanea de contaminantes organicos en soluciones industriales de manera

directa o través de su aplicacion en biosensores.
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Capitulo 1. Introducciéon General

1.4 Objetivo de lainvestigacion

» Desarrollar un método sensible, preciso y con alta resolucién para la determinacion de
contaminantes organicos que pertenecen a los tres grupos principales de contaminantes:
los isébmeros dihidroxibenzoicos, los mononitrofenoles y los clorofenoles aplicando la
técnica electroanalitica de voltametria diferencial de pulsos alternativos mediante
diferentes métodos de modificacion de la superficie del electrodo para aumentar la

sensibilidad de la cuantificacion.

1.5 Objetivos especificos

» Optimizar las condiciones de operacién durante los ensayos voltamétricos.

» Caracterizar los pardmetros analiticos para las determinaciones (Limite de deteccion,
rango dinamico lineal, resolucion, sensibilidad, reproducibilidad).

» Caracterizar los parametros dependientes de la morfologia estructural de los electrodos
derivado de la modificacion con materiales nanoestructurados.

» Aplicaciéon de la voltametria diferencial de pulsos alternativos para la determinacion
simultanea de contaminantes en muestras acuosas.

» Implementar la voltametria diferencial de pulsos alternativos en un biosensor aplicado a

la determinacién de dopamina.
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Capitulo 2. Revisidn de literatura

2.1 Introduccion a la determinacién de contaminantes organicos en medios

acuosos

La tecnologia de produccion industrial de la iniciativa privada puede fabricar cualquier
peculiaridad, tal es el caso de microelectrénicos, macroestructuras, plantas para la producciéon o
sintesis de sustancias y alimentos industrializados, entro otros. Todas estas ventajas tienen con

un costo: la generacién de residuos toxicos que se transportan a lo largo del planeta.

La contaminacion ambiental es un problema de interés global; cada dia por causas
antropoldgicas se liberan millones de compuestos contaminantes en diferentes cuerpos de agua,
al aire por la combustion incompleta de vehiculos de transporte urbano e industrial y al suelo por
diversas actividades agrarias, produciendo una acumulacion de especies quimicas que pueden
ser toxicas para los ecosistemas acuaticos y terrestres que rodean las ciudades con gran

actividad urbana.

Con el incremento de las actividades econ6micas e industriales en ciudades grandes y las
actividades agropecuarias se ha hecho un gran esfuerzo mediante entidades de proteccion al
ambiente el control de la cantidad de contaminantes que se difunden a través de los cuerpos de

agua, aire y suelo asi como diferentes investigadores desarrollan modelos novedosos para
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predecir la acumulacion de estos compuestos [8], algunas de estas variables incluidas en el
analisis computacional son los factores socio econémicos, la actividad industrial y la localizacion

geografica por mencionar algunas.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que cada afio se emiten diferentes compuestos quimicos
nuevos de toxicidad desconocida que pueden alterar la salud humana al ser liberados al medio
ambiente. Recientemente se realiza un esfuerzo para determinar los tipos de contaminantes,
entre ellos los disruptores endécrinos, que constituyen una gran variedad de contaminantes
ambientales que pueden alterar el sistema enddcrino de los organismos vivos y algunos son

bioacumulables.

La determinacion de estos tipos de contaminantes es un area de interés para muchos
investigadores en diferentes campos de la ciencia, desde ciencias ambientales hasta la quimica
aplicada y un método para la determinacion de diferentes niveles de disruptores endocrinos es

utilizar biosensores.

La contaminacién de agua ocurre cuando los efluentes de diversos origenes se difunden en un
lago, rio, océano, etc. provocando que cambie la calidad del agua. Las principales fuentes de
agentes contaminantes son las naturales, derivados de efluentes térmicos y acidos que
provienen de areas volcanicas, fuentes domésticas como los flujos del alcantarillado, productos
de lavanderia y los desechos industriales, los cuales varian de localidad a localidad e incluso de
industria a industria [9]. Es de interés este Ultimo debido a la gran diversidad que presentan los
efluentes industriales; una empresa que tiene como enfoque productos alimenticios, por ejemplo,
sus desechos serian mayormente organicos mientras que una industria minera o siderurgica sus

contaminantes serian principalmente metales y/o compuestos inorganicos [10].
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2.1.1 Contaminantes organicos

Este tipo de contaminantes son moléculas que estdn compuestas mayoritariamente de carbono
e hidrogeno mientras algunos otros en menor traza como el nitrégeno, azufre, cloro, entre otros.
Entre la lista de ejemplos se pueden nombrar los pesticidas, solventes, desengrasantes,
derivados del petréleo y algunos compuestos presentes en desechos industriales. A diferencia
de los contaminantes inorganicos, los organicos son biodegradables, pero presentan un alto
riesgo de carcinogenecidad [11]. Algunos ejemplos de estos compuestos son el catecol y la
hidroquinona, siendo estos dos isémeros del dihidroxibenceno. Estos compuestos se emplean
en diversas industrias como la cosmética, en pesticidas, pinturas, farmacéuticas, como

antioxidantes y aditivos alimentarios; siendo altamente toxicos para el medio ambiente [12].

A pesar de presentar biodegradabilidad estos contaminantes organicos, las condiciones
ecoldgicas dificultan el grado de degradacion. Su alta toxicidad y baja degradabilidad hacen del
catecol y la hidroquinona compuestos de interés, siendo estos considerados por la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, Environmental Protection Agency) de Estados Unidos

contaminantes ambientales [13].

Durante la aplicacion y el proceso de manufactura de estos compuestos se liberan
inevitablemente al ambiente, contaminando rios, lagos y aguas subterraneas por lo que en una
gran diversidad de efluentes industriales, se presentan muchos de los isébmeros del

dihidroxibenceno [14].

De los diversos métodos presentes que actualmente se utilizan para la determinacion de estos
isdbmeros estd la cromatografia liquida [15], los métodos luminiscentes como la fosforescencia

[16], espectroscopia [17], electroforesis [18] y los métodos electroanaliticos [27,28]. Debido a las
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similitudes de sus estructuras y caracteristicas, estos isdbmeros coexisten en diversas muestras,

interfiriendo en los ensayos para su determinacion [21].

Existe una lista amplia de compuestos organicos encontrados en cuerpos de agua y lodos
residuales del tratamiento de esta, suficientes como para notar la importancia de la cuantificacion
y remediacién de estos componentes [21-30]. En este trabajo doctoral se estudiard la
determinacion de contaminantes organicos por métodos electroanaliticos, especificamente se
estudiardn los isomeros dihidroxibenzoicos, los isomeros nitrofendlicos y los isdbmeros

clorofendlicos.

2.1.2 Contaminantes dihidroxibenzoicos

El desarrollo industrial llevé a la difusién de contaminantes de preocupacion global, entre ellos,
algunas sustancias quimicas aromaticas se propagaron en los cuerpos de agua. Algunos de
importancia relevante son el benceno y sus derivados, como la hidroquinona. Este compuesto
es de caracter toxico en el medio ambiente, logré esparcirse a lo largo de los cuerpos importantes
de agua de forma antropogénica; es utilizado en la industria como agente en la fotografia,
intermediario en la produccion de pigmentos en la pintura, en los aceites para barnices de
madera, asi como en los aceites para los motores de combustién interna. Adicionalmente, se
utiliza como agente antioxidante en procesos con caucho mientras que, en el pasado, se utilizaba

como aclarador de piel en productos cosméticos, uso que actualmente no es permitido [32].

La hidroquinona también puede formar parte de moléculas de peso molecular alto como las
resinas, o aparecer en la degradacion de productos generados al transformar compuestos

aromaticos. Algunos procesos de oxidacion avanzados de sustancias arométicas,
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particularmente el fenol, tienen como productos derivados del benceno: catecol, hidroquinona y
resorcinol. Es conocido que el benceno requiere actividad metabdlica antes de que logre
provocar efectos toxicos en los organismos vivos [33], ocurriendo la produccion de metabolitos
genotdxicos bioacumulables [34]. En resumen, los derivados del benceno por actividad industrial
antes mencionados también se generan si se sigue la ruta metabdlica del benceno, por lo que

es un contaminante de interés.

Por otro lado, la formacion de hidroquinona y p-benzoquinona en las primeras etapas de la
oxidacion del fenol por procesos industriales incrementa la toxicidad del residuo generado por la
produccion del fenol en aguas residuales, mostrando que estos compuestos disminuyen la

capacidad de degradaciéon del contaminante original [35].

Este compuesto aromético consiste en un anillo de benceno con dos grupos OH en posicion
para. Se encuentra disponible como cristal blanco, aunque el utilizado en grado industrial puede
ser un gris claro. Es soluble en agua, metanol y éter, pero es menos soluble en agua que sus
otros dos isbmeros, el catecol y resorcinol. La hidroguinona tiene la capacidad de autooxidarse
en dos procesos sucesivos de oxidacion que involucran un electrén, produciendo una
semiquinona extremadamente reactiva como producto intermedio. Los compuestos
dihidroxibenzoicos, asi como las quinonas son conocidas por causar en l0os organismos un estrés
oxidativo y la unién especifica de DNA a diversas proteinas [36]. También las hidroquinonas
pueden formar complejos con varios metales di y tri valentes como el cobre y el hierro. En el caso
del cobre, el complejo formado incrementa la produccién de H>O, por hidroquinona y promueve

la autooxidacién a benzoquinona [37].

La hidroquinona también puede originarse durante la biotransformacion del benceno o del fenol;

primero se metaboliza el benceno dentro del organismo para después llevar una hidroxilacion
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por varios procesos enzimaticos en las rutas de desintoxicacion del higado que a su vez producen

hidroquinona, la cual se acumula en la médula 6sea [38].

1) OH 2) OH 3) OH
OH

OH
OH

Figura 2.1 Estructura quimica de los isémeros dihidroxibenzoicos: 1) catecol; 2) resorcinol; 3)

hidroquinona.

Por las propiedades téxicas de estos contaminantes en medios acuosos, es de interés proponer
diferentes técnicas analiticas para su determinacion a las propuestas en la literatura que varian
desde las técnicas espectrométricas, espectrofotométricas, fluorométricas, cromatogréficas
hasta electroanaliticas [36 — 43]. El reto es proponer técnicas novedosas, con buena relacion
costo — beneficio, asi como de facil implementacién en estaciones de monitoreo para su uso en

el control de la contaminacion del ambiente por especies dihidroxibenzoicas.

2.1.3 Contaminantes nitrofendlicos

Los nitrofenoles son compuestos organicos que se han utilizado ampliamente por la industria de
fabricacion de pesticidas, pigmentos y farmacéuticos. Uno de los isémeros nitrofendlicos mas

estudiados es el para — nitrofenol (4 — nitrofenol), al ser un derivado de la produccion del
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insecticida paration, logra tener una difusion en diversos mantos acuiferos como agua residual,
rios, agua subterrdnea, suelo tratado con el pesticida y la atmosfera [47]. Este isbmero es
cancerigeno, mutagénico y toxico para los mamiferos [48]. Debido a su potencial de toxicidad,

los compuestos nitroaromaticos estan en la lista de contaminantes prioritarios de la EPA.

Los mononitrofenoles tienen la capacidad de acumularse en diferentes tejidos de érganos de
animales de sangre caliente. Pueden tener efectos crénicos, asi como dafiar severamente el
sistema nervioso central, el higado, el rifidn y la sangre [49]. Estos compuestos aromaticos son
frecuentemente detectados en efluentes industriales, en cuerpos de agua como rios y lagos

urbanos, en ecosistemas marinos y en la atmosfera.

OH
1) 2) O 3)
L /,,-// ‘\_\ :;4/ \\\
,//,,;:/ ‘\\ e Noz -~ | |
| \ 5
X =~ TNO, \‘
NO,

Figura 2.2 Estructura quimica de los isdbmeros mononitrofenélicos: 1) o-nitrofenol; 2) m-nitrofenol; 3) p-

nitrofenol.

Al igual que los isbmeros dihidroxibenzoicos, los isémeros mononitrofendlicos tienen diversas
estrategias para cuantificacion reportadas en la literatura variando desde métodos
convencionales  espectrométricos,  espectrofotométricos, cromatograficos y hasta

electroquimicos [47-52].
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2.1.4 Contaminantes monoclorofendlicos y diclorofendlicos

Los clorofenoles se aplican ampliamente en la industrial y comercialmente. Se utilizan como
desinfectantes, conservadores de madera, blanqueadores, pigmentos, fibras vegetales y pieles
debido a sus propiedades antimicrobianas. Consecuentemente, también poseen una toxicidad
elevada. Por la frecuencia y el giro de los efluentes industriales, estos contaminantes también
llegan a invadir las aguas superficiales de zonas industrializadas o urbanizadas. La toxicidad
elevada tiene un efecto inhibidor debido a la resistencia a biodegradarse y al efecto
antimicrobiano. Cuando las aguas residuales contienen altas concentraciones de estos
contaminantes organicos son descargadas a cuerpos de agua naturales causando severos
efectos ambientales, asi como problemas ecotoxicos por la presuncién que muchos de estos

compuestos y sus isémeros son carcinégenos y mutagénicos [56].

Es de relevancia comprender que la evaluacion de los clorofenoles en los ecosistemas y en la
cadena alimenticia es un asunto de interés global por la bioacumulacién que éstos producen al
no existir rutas eficientes de biodegradacion [57]. Como consecuencia, clorofenoles pueden
originarse a partir de la degradacion anaerobia de los fenoles policlorados mientras que las
mismas condiciones de generacién no permiten que se degraden en moléculas mas simples, por
lo que los monoclorofenoles permanecen en el ambiente. A pesar de esto, la principal razén de
su presencia en el medio ambiente es por efluentes industriales del giro industrial y comercial

[58].

Por todas estas razones, los clorofenoles constituyen una amenaza a los ecosistemas terrestres

y acuaticos conocidos, perteneciendo a la lista de contaminantes prioritarios de la EPA.

Al igual que los dos grupos de isbmeros anteriores, los isémeros monoclorofendlicos y

diclorofenolicos (figura 2.3), los métodos espectrométricos, espectrofotométricos,
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cromatogréficos y hasta biosensores electroquimicos [56—60] han sido reportados para su

cuantificacion..

1) OH 2) OH 5 OH
Cl

Cl
Cl

Cl

Cl

Figura 2.3 Estructura quimica de los isdémeros monoclorofendlicos y diclorofenélicos: 1) 2-clorofenol; 2) 3-

clorofenol; 3) 4-clorofenol; 4) 2,4 — Diclorofenol.

Estos son los contaminantes organicos que se evaluaron en el presente proyecto doctoral, por lo
gue se explicaran las diversas técnicas electroanaliticas empleadas en a su determinacién

electroquimica.

Padgina 25| 150



Capitulo 2. Revision de literatura

2.2 Los métodos electroanaliticos — bases teoricas y aplicacion

En esta seccidn de la revision se analiza el motivo de utilizar los métodos electroanaliticos para
la cuantificacion de contaminantes organicos industriales mencionados en la secciéon 2.1, asi
como la parte metodoldgica que involucra utilizar este tipo de técnicas. El que las moléculas a
estudiar sean electroactivas es un factor determinante para de decidir como cuantificarlas si se
plantea utilizar este tipo de estrategias analiticas. Analizaremos las caracteristicas de la

electroquimica, asi como sus aplicaciones.

La electroquimica es la rama de la quimica encargada de interrelacionar los efectos quimicos y
eléctricos de la materia. Una gran cantidad de fendmenos en este campo se dan por los cambios
causados al transportarse corriente eléctrica y la produccién de energia eléctrica por reacciones
guimicas. Los investigadores realizan mediciones electroquimicas de sistemas quimicos por
diversas de razones; pueden estar interesados en obtener informacion termodinamica de la
reaccion, también les es necesario estudiar la cinética del transporte de cargas o electrones de
los compuestos analizados o necesitan estudiar una solucién de agua residual para observar si

no existen contaminantes metélicos u organicos.

En los ejemplos descritos anteriormente, se utilizan los métodos electroanaliticos como
herramienta para el estudio de sistemas quimicos de interés, asi como otras técnicas sofisticadas

espectromeétricas.

La aplicacién de los métodos electroquimicos requiere un entendimiento de los principios
fundamentales de las reacciones que ocurren en las interacciones con los electrodos incluyendo
las propiedades eléctricas de las interfases electrodo-solucion. En quimica inorganica, el cambio
guimico que existe al llevarse a cabo una reaccién es generalmente la oxidacion o reduccion de

un complejo metalico.
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Este transporte de los electrones que ocurre entre dos moléculas en una solucién da origen a
una reaccién redox. Es importante notar que existen dos tipos de reacciones redox: las quimicas
y las electroquimicas. Para comprender la diferencia entre estos tipos de reaccion se debe
estudiar el proceso de transferencia de electrones; en el caso de la reaccion quimica la
transferencia de electrones ocurre por la diferencia de niveles energéticos en los orbitales, siendo
termodindmicamente favorable y espontanea siendo el motor para esta reaccion la diferencia de
niveles energéticos. En la reaccién electroquimica la reduccidn ocurre por una transferencia
heterogénea de electrones por un electrodo; al usar una fuente de poder externa (potenciostato)
se aplica voltaje al electrodo, modulando la energia de los electrones en el electrodo. EI motor
para este tipo de reacciones es la diferencia de energia entre el electrodo y el orbital donde

ocurre la reaccion [64].

La capacidad que tiene la electroguimica como ciencia aplicada reside en la simplicidad en la
que la fuerza responsable de provocar la reduccion puede ser controlada con facilidad y los
pardmetros tanto termodinamicos como cinéticos pueden ser medidos dependiendo del

experimento disefiado para la determinacion, asi como la técnica electroanalitica a utilizar.

El aplicar este conocimiento del area de electroquimica para la determinacién de diversos tipos
de contaminantes es parte del objetivo de este proyecto doctoral; se propone utilizar los métodos
electroanaliticos para el estudio y la cuantificacion de contaminantes organicos. A continuacion,

se describen los métodos electroquimicos utilizados.
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2.2.1 Métodos electroanaliticos

Los métodos electroquimicos han sido ampliamente usados para la deteccion de compuestos
organicos electroactivos, teniendo sobre los métodos convencionales como cromatografia de
gases, espectrometria de masas. Como ejemplos estan la rapida respuesta a la deteccién de
cambios de corriente con respecto a la concentracion de analito en la microcelda, reactor o
recipiente que contenga la solucién y también el uso relativamente sencillo de operacién [65],
esto debido a que el equipo a utilizar es manejable, pequefio (si se utilizan microceldas el andlisis
se puede realizar con volimenes tan pequefios en el orden de microlitros, facilitando la manera
en que se utiliza la muestra) y los electrodos son relativamente baratos, adicionando que su

manejo es simple [66].

Aun con estas cualidades, existen desventajas al usar estos métodos para la deteccion
electroquimica de componentes organicos utilizando electrodos sélidos, uno de ellos es el amplio
rango de deteccion en el electrodo de potenciales de oxidacion, de manera que pueden
detectarse otros compuestos electroactivos que influyen en el cambio de la corriente eléctrica y
voltaje [67]. Otro factor es la formacién de radicales fendlicos durante la reaccién electroquimica,
gue se van polimerizando en la superficie del electrodo, provocando un tipo de pasivacion al

formar una pelicula muy fina de especies quimicas adheridas a la superficie del electrodo [68].

La pasivacion del electrodo es un fenbmeno que es consecuencia de la adsorcién de las especies
guimicas a la superficie de un electrodo, ocurriendo frecuentemente en macromoléculas [69] y
reacciones electroquimicas durante el periodo de deteccion, llevando a la oligomerizacion de
estructuras poliméricas mas grandes [70]. También puede provocar la formacién de enlaces
covalentes en la superficie al formar radicales in situ [71]. Al existir este tipo de adsorcién tanto
fisica como quimica provoca una disminucion en la corriente observada en los andlisis; esta

pelicula de polimeros puede provocar una interferencia directa en el suministro de reactivos en
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la solucién de la celda, remover productos de los sitios activos de reaccion o disminuir el potencial

disponible para ejercer en la reaccion [72].

Es bien conocido que este tipo de procesos de adsorcion interfieren en la determinacion
electroquimica de diferentes especies que son particularmente dificiles de determinar, entre ellos

organicos contaminantes.

Parte no conductiva
del electrodo de
trabajo

Area efectiva del
electrodo de trabajo

Polimeros adsorbidos
por el electrodo de
trabajo

Figura 2.4. Diagrama donde visualmente se expresa la adherencia de diversas especies quimicas que

afectan las mediciones voltamétricas.

2.2.2 Estrategias contra la pasivacion del electrodo de trabajo

Diversas estrategias se han empleado en la disminucion de los efectos de la pasivacién en
determinaciones electroquimicas; muchas de ellas dependen del material del electrodo y el

revestimiento que éstos tengan en su superficie. Al utilizar electrodos so6lidos a base de carbono,
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se pueden modificar las superficies de ellos con nanotubos de carbono, grafeno, diamante,

nanoparticulas de oro y algunos otros minerales [38 — 40].

La implementacion de diferentes nanomateriales se estudiara en esta tesis doctoral, proponiendo
métodos y estrategias para combatir la pasivacion del electrodo incluyendo el material de este.
Por otro lado, es importante notar que en la literatura se presentan numerosas alternativas para
la modificacion de la superficie de los electrodos y evitar la pasivacion. Al utilizar electrodos de
carbdn vitreo o platino es importante limpiar la superficie mediante un pulimiento mecénico y para
remover particulas adheridas por los procesos electroquimicos se puede realizar un bafio
ultrasénico en agua pura [76]. El pulimiento debe ser sencillo y poco agresivo, se suelen utilizar
almohadillas para pulir o papel abrasivo para ciertos materiales en presencia de agua para no
dafiar estructuralmente el electrodo; los movimientos mecanicos deben ser circulares. También,
es importante que los movimientos tomen forma de ocho, tomando una superficie nivelada como

lo muestra la figura 2.5.

En ocasiones es necesario un tratamiento extra para las especies quimicas que han logrado
adherirse fuertemente al material sélido; para estos casos se utiliza voltametria ciclica armando
la celda electroquimica con Unicamente solucién electrolitica en ella, este proceso requerira
varios escaneos en un rango de potencial amplio para poder remover cualquier especie
adsorbida que el proceso de pulimiento no fue capaz de remover. Este proceso se puede realizar
hasta que los voltamogramas ciclicos muestren un comportamiento idéntico entre si, o se

traslapen [77].
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Figura 2.5 Diagrama que representa el movimiento correcto para el pulimiento mecanico del electrodo.
El electrodo se somete a movimientos en forma de ocho bajo un papel abrasivo con agua para pulir su

superficie.

A este proceso completo se le conoce como un pretratamiento del electrodo. Al realizar esta
estrategia en electrodos de carbdn vitreo aumenta la reactividad de la superficie. Otro aspecto
para considerar al eliminar impurezas es analizar que pueden provenir de la solucién electrolitica,
buffer o tampon; si existen semejantes moléculas dentro de la celda electroquimica interferird en

los voltamogramas por la facilidad de adherirse a los electrodos de carbono.

Otra estrategia para mitigar los efectos de la pasivacién del electrodo por subproductos no
deseados es utilizar componentes bioldgicos para inmovilizar en la superficie del electrodo, asi
se logra reducir el efecto de pasivacion al proporcionar una capa de material reactivo para que

interactle con el analito de interés; se abordara este tema mas adelante al hablar de biosensores.
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2.2.3 Voltametria Ciclica

La voltametria ciclica es una técnica electroanalitica ampliamente utilizada; aplicada para
investigar los procesos de reduccién y oxidacién de especies quimicas. Esta técnica también
tiene aplicacion en el estudio cinético de la transferencia de electrones en las reacciones

guimicas, incluyendo la catalisis.

Esta técnica también se utiliza para estudiar el comportamiento de electrodos hechos con
materiales modificados, con analitos que se sospecha que sean electroactivos. Los materiales
comunes que se utilizan en estas microceldas son electrodos de platino, carbén vitreo, pasta de

carbono, grafito, oro, diamante y nanotubos de carbono.

Su funcionamiento se basa en la percepcion de la sefial de la corriente durante un cambio lineal
del voltaje en el electrodo de trabajo, muy similar al barrido lineal con excepcion de que en
voltametria ciclica el potencial regresa a su valor inicial; en otras palabras, se grafica la corriente
en funcion del cambio del potencial aplicado al electrodo; durante la operacion, la microcelda no
agitarse, pues se alteran las condiciones normales difusivas y comienzan a presentarse los

fendmenos difusivos por conveccion.

Padgina 32| 150



Capitulo 2. Revision de literatura

150

100 f

50

Corriente (HA)

-100 |

-150 . . . . . .
08 06 04 02 0 -02 -04 -06
Potencial (V)

Figura 2.6 Diagrama de voltametria ciclica presentando los picos de oxidacién y reduccion de

Hidroquinona.

La figura 2.6 se le conoce como voltamogramas o voltamogramas ciclicos por ser el diagrama
resultante de esta técnica. El eje de las X representa el potencial aplicado en el sistema mientras
gue el eje de las Y es la variable de respuesta, la corriente resultante que se produce. En este
documento se utiliza la convencién de Estados Unidos para dictaminar la direccién del potencial,

comenzando desde los potenciales altos hasta los potenciales bajos.
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Figura 2.7 Convencion de Estados Unidos para designar los picos de oxidacién y reduccién en un

voltamograma ciclico

La figura 2.7 muestra la convencion empleada en esta tesis; la otra convencion es la de IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry, por sus siglas en inglés) la cual su Unica
diferencia es que la informacion aparecera como rotada en 180° C al tener el pico de oxidacion
y reduccion invertido. La flecha indica la direccién en donde se realizara el barrido de potencial
del primer segmento, para que después comience con el barrido inverso. Un parametro
importante es la velocidad de barrido (en inglés llamado scan rate) que durante un experimento

indica la variacion lineal del potencial con respecto al tiempo.

Los picos mostrados en los voltamogramas son muestra del equilibrio descrito por la ecuacion

de Nernst
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Donde E es el potencial de la celda (V), E° es el potencial estdndar de la celda (V), R es la
constante de los gases (J mol! K1), T es la temperatura (K), n es el nimero de electrones
transferidos de una semirreaccion a otra, F es la constante de Faraday (C mol?), Ox y Red son
las actividades de la especie quimica que se oxida o reduce, respectivamente. Esta ecuacion
provee una forma de predecir c6mo un sistema electroquimico responde en funcion del cambio

de las concentraciones en la solucién o el cambio del potencial del electrodo.

Los procesos catédicos se presentan cuando el potencial es escaneado hacia valores negativos
(0o mas negativos) y existe un punto maximo al que se le conoce como la corriente del pico
catddico (ixc). Al invertir el escaneo del potencial, comienza a ir hacia los valores méas positivos,
resultando en los procesos andédicos; cuando llega a su valor maximo se le conoce como la

corriente del pico anddico (ipa).

El conocer el comportamiento de los procesos de catédicos y anddicos nos ayuda para entender
si existe reversibilidad quimica junto con la electroquimica. La diferencia entre el potencial de los
picos anddicos y catddicos se le conoce separacion de los picos, la cual tiene un valor teérico de
57 mV a 25° C. Si el experimento de voltametria ciclica presenta este valor de separacion, se
dice que existe reversibilidad y el analito es estable al reducirse; provocando que puede

reoxidarse mas adelante en su proceso reversible [78].

Es importante mencionar que un proceso de transferencia de electrones reversible involucra la
difusion libre de las especies quimicas reaccionantes, de manera que la velocidad de barrido
controla el incremento o decremento de la capa difusiva en el sistema. Esta relacién se describe
de manera oportuna por la ecuacién de Randles — Sevcik que relaciona cémo la corriente del

pico incrementa linealmente con varios factores, descritos a continuacion:
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Donde ip es la corriente del pico (A), n es el nimero de electrones transferidos, A es el area
efectiva del electrodo (cm?), D es el coeficiente de difusion del analito (cm? s?), C es la
concentracion del analito (mol cm?) y v es la velocidad de barrido (V s). Esta ecuacion nos puede
dar indicaciones de los procesos de transferencia de masa que ocurren dentro de la celda
electroquimica. Una aplicacién de esta ecuacion es el determinar el coeficiente de difusién de un
analito mediante voltametria ciclica, detallando la descripcion de los fendmenos de transferencia

de masa conforme cambia la velocidad de barrido.

Esta técnica tiene como propdsito estudiar un solo analito en solucién, sus limitaciones ocurren
cuando se presenta una muestra con varios componentes cuyos potenciales de oxidacion y
reduccion son cercanos, ocurriendo traslapes de las curvas e impidiendo que sea posible tomar
una medicion correcta. Cuando se tienen componentes que comparten potenciales cercanos se
vuelve un reto su determinacion, aunque las técnicas voltamétricas tengan alta resolucion.

Debido a eso, estudiaremos los conceptos de la voltametria diferencial de pulsos alternativos.

2.2.4 Voltametria Diferencial de Pulsos Alternativos (DAPV)

El reto de tener muestras multicomponentes se puede superar al utilizar técnicas de separacion
guimicas sofisticadas, aunque también se pueden aplicar soluciones electroliticas que formen
complejos con los agentes interferentes para resolver el problema. Esto, sin embargo, provoca
gue la determinacién del analito sea compleja, consumidora de tiempo y en ocasiones menos

precisa [79]. Debido a todas estas razones, se disefid la voltametria diferencial de pulsos
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alternativos (DAPV por sus siglas en inglés) proveyendo una alta resolucién comparada con las
técnicas voltamétricas de segundo orden. La técnica ha sido aplicada en diversas publicaciones
con anterioridad, incluidos algunos de los trabajos de esta tesis, en diferentes muestras con éxito
[3, 48-52]. Esta técnica sera explicada con detalle en la seccion de metodologia, donde se

justifican las razones de su uso para la metodologia de este trabajo doctoral.

2.2.5 Amperometria

La amperometria es una técnica electroanalitica que se utiliza, al igual que la voltametria, para
analizar el comportamiento de un analito en funcién del potencial aplicado al electrodo de trabajo
[85]. El andlisis amperométrico es distintivo por su objetivo principal: relacionar los cambios de
concentracion de la sustancia electroactiva con los cambios de corriente. Cuando inicia el ensayo
no existe concentracién del componente electroactivo dentro de la microcelda, mientras avanza
el tiempo se agrega una concentracion conocida del analito e inmediatamente el equipo detecta
el cambio de corriente debido al incremento de la especie electroactiva [86]. En la superficie del
electrodo de trabajo, la reaccion redox ocurrida con el analito toma lugar dependiendo del
potencial aplicado, esto se traduce a que también para la amperometria es importante tomar en

cuenta el material utilizado en la superficie del electrodo.

Todos estos métodos comparten una importante cuestion: la seleccién de los materiales a utilizar
durante los ensayos electroquimicos. Debido a esto, es de relevancia comentar como disefar
una celda electroquimica, las decisiones que se deben tomar dependiendo del analito, tipos de
electrodo, etc. La siguiente seccion dara una pauta para tomar este tipo de decisiones a la hora

de realizar ensayos electroquimicos.
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2.3 Disefio de una celda electroquimica

En los métodos electroanaliticos se utilizan celdas electroquimicas en las determinaciones al
estar conectadas a un potenciostato que realiza las mediciones de la variable de respuesta,
aplicando un voltaje determinado y midiendo una corriente. Todos los experimentos reportados
en la literatura detallan una breve descripcién de las condiciones experimentales de la celda,
para poder replicar el experimento, asi como conocer qué materiales fueron utilizados en los
métodos. En este apartado se describiran los componentes relevantes para la preparacion de

una celda y su uso para voltametria.

Conexiones de los
| | electrodos

Tapa de Teflon

Recipiente de vidrio

- Solucidon Electrolitica

\ \—"—-—-— Electrodo de trabajo

Electrodo de Referencia

Contraelectrodo

Figura 2.8 Diagrama representando una celda electroquimica para diversos métodos electroanaliticos

donde se describen sus componentes.
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Para el disefio de la celda es importante seleccionar correctamente los materiales y soluciones a
utilizar dependiendo del objetivo de los experimentos voltamétricos; un claro ejemplo es como
considerar el pH de la solucion electrolitica, qué buffer utilizar, qué solvente sera 6ptimo, etc. Una
estrategia para la seleccién de la solucion electrolitica es utilizar buffers de diferente composicién
acorde a los andlisis a realizar y optimizar el pH de acuerdo con el analito a estudiar. También,

debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

e La solucién debe contener una sal que funcione como electrolito soporte para aumentar la
conductividad eléctrica y a su vez debe ser capaz de disolver el analito.

e Es estable en los rangos de oxidacion y reduccidon que se utilizaran en la prueba
electroquimica.

o Esinerte respecto a los componentes involucrados en las reacciones electroguimicas.

Se requiere una concentraciébn considerable de electrolito soporte para mantener niveles
correctos de conductividad en la solucion. Los fenédmenos electroquimicos ocurren por la
transferencia de electrones en los electrodos; el electrolito soporte es encargado de mover las
cargas y balancearlas para completar el circuito eléctrico, una concentracién no adecuada
provocaria mayor resistencia eléctrica que tiene como consecuencia una menor cantidad de
electrones en movimiento. El traslado del analito a la superficie del electrodo esta regido
principalmente por los fendbmenos de transporte de masa descritos como los procesos difusivos,

convectivos y migratorios.

El movimiento del analito por conveccion involucra que exista una fuerza externa que se ejerza
para el movimiento de este, generalmente es la agitacion mediante un agitador magnético o el
vortice formado por un electrodo rotatorio; éste ultimo involucra fendmenos reoldgicos
interesantes por lo que una cantidad considerable de literatura lo recomienda con respecto a la

agitacion convencional [87]. Para evitar todo efecto de transferencia de masa se necesita la
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ausencia de cualquier causa que provoque vibraciones o agitaciones a la solucién (exceptuando
en amperometria, donde es importante homogenizar la concentracion en la solucion al afiadir la

alicuota), asi como para la migracion el uso de un electrolito a concentraciones altas [88].

2.3.1 Seleccion de electrodos

En la seccién anterior se abordaron las caracteristicas del electrodo de trabajo; aqui se analiza
el electrodo de referencia y el contraelectrodo. El electrodo de referencia debe contar con un
potencial bien definido y equilibrado; es utilizado como punto de referencia en comparacion con

los electrodos que realizaran las mediciones dentro de la celda electroquimica.

Existen algunos electrodos de referencia cominmente utilizados en los ensayos que también
estan disponibles para su adquisicion comercial, su caracteristica es mantener el potencial del
electrodo independientemente del electrolito utilizado en la solucién. Algunos ejemplos utilizados
en la literatura incluyen el electrodo de calomelanos o electrodo saturado de calomelanos (SCE

por sus siglas en inglés), el electro estandar de hidrégeno y el electrodo de AgCI/Ag.

Los electrodos de referencia descritos en el parrafo anterior generalmente son separados de la
solucion por un filtro poroso de ceramica o vidrio por donde se presenta el intercambio de cargas.
En solventes no acuosos es frecuente utilizar electrodos de referencia basados en Ag/Ag*; Estos
consisten en un pequefio cable de plata en una solucién electrolitica que contenga el catién de
plata (Ag*), generalmente se utiliza AQNO3; como la sal para proveer la especie i6nica. A la hora
de la interpretacion de los datos experimentales, los investigadores utilizan tablas de conversion
descritas en la literatura para cambiar la informacion obtenida por este electrodo de referencia a

otros tipos de combinaciones de electrodos, sales de plata, solventes o concentraciones [89].
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Figura 2.9 Diagrama representando un electrodo de referencia de AgCl/Ag. El cable de plata se
encuentra sumergido en una solucion de AgCl y al final del tubo de vidrio se encuentra el filtro poroso

para el contacto correcto con la solucién de trabajo.

Los electrodos de referencia descritos en la figura 2.3.2 suelen tener algunas dificultades al
utilizarse en determinaciones de voltametria como lo son la fuga de Ag* en la solucién de trabajo,
pudiendo interferir en las mediciones electroquimicas. Como resultado de este acontecimiento
se debe tomar precaucion a la hora de escoger el electrodo de referencia referente a los demas
sistemas de la celda; una estrategia es utilizar una sal con plata como electrolito soporte y un

cable de plata dentro de la solucion, haciendo el trabajo de un pseudo electrodo de referencia.

El propésito del tercer electrodo dentro de la celda, el contraelectrodo, es mantener cerrado el
circuito eléctrico. Al aplicar un potencial de trabajo dentro de la celda electroquimica con el
potenciostato utilizado para las mediciones comienza a fluir la corriente eléctrica; esta corriente

es registrada como los electrodos que fluyen del electrodo de trabajo y el contraelectrodo.
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Es importante notar que en la superficie del contraelectrodo ocurren algunas reacciones de
reducciéon/oxidacion dependiendo del potencial; la cinética de la reaccién puede inhibir o competir
con las que ocurren en la superficie del electrodo de trabajo. Para evitar esto, se debe procurar
que la superficie del contraelectrodo sea mucho mayor a la que se tiene en el electrodo de
trabajo. Al estudiar una reaccién de reduccion en el electrodo de trabajo provoca que ocurra una
reaccion de oxidacion en el contraelectrodo; por lo que se debe procurar mantener el material
del contraelectrodo lo mas inerte posible. Un material comln para el contraelectrodo es utilizar

un alambre o disco de platino o también grafito espectroscapico.

Existen casos particulares en donde se pueden generar subproductos en la reaccién de oxidacion
gue ocurre en la superficie del contraelectrodo dependiendo del analito, asi como la naturaleza
del experimento llevado a cabo en la celda electroquimica; una medida para estos casos es
utilizar un compartimiento exclusivo para el contraelectrodo en donde exista suficiente
conduccion para que ocurra el transporte de cargas pero se reduzca la difusion hacia el electrodo

de trabajo, similar a una celda voltaica.

La siguiente seccién detallara una aplicacién de los métodos electroanaliticos al modificar el
electrodo de trabajo en su superficie con material de biorreconocimiento, a estos se les conoce
como biosensores electroquimicos los cuales tienen una aplicacion importante para estudiar
analitos que al inicio no son electroactivos, pero con una interaccion con la modificacion el

producto de una reaccién se vuelve electroactivo.

2.4 Biosensores electroquimicos

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma o convierte la informacién de una reaccion
guimica o de un analito presente en una solucién a una sefial que puede ser eléctrica, dptica o
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térmica. Este tipo de sensor contiene un receptor y un transductor, la diferencia entre un sensor

guimico y un sensor bioquimico o biosensor es la naturaleza del receptor.

Un biosensor electroquimico se puede definir de diversas formas, existen dos clases de
sensores, entre ellos los sensores quimicos y los biosensores, la organizacion IUPAC define a
los biosensores de la siguiente manera: “Un sensor electroquimico es un dispositivo auténomo
gue es capaz de proveer informacion analitica especifica cuantitativa o semi cuantitativamente
usando un elemento de reconocimiento biolégico (un receptor bioquimico) que permanece
contenido y tiene contacto fisico directo con un elemento electroquimico transductor” [90]; otra
definicion utilizada es: “Son dispositivos que transforman informacién bioquimica como lo es la
concentracion de analitos en una sefal analiticamente utii como voltaje o corriente” [91].
Usualmente contienen dos componentes basicos: un elemento de reconocimiento biolégico

(receptor) y un transductor fisico.

El propésito de usar diferentes elementos de reconocimiento biolégico (enzimas inmovilizadas,
tejidos, organelos, anticuerpos, ADN, células enteras, etc.) es tener una mejor selectividad y
especificidad al analizar una muestra. Es importante tener en cuenta que un biosensor es un
dispositivo completo, lo que significa que todas las partes deben estar juntas en la misma unidad,
tener contacto espacial con la muestra y el elemento de reconocimiento biolégico debe estar
inmovilizado dentro del dispositivo para interactuar con el analito de interés en la muestra. El

dispositivo debe tener tres componentes basicos:

1. Elemento de reconocimiento biol6gico: una de las caracteristicas del componente
biolégico es su afinidad con el analito, es importante seleccionar el elemento de
reconocimiento de acuerdo con el analito que se encuentra en la muestra.

2. Dispositivo transductor: esta parte de un biosensor es responsable de traducir la

informacion bioquimica producida por las interacciones entre el biocomponente y el
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analito y convierte esa informacién en una sefial eléctrica; también puede convertir la
sefal eléctrica en sefal no eléctrica convirtiéndolo en un dispositivo bidireccional. Algunos
de los nombres de un transductor son detector, sensor o electrodo, pero el término
transductor es mas general para todos los tipos de biosensores.

3. Dispositivo lector: es una parte multicomponente que combina diferentes

microelectrénicos para mostrar los resultados de la sefial de una manera facil de usar.

El biocomponente limita la vida atil del biosensor, también su estabilidad y calibracién, a
diferencia del transductor fisico. Los receptores mas comunmente utilizados en los biosensores
electroquimicos son enzimas. Debido a que sus centros activos estan relativamente escondidos
en la molécula, la transferencia directa de electrones entre el sitio activo y la superficie del
transductor (electrodo) no es posible; por lo que se utilizan mediadores de electrones organicos
para ese proposito [92]. Un ejemplo de este funcionamiento es la enzima oxidorreductasa que
reconoce el sustrato con el cual tiene afinidad, después el sitio activo de la enzima oxida al
sustrato (también puede reducirlo, dependiendo del sustrato y la reaccion). La forma oxidada del
mediador regenera (oxida) al sitio activo de la enzima, mientras que la superficie del electrodo
(transductor) regenera (oxida) al mediador de electrones organico. Al final la corriente que se
utiliza para la oxidacion del mediador es medida, y relacionada con la cantidad de sustrato en la

solucion de la microcelda.
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Figura 2.10 Esquema simple del funcionamiento de un biosensor

En contraste con los biosensores, muchos sensores quimicos contienen especies no bioldgicas
como elementos activos para su determinacion, mostrando una mayor sensibilidad y selectividad
para la deteccion de diversos analitos [93]. Los sensores electroquimicos utilizan electrodos
modificados para determinar diversos elementos. Estos electrodos pueden formarse a base de
diversos materiales organicos e inorganicos caracterizados por una conductividad eléctrica
Optima o de buen rendimiento y asimismo ayuda si el material cuenta con propiedades cataliticas

para cierto tipo de determinaciones [94].

En investigaciones recientes, para mejorar el rendimiento de los sensores electroquimicos sobre
todo en sus propiedades cataliticas, en su sensibilidad y selectividad, utilizando materiales a
nanoescala como nanoparticulas, los nanotubos y nanocables [95], o utilizando materiales de
membrana (hidrogeles, membranas lipidicas) para la inmovilizacion de la enzima [96]. Muchos
de los biosensores electroquimicos que se han probado para la determinacion de compuestos

organicos utilizan enzimas.
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Las aplicaciones de los biosensores se basan en el tipo de elemento de reconocimiento biolégico
gue se necesita durante el proceso de dimensionamiento del este; desde aplicaciones médicas
para el punto de atencidén en determinaciones de proteinas y diagndstico de enfermedades [97],
hasta analisis y monitoreo ambiental [98]. Para describir mejor la aplicacion de biosensores,
necesitamos clasificarlos de acuerdo con los transductores y el tipo de elemento de

reconocimiento biolégico utilizado.

2.4.1 Clasificacion de los biosensores

Una de las ventajas de usar un biosensor sobre otros métodos tradicionales es que son flexibles,
lo que significa que la sefial bioquimica se puede convertir en una sefial eléctrica cuantificable y
la naturaleza del mecanismo de transduccién se puede diversificar dependiendo de la estrategia
a utilizar en la medicion, algunos ejemplos de la aplicacion de esto serian en imanes, eléctricos,

reacciones electroquimicas, termométrico, piezoeléctrico u éptico [99].

Los biosensores termométricos estan basados en un principio termodinamico aplicado en una
solucion electrolitica donde ocurre una reaccion bioquimica en presencia de un biosensor, El
cambio de temperatura en la solucion por la entalpia de reaccién. La reaccion bioquimica puede
ser exotérmica o endotérmica, lo que aumenta o disminuye la temperatura de la muestra que
contiene el analito; por lo tanto, el cambio de entalpia molar en el fluido puede correlacionarse
con la concentracion del analito. El transductor en este caso es un termistor con enzima
inmovilizada en la superficie llamada ET (termistor enzimatico) [100]. Los dispositivos utilizados
para las mediciones deben estar perfectamente aislados para la transferencia de calor desde o
hacia los alrededores. Los dispositivos convencionales usan materiales aislantes como el

poliuretano y pueden tener un mecanismo de inyeccion para hacer que la enzima fluya desde un
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depdsito a la cdmara de reaccion donde se encuentra el analito, evitando el contacto directo,

contacto antes de que comience la medicion.

Los biosensores Opticos extraen informacién de un sistema bioquimico que mide fotones y
relaciona la sefial con la emision de absorbancia, reflectancia o fluorescencia en el espectro
electromagnético, pero solo en la region visible y ultravioleta [101]. Es importante analizar la
naturaleza del sistema en el cual se llevar4d a cabo una mediciébn debido a que algunos
biosensores se aprovechan de las propiedades 6pticas de las biomoléculas como resultado de
su interaccion con el analito, la variable de respuesta (absorbancia, reflectancia, polarizacion,
luminiscencia) generalmente no es muy sensible, que debido a las interacciones moleculares
gue tienen lugar en la region UV, el andlisis de sistemas complejos como una muestra ambiental
no es adecuado para este tipo de biosensor. Hay otro tipo de biosensor 6ptico adecuado para el
andlisis y monitoreo ambiental que consiste en hacer etiquetas 6pticas y sondas que requieran
inmovilizar covalentemente el biomarcador o elemento de biorreconocimiento a la superficie del
transductor, de la misma manera que funcionan los otros biosensores, la funcion del transductor
es para recopilar toda la informacion analitica obtenida por el contacto del elemento de
biorreconocimiento y el analito en la muestra que hace una sefial y es registrada por un

fotodetector y transformada en una sefal eléctrica legible por un microprocesador [102].
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2.4.2 Biosensores electroquimicos.

Los biosensores electroquimicos son dispositivos integrados autbnomos que extraen la
informacion de un sistema bioldgico que tiene naturaleza electroquimica. Tipicamente en este
tipo de sistema, la reaccion que ocurre con el elemento de biorreconocimiento y el analito
generaria una corriente medible, potencial, carga o las propiedades conductoras de un medio
entre los electrodos, que en este dispositivo son los transductores [103]. También existen otros
tipos de técnicas para extraer informacién de un sistema biolégico como los biosensores
impedimétricos [10,11], ademas, el analito y el elemento de biorreconocimiento solo se pueden
detectar cerca de la superficie del electrodo, esto es una ventaja y una desventaja en Al mismo
tiempo, debido al contacto directo con la superficie del electrodo con el analito, puede modificarse
guimicamente para aumentar varios parametros, desde la superficie de contacto hasta la
corriente maxima [106] y cuando la reaccidon ocurre en la superficie del electrodo, algunos
coproductos pueden ser adherido a la superficie, creando una pelicula de resistencia que
confunde la medicion [107]. La mayoria de los biosensores usan transductores electroquimicos
debido al bajo costo, facilidad de operacién, son portatiles y el dispositivo auténomo es facil de

construir.

Se necesitan resolver algunos problemas al momento de disefiar un biosensor para la deteccion

de contaminantes organicos:

e Dependencia del oxigeno: si se plantea utilizar una enzima como agente de
biorreconocimiento, el oxigeno molecular juega un papel importante en la regeneracion a
su forma activa. Controlar los niveles de oxigeno en diversas muestras contenidas en una
celda electroquimica puede ser dificil, y esto ocasionar limitaciones a la eficiencia del

biosensor.
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e Inmovilizacién de la enzima y eliminacion de moléculas interferentes: Es necesario realizar
una inmovilizacién enzimética estable y mantener su actividad enzimatica al maximo, de
esta manera el método que se elija debe de cumplir con pardmetros éptimos al suspender
la enzima en la superficie del electrodo. Se debe realizar un analisis para tener en cuenta
cdmo se suspendera, sea por absorcibn o por adsorcion, dependiendo de las
caracteristicas en los ensayos electroquimicos como lo es la difusion. Esta variable
depende de la inmovilizacién, si se usan polimeros, suspensiones o incluso adsorciones
habra obstaculizacion para el transporte de materia. Uno de los propésitos entonces, es
que el método maximice la difusividad de la enzima a la solucién de la celda electroquimica

[108].

Durante este proyecto doctoral se utiliz6 un biosensor electroquimico con la finalidad de
caracterizarlo y aplicarlo a la determinacion de contaminantes organicos. En el siguiente apartado
se describird brevemente algunas de las técnicas de inmovilizacidon enzimatica, asi como su

importancia.

2.5 Inmovilizacion del agente de biorreconocimiento

La inmovilizacion del agente de biorreconocimiento dependera de la naturaleza de la sustancia,
sea anticuerpo, enzima, DNA, etc. Es una metodologia que atrapa al bioreceptor a un material
inerte, en este caso el transductor, haciéndolos insolubles, mejorando sus capacidades de
estabilidad, asi como su actividad. La flexibilidad y porosidad de la capa del bioreceptor
inmovilizado debe permitir una difusion libre entre los sustratos y productos que a traviese la

capa. Los biosensores a base de enzimas ofrecen algunas ventajas sobre los métodos quimicos,
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como lo son su especificidad, su selectividad y la habilidad de operar por condiciones debajo de

las minimas requeridas en estos métodos [109].

Las técnicas de adsorcion son relativamente sencillas de realizar, sin embargo, la adhesiéon de
la enzima a superficie del transductor frecuentemente es débil. Por otro lado, los métodos que
utilizan enlaces covalentes son mas complejos ya que los compuestos involucrados usualmente

inactivan o reducen la actividad enzimética [110].

El atrapamiento en geles permite la retencion de agua en la capa donde permanece el bioreceptor
y promueve la estabilidad a largo plazo de la enzima, sin embargo, las peliculas resultantes son
susceptibles a rompimientos [111]. De los diversos métodos para inmovilizar la enzima se busca
uno que mejore la actividad y estabilidad enzimatica sin comprometer la transferencia de masa
de los analitos a través de la capa del bioreceptor. Adicionalmente el proceso debe ser practico
y barato para permitir una produccion favorable de biosensores a base de enzimas para analisis

in situ.

La eficiencia de un proceso de inmovilizacion se puede medir con los siguientes criterios:

1) Un porcentaje alto de la enzima que inicialmente se inmovilizo debe permanecer después del
proceso.

2) Las enzimas deben de ser mecanicamente estables y detenidas fisicamente para evitar que
se difundan de nuevo en el sustrato en un momento posterior.

3) Las enzimas deben tener biocompatibilidad con el medio de inmovilizacion.

4) Los fendmenos de transferencia de masa de los analitos a través de la pelicula de

inmovilizacion no deben ser limitados.

Debido a que las enzimas son catalizadores biol6gicos que promueven la velocidad de reaccion
Yy no se consumen en las reacciones que participan, pueden emplearse en repetidas ocasiones

mientras estas permanezcan activas. En la mayoria de los procesos industriales, ensayos
Padgina 50| 150



Capitulo 2. Revision de literatura

analiticos y procesos clinicos, las enzimas son mezcladas en una solucion con sustratos y no
pueden ser recuperadas después de que se termina su sustrato. Esto es una desventaja si se

considera el costo de las enzimas en el proceso [112].

Los métodos de inmovilizacibn pueden clasificarse en cinco categorias: Adsorcion,

microencapsulacion, atrapamiento en matriz, reticulacion y union covalente.

2.5.1 Adsorcién

La inmovilizacién por adsorcién es el método mas simple e involucra interacciones reversibles
entre la enzima y el material de soporte. Las fuerzas involucradas son mayormente
electroestaticas, como las fuerzas intermoleculares de Van der Waals, idnicas e interacciones de
puentes de hidrégeno, siendo débiles todas ellas, pero lo suficientemente grandes en nimero
como para crear una union razonable. La superficie existente entre la enzima y el soporte se
utiliza para que no se requiero una activaciéon quimica que modifique la estructura de la enzima

[113].

El proceso consiste en mezclar los componentes bioldgicos y la matriz de adsorcién por un
periodo de incubacién, seguido de lavados extensivos para remover cualquier componente
biolégico que no se unid. Este proceso ofrece diversas ventajas como el poco o nulo dafio a la
enzima, es simple, econdémico y rapido, no se presentan cambios quimicos para fijar la enzima
al electrodo y tiene un grado de reversibilidad, de tal manera que permite una regeneracion de

la enzima [114].

Una desventaja de este método de inmovilizacion es la fuga de la enzima a través de la matriz,
al ser la union poco especifica, se presenta una sobrecarga e incluso el efecto estérico. Los

enlaces poco especificos ocurren si el sustrato, producto o contaminante residual obtienen una
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carga eléctrica e interacttan con la matriz. Esto puede llevar a limitaciones en los fenémenos de
transferencia de masa como la difusion y a ciertos problemas en la cinética de la reaccion.
Sobrecargar la matriz conlleva una baja actividad catalitica por parte de la enzima, pero también
la ausencia de un espacio adecuado entre la molécula de la enzima y la matriz, esto puede

producir problemas relacionados con el efecto estérico [115].

2.5.2 Unién covalente

Este tipo de inmovilizacion involucra un cuidadoso disefio en los enlaces que existen entre el
grupo funcional de la enzima o biomaterial y la matriz de soporte. La metodologia de la union
covalente se basa en la activacion de grupos quimicos del soporte para que reaccionen con
nucledfilos de las proteinas [116]. Esta unién normalmente se forma entre los grupos funcionales
presentes en la superficie de la matriz y los grupos funcionales que pertenecen a los aminoacidos

residuales que estan presenten en la superficie de la enzima [117].

Uno de los agentes mas comunes para este tipo de inmovilizacion son las llamadas perlas amoni-
epOxidas comerciales (amino-epoxy-Sepabeads®). Este compuesto tiene una pelicula de

etilendiamina que se encarga de realizar la unién covalente con la matriz de soporte [118].

Algunas de las propiedades que se adquieren por medio de la inmovilizaciébn usando este

reactivo son las siguientes:

1) Lainmovilizacion tiene una fuerza idnica baja
2) Lainmovilizacion suele ser més rapida que utilizando la matriz de epoxidos convencionales.
3) La estabilidad de la enzima inmovilizada suele ser mas elevada que utilizado los métodos

tradicionales de epdxidos hidrofébicos.
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2.5.3 Microencapsulacion

En la microencapsulacion, la enzima se coloca detras de la membrana quedando una estrecha
cercania entre este y el transductor. Esta interaccién no afecta a la enzima, asegurando la
confiabilidad, evitando la contaminacién y la biodegradacién. Este método se basa en el
confinamiento del agente de bioreconocimiento o enzima en una membrana que se coloca sobre
la superficie del electrodo [119]. Esta retiene a la enzima en una posicion fija presentando una
porosidad controlada para permitir una difusion libre entre el sustrato y los productos de la
reaccion (una membrana semipermeable). Se han utilizado numerosas membranas, como el
nylon, nitrato de celulosa, acetato de celulosa, resinas epodxicas, colageno, polisulfonatos,

poliacrilatos, policarbonatos, entre otros polimeros [120].

Algunas de las desventajas de este método de inmovilizacién se asocian con los fendGmenos
difusivos de transferencia de masa de los sustratos, los productos de la reaccién enzimatica y de
los inhibidores a través de la membrana; asi como que existe crecimiento microbiano en la
superficie de esta, provocando una inhibicién de la capa enzimatica, como consecuencia el

biosensor presenta errores en la identificacién del analito [121].

2.5.4 Atrapamiento

Enzimas inmovilizadas por atrapamiento son libres en la solucion, pero se restringe su
movimiento por la estructura de un gel. Este proceso es sencillo y reproducible, y no requiere
equipo costoso. Se basa en el atrapamiento de la biomolécula en una matriz polimérica, esto
restringe algunos movimientos rotacionales y de despliegue, pero permite el reconocimiento del

sustrato, asi como la accion catalitica [122].
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Algunas de sus ventajas son: permeabilidad de las matrices poliméricas, que permiten el
transporte de moléculas de bajo peso molecular sin que existan grandes fugas de las enzimas
atrapadas, la porosidad manejable del material, que permite un arreglo de biomoléculas de
diferente tamafio, la posibilidad de modificar quimicamente la matriz, propiedades Opticas que
permiten el andlisis de absorbancia como los fluorométricos y la resistencia a la degradacion

térmica, quimica y biolégica [123].

El atrapamiento depende del entrelazamiento de las moléculas y este a su vez depende de la
polimerizacién del polimero, asi como el grado de la formacion de la matriz. Es inevitable tener
fugas de la enzima inmovilizada debido a que gradualmente se difunden al exterior de la matriz,
aunque esto depende del tamafio de la malla polimérica [124]. Debido a esto, se presentan
pérdidas en la actividad enzimética mientras mas tiempo se tenga usando el biosensor, lo cual
hace necesario sustituirlo o remover completamente la matriz y realizar nuevamente el proceso

de inmovilizacion.

El atrapamiento puede lograrse por diversos métodos, como la solidificacion inducida por
temperatura, la polimerizacion organica por medio de una reaccién quimica o fotoquimica o con
una precipitacion por un solvente inmiscible. El tamafio de los poros en la superficie del gel y sus
propiedades mecanicas son determinadas por la cantidad de mondmeros y su forma de reja en

el espacio [125].

2.5.5 Reticulacion

Ocurre cuando se crean enlaces covalentes o i6nicos para enlazar un polimero con otro polimero,
en el area bioquimica la interaccién seria polimero — proteina, que nos habla de un atrapamiento
dentro de las cadenas poliméricas ya establecidas [126]. Un ejemplo de este tipo de reacciones

es la utilizacion de glutaraldehido para la reticulacion de enzimas con el polimero [127].
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2.6 Método de inmovilizacion

Se busca que el método a emplear durante la inmovilizacién en la superficie del electrodo

cumpla con las siguientes caracteristicas:

1. Que permita una difusion libre del sustrato hacia la enzima.
2. Que exista una fijacion sobre la superficie del electrodo y se eviten las fugas de enzima.
3. Que sea poca o nula la pérdida de actividad enzimatica.

4. El método debe tener una alta reproducibilidad.

Un aspecto importante de analizar individualmente es la estabilidad de la enzima que
principalmente se determina por su posicion dentro de la matriz de la inmovilizacién, en donde

depende de varios factores, que son:

e La cantidad de enlaces que tienen lugar en la matriz.

e El ambiente en donde se localiza la molécula de la enzima.

e La estructura quimica y fisica del agente de inmovilizacion.

e Las propiedades del agente como si esta cargado, si es hidrdfilo, hidrofdbico, la longitud

de la matriz, etc.

Debido a las razones mencionadas, se estudid la utilizacion de un método de inmovilizacion
novedoso basandose en la técnica photografting, que involucra la utilizacién de luz para la
formacion de matrices poliméricas con enzima dentro de su estructura adheridas por unién

covalente en la superficie del transductor [128].
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2.6.1 Plataformas poliméricas fotosensibles

Las técnicas de polimerizacion por luz en una superficie se utilizan para el estudio de polimeros
mas complejos, especificamente en biomateriales. Consiste en la incorporacion por enlaces
covalentes de los grupos funcionales de una matriz polimérica en una superficie utilizando
mecanismos de luz en el rango de UV-Vis [129]. Un material estudiado en el presente trabajo de
tesis doctoral fue la diazirina (Sulfo-NHS-Diazirina; sulfosuccinimidil 4,4’-azipentanoato) que, al
reaccionar con luz ultravioleta, conjuga las biomoléculas en la superficie del transductor. Este
método promueve la estabilidad y actividad del agente biol6gico de reconocimiento en el lugar
de adherencia [130]. La irradiacion de este polimero provoca que se generen derivados de la
diazirina, siendo estos altamente reactivos, provocando una alta tasa de generacién de enlaces

covalentes con las biomoléculas [131].

Otra ventaja de este proceso es de que no requiere una exposicion prolongada a la radiacion
UV, minimizando la degradacién por fotones. Al resumir todas las caracteristicas de la matriz
polimérica, se puede concluir que la técnica presenta ventajas importantes pues no requiere un
pretratamiento inicial o modificacion quimica del agente de biorreconocimiento para la
inmovilizacion en el transductor lo que eficientiza la inmovilizacién en las superficies de los

electrodos para anlisis electroquimicos [132].

Con este marco de conceptos teoricos y estudios analizados, adentraremos a la explicacion de
las actividades experimentales realizadas durante el proyecto doctoral descrito en esta tesis;

detallando cada decision de la seleccidon de materiales, asi como los resultados.
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La cuantificaciéon de un contaminante sea, organico o inorganico, por un método electroanalitico
implica tener las condiciones de muestra ideales para que no existan interferentes entre las
valoraciones. Debido a esto, generalmente se emplean muestras con niveles de pureza altos en
donde solo se presenta el analito en conjunto con el solvente. Los contaminantes organicos se
presentan en muestras de agua a concentraciones extremadamente bajas, pero la muestra que

se toma nunca es pura con respecto al analito de interés.

Este trabajo doctoral propone utilizar la técnica de DAPV disefiada y patentada por el Dr. Roumen
Zlatev [3] para la determinacién de contaminantes ambientales cuando las muestras contienen

el analito de interés e interferentes dentro de la solucién.

La voltametria diferencial de pulsos alternos es un método electroanalitico novedoso basado en
la relacion no lineal de la corriente versus potencial caracteristicos de un sistema electroquimico;

esta relacion se describe en la siguiente ecuacion:

E=E,+ il
R TRt T

3)

Donde E es el potencial de la celda, Ei2 es el potencial de media onda, R es la constante

universal de los gases, T es la temperatura absoluta, n es el numero de electrones transferidos,
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F es la constante de Faraday, || es la corriente limite y I, es la corriente instantanea [133]. Las
pequefias desviaciones presentes en el potencial superpuestas en su valor original toman forma
en un voltamograma de pulsos rectangulares, u ondas sinusoidales para las técnicas de segundo
orden, generando asi respuestas de corriente cuya amplitud sigue la pendiente de esta relacion

no lineal, mostrando picos en la gréfica.

Estas técnicas se basan en el fendbmeno de la rectificacion faradica resultando en la
superposicién de un voltaje sinusoidal en el electrodo principal, mostrando una influencia en la

amplitud de respuesta [134].

De este modo, cada periodo de voltaje sinusoidal superpuesto son pulsos sucesivos que toman
la misma forma, duracién y amplitud, pero con polaridad inversa. Debido a que la rectificacién
faradica depende del componente no linean de la relacion corriente — potencial, se pueden
obtener varias respuestas iguales si se superponen los potenciales del electrodo principal como
pulsos sucesivos teniendo amplitudes y duraciones iguales, pero polaridades opuestas, con un

ligero retraso entre cada pulso [82].
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Figura 3.1 Curvas tedricas (A) y experimentales (B) de la técnica de voltametria diferencial de pulsos
alternativos, en la curva A se muestra el cambio de la respuesta en funcién de la amplitud de los pulsos

mientras que en la curva B es la determinacion simultdnea de diferentes iones.

Basados en la figura 3.1, se muestra que el método es apto para la determinacién simultdnea de
diversos analitos en la muestra; pudiendo diferenciar cada uno de ellos por su respuesta en la
corriente. La voltametria diferencial de pulsos alternativos muestra en la literatura una gran

resolucion, siendo del rango de 28 a 50 mV, y un limite de deteccién de 54 nmol L* [3].

Bajo esta técnica se disefiaron diversos experimentos con sistemas de contaminantes que, con
la voltametria diferencial de pulsos convencional, no seria posible obtener un valor preciso de

algun constituyente de las muestras, pero en premisa podrian obtenerse con DAPV.

Los sistemas estan descritos a continuacion:

1. El primer sistema estudiado es un sistema de contaminantes que se constituye por
hidroquinona, catecol y resorcinol, siendo estos isomeros difendlicos. También se
estudiaron los efectos de sus interferentes como el acido Urico y el acido ascérbico,
debido a que generalmente en las muestras donde se encuentran estos contaminantes
existe la presencia de estas especies organicas.

2. El segundo sistema estudiado es un sistema de nitrofenoles constituido por el orto-
nitrofenol, meta-nitrofenol y para-nitrofenol; siendo estos compuestos aromaticos
nitrogenados. Su estructura consiste en un anillo fendlico con un grupo nitro (NO3)
sustituyente en diferentes posiciones dependiendo del isémero.

3. El tercer sistema busca determinar el 2,4 — Diclorofenol, siendo su estructura la de un
compuesto aromatico fendélico con doble halogenacién de cloro; se conocen 6 isbmeros

de este contaminante donde su principal diferencia la ubicacién del carbono de sustitucion
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del cloro. Para este grupo de contaminantes se estudia un sistema adaptativo en donde
se pueda determinar el 2,4 -Diclorofenol en presencia de otros contaminantes comunes,
como el 4- Clorofenol, 2- Clorofenol y Resorcinol.

4. El cuarto sistema es una extension del método DAPV para otro tipo de sistemas que no
involucran la determinacién de contaminantes, en este caso se plantea el uso de
biosensores para la determinacion de compuestos fenélicos con aplicacion médica. Se
utilizé una matriz fotopolimérica para la inmovilizacién del agente de biorreconocimiento
mientras que el analito a estudiar fue dopamina. Este neurotransmisor en las muestras
biolégicas contiene interferentes organicos, como el acido ascorbico, el acido urico, la
epinefrina y la norepinefrina. La aplicacion de la técnica voltamétrica DAPV para la
determinacion de un compuesto de interés en presencia de interferentes muestra como
puede ser utilizada no solamente para la determinacién de contaminantes y abre el campo

para otros tipos de analisis.

3.1 Determinacién simultanea de isémeros dihidroxibenzoicos

La hidroquinona y el catecol son compuestos fendlicos con un rango amplio de aplicaciones
industriales y farmacéuticas, desde cosmeéticos, pesticidas hasta diferentes giros sobre la
fabricacién de pigmentos y solventes. Estos dos compuestos son isdmeros dihidroxibenzoicos
en conjunto con resorcinol. Todos ellos son electroquimicamente activos por lo que podemos
utilizar métodos electroanaliticos para su caracterizacion y cuantificaciéon en medios acuosos. En

esta seccion estudiaremos las ventajas de utilizar el método DAPV para la determinacion de los
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isomeros dihidroxibenzoicos de manera individual, asi como de manera simultanea y analizar si

existen interferencias que impidan la validacion del método.

3.1.1 Estudios sobre la composicion del electrodo

Para la determinacion simultanea de hidroquinona y catecol se necesita disefiar un experimento
lo suficientemente sensible en el ambiente microscopico de la interfase electrodo y la celda
electroquimica. Durante el disefio de experimentacion se planted el uso de electrodos de platino,
un electrodo de oro, asi como un electrodo de grafito espectroscopico. La utilizacion de estos
diversos electrodos fue para encontrar quién de ellos presentaba mejor sensibilidad en el analisis
por sus propiedades cataliticas y conductoras, sin embargo, durante el transcurso de los ensayos
se optd por utilizar grafito espectroscépico por su conveniencia, facil manejo en los analisis, nula

corrosioén, facilidad de limpieza y bajo costo.

Para esos experimentos se utilizaron electrodos sin modificacién en su superficie esto con el
objetivo de encontrar el material que optimizara la sefial y no utilizar métodos sofisticados. La
voltametria ciclica fue la técnica por excelencia para analizar el comportamiento de los
compuestos fendlicos tanto individuales como en conjunto. Los ensayos involucraron la
utilizacion de una celda electroquimica con soluciéon buffer PBS 0.1 mol L pH 7.0 y con
concentracion de 0.5 mmol L*? para cada isbmero. Los electrodos utilizados en los analisis
voltamétricos son: el electrodo de trabajo es el objeto de estudio, el electrodo de referencia es
un electrodo de Ag, AgCI/KClsxx mientras que el contraelectrodo es un alambre de platino, el
potenciostato utilizado es un 440 A Electrochemical Analyzer (CH Instruments Inc., USA) modelo
CompactStat.h 20250 mientras que para la técnica DAPV se utilizé un potenciostato de Ivium

Technologies, Netherlands; controlado por el software IviumPulse.
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Figura 3.2 Voltamogramas ciclicos presentando los picos anddicos y catédicos de hidroquinona y catecol
en electrodos de Au y Pt; la solucién inicial tiene 0.5 mM de hidroquinona y 0.5 mM de catecol, para
después aumentar la concentracion de catecol a 1 mM. Las curvas CV fueron realizadas en una celda

electroquimica con buffer de pH 7.0, de composicién PBS 0.1 M.

Observando las curvas de voltametria ciclica podemos notar quiénes presentan una mejor
sensibilidad y separacion de los picos a la hora de realizar las mediciones de catecol e
hidroquinona, quien favorece una separacion mayor de los picos de los dos componentes seria
el electrodo de grafito espectroscédpico (no mostrado), siendo el principal interés a la hora de

estudiar simultdneamente estos contaminantes.
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3.1.2 Estudios sobre el pH de la solucion en la celda electroquimica

Es de relevancia analitica obtener el pH donde se favorecen los procesos de oxidacion y
reduccion, para ello se utiliz6 voltametria ciclica utilizando un electrodo de grafito
espectroscopico. Se analizaron los diferentes valores de pH y se observo que las corrientes del
pico catddico tanto de la hidroquinona como del catecol se incrementan en un rango de pH desde
el 5.0 hasta el 7.0. el incremento arriba de pH 7.0 mostré un decremento en la corriente de los
picos. El aumento del pH del rango 4.0 hasta 8.0 mostré un incremento en el potencial del pico

anddico y catédico; mostrados en las siguientes graficas.
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»
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Figura 3.3. Voltamogramas ciclicos presentando la variacion del potencial de los procesos de oxidacion y
reduccion del catecol a 0.5 mmol L1 en funcién de la variacion del pH de la soluciéon buffer PBS 0.1 mol
L, la serie de color negro representa la grafica del pH 7.0, siendo quien presentd mayores valores de las

corrientes de los picos.
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En la figura 3.3, se puede apreciar un cambio del potencial de los procesos de oxidacion y
reduccioén, asi como de la corriente de los picos anddicos y catoédicos del catecol, siendo su valor
méaximo el de pH 7.0. Se utilizara este valor de pH para los ensayos siguientes al tener mejor

efecto en los picos de las corrientes.

3.1.3 Determinacién de Catecol e Hidroquinona por DAPV

Inicialmente, para la cuantificacién voltamétrica de catecol e hidroquinona utilizando el método
DAPV se analiz6 para cada contaminante en una muestra sintética independiente, donde no
existiera interferente para obtener su respectiva curva de calibracion y validacién del método;
después, era necesario probar si al mezclar los isémeros dihidroxibenzoicos existia una
interferencia real en los picos anddicos y catddicos. La sensibilidad de la determinacion de los
compuestos fendlicos estudiados en este apartado fue similar, los picos de oxidacion y de
reduccion fueron incrementando linealmente con respecto al incremento de la concentracion en
la celda electroquimica, como era de esperarse, de modo que tanto el pico andédico como el
catddico pueden utilizarse con fines analiticos. Para estos ensayos, es importante notar que se
cambia el potenciostato al lviumSoft; debido que es quien tiene programada la técnica DAPV; las

demas condiciones son iguales a los ensayos anteriores incluyendo el electrodo de trabajo.
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Figura 3.4 Voltamogramas de DAPV para HQ y CC donde se aprecia el incremento de la corriente de los
picos tanto anddicos como catddicos en funcién de la concentracion; para la gréafica a: a) 10 uM; b) 20
pUM; ¢) 30 uM; d) 40 uM y e) 50 pM; para la grafica b: a) 70 uM; b) 80 uM; c¢) 90 uM; d) 100 uM; e) 110

UM.

Las curvas de calibracion construidas en la figura 3.4 muestran el rango lineal dentro de la
determinacién de los isdmeros. A continuacion, se ponen las ecuaciones que describen la curva

de calibracién para la determinacion de hidroquinona y catecol por DAPV sin interferentes
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Ieee = 0.0324C; R? = 0.9917 4)

Iyq = 0.0094Cyq; R? = 0.9934 (5)

Bajo las mismas condiciones de ensayo se plantedé el analisis de los dos is6meros
dihidroxibenzoicos de forma simultdnea aprovechando las ventajas del método DAPV para la
separacion de los picos, las condiciones del ensayo son idénticas a las determinaciones
anteriores con la diferencia de que, para un caso, se varia la concentracion de un analito de
manera gradual para la construccion de la curva de calibracién mientras se mantiene constante

la del otro compuesto fendlico.
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Figura 3.5 Voltamogramas de DAPV HQ y CC en la determinacion simultdnea con sus respectivas
curvas de calibracion. Para las dos graficas tenemos una concentracion de HQ y CC respectivamente de

a) 10 pM; b) 20 pM; ¢) 30 uM; d) 40 uM y e) 50 uM; mientras que el otro isémero se mantiene a 20 pM.
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En las curvas de DAPV que muestran la figura 3.5 se aprecia que existe un traslape en el pico
catédico de hidroquinona con el pico anddico de catecol; esto no impide que se pueda realizar
una curva de calibracién con el pico anddico de hidroquinona y el pico catédico de catecol. Las

ecuaciones que relacionan la concentracion con la corriente del pico son las siguientes:

Ieoe = 2.1279Ccc; R* = 0.9919 (6)

3.1.4 Estudios de interferentes fendlicos en la determinacion de Catecol e Hidroquinona

Al analizar los compuestos fendlicos dihidroxibenzoicos se plante6 analizarlos también en
presencia de fenol, resorcinol y para — nitrofenol; compuestos que estructuralmente tienen
similitudes con los analitos estudiados en esta determinacion; sin embargo, notamos que en los
ensayos no se presenta interferencia significativa para la determinacién de hidroquinona y
catecol, teniendo estas especies quimicas coexistiendo en la misma muestra. La figura 3.1.5
muestra las curvas de DAPV donde se puede apreciar los potenciales donde aparecen los picos
tanto de oxidaciéon como de reduccion de CC y HQ mantenidos en el rango de 0.0 y +0.2 V

mientras que los interferentes se encuentran desde +0.5 V hasta 0.9 V.

Las condiciones experimentales fueron las mismas que los ensayos anteriores, teniendo una
celda electroquimica con buffer PBS 0.1 M con pH de 7 y las alicuotas de cada uno de los
compuestos. Se realizaron cuatro experimentos, uno con las cinco especies quimicas
simultdaneamente (no presentado) y los demas con al menos tres especies quimicas para

superponer los picos individuales de cada interferente, presentadas en la figura 3.1.5.
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Figura 3.6 Voltamogramas de DAPV para la determinaciéon de HQ (15 uM) y CC 2.5 uM) en presencia de

los interferentes RC (300 uM), F (300 uM) y PNP (300 uM)

Este trabajo experimental mostré un acercamiento diferente al convencional para la
determinacion de isémeros dihidroxibenzoicos, promoviendo la determinacion por métodos

electroanaliticos sin modificaciones sofisticadas de la superficie del electrodo.
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3.2 Determinacion de un sistemaisomérico de mononitrofenoles

Los mononitrofenoles son grupos de compuestos aromaticos con un grupo nitro (NOy), estos
incluyen tres isomeros estructurales: el orto — nitrofenol, el meta — nitrofenol y el para — nitrofenol.
Una de las dificultades para determinar la concentracidn de estos compuestos es que en
muestras que contengan el contaminante generalmente tienen la presencia de un conjunto de
compuestos fendlicos y los tres isdmeros, lo que se traduce en no tener la suficiente resolucion
para determinar el traslape de los picos, esto lleva a tener una precision para su cuantificacion
baja. En la literatura se describen diferentes técnicas para mejorar la sefial como el utilizar
modificaciones morfolégicas y quimicas en el electrodo de trabajo [102, 103]. Debido a esto, la

diferenciacion e identificacion de la especie quimica individual sigue siendo un reto.

En esta seccion, se propone una técnica que no requiere procesos costosos de fabricacion o
modificacion de las partes dentro de una celda electroanalitica, asi como el no requerir equipo

sofisticado y personal altamente entrenado para la operacién de este.

3.2.1 Caracterizacion electroquimica del electrodo de trabajo (GCE) sin modificacién y con

modificacion

Existe registro del comportamiento de los isébmeros nitrofendlicos en la literatura; estos se han
estudiado mostrando una interaccion de los componentes de estudio dentro de una celda
electroquimica asi como su peligrosidad como contaminantes [137]. Es mostrado que, cuando
se realizan curvas de voltametria ciclica para cada especie quimica del sistema isomérico, en la
seccion del barrido catddico el pico de reduccion se encuentra cerca de -0.6 V para él o-NP y el

m-NP mientras que el p-NP tiene un valor dentro de -0.7 V. Se realizaron estudios de voltametria
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ciclica para comprender el comportamiento y desplazamiento de los potenciales de los picos.
Ademas, los ensayos utilizaron una celda electroquimica con solucién buffer PBS 0.1 mol L pH
6.0 y con concentraciéon de 100 pmol L para cada isémero. Los electrodos utilizados en los
andlisis voltamétricos son: el electrodo de trabajo es un GCE modificado con una suspension de
nanoparticulas de oro, grafito y laponita, el electrodo de referencia es un electrodo de Ag,
AgCI/KClsax mientras que el contraelectrodo es un alambre de platino, el potenciostato utilizado
es un 440 A Electrochemical Analyzer (CH Instruments Inc., USA) modelo CompactStat.h 20250
mientras que para la técnica DAPV se utiliz6 un potenciostato de Ivium Technologies,

Netherlands; controlado por el software IviumPulse.
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Figura 3.7 Voltamogramas Ciclicos para el estudio del comportamiento del sistema isomérico de o-NP
(200 pM), m-NP (100 puM) y p-NP (100 uM) utilizando un electrodo de carbén vitreo (GCE) en una

solucién de pH 6.0; la linea punteada representa el primer barrido mientras que la continua el segundo.
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Figura 3.8 Voltamogramas Ciclicos que muestran el comportamiento de los isémeros nitrofenélicos y sus

picos de reduccion / oxidacion.

Bajo la figura 3.8 podemos deducir que es posible separar los picos de reduccién y oxidacion al

aplicar DAPV, siendo viable la determinacién simultanea de los nitrofenoles.

Al entender el comportamiento de los isbmeros, debemos de caracterizar el electrodo de trabajo
para las determinaciones. Es importante notar que las modificaciones que se realicen en la
superficie del electrodo provocarian una mejor sensibilidad en el andlisis al mejorar la superficie
activa del electrodo, asi como la constante heterogénea de transferencia de electrones.
Utilizando la ecuacién (2) podemos determinar el area real, asi como al utilizar la ecuacion del

Nicholson (8) junto con la correlacion experimental (9) nos permite calcular k°.

[DnvF T 5) (8)
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La modificacion del electrodo se establecio al preparar una suspensién coloidal de nanoparticulas
de laponita con oro, otra con la misma concentracion de particulas de laponita y grafito en polvo
nanoparticulado y la tercera suspension es la misma concentracion de laponita y una mezcla de

nanoparticulas de oro con grafito nanoparticulado.
A continuacion, se describe la elaboracion de cada dispersion coloidal:

1. Laponita con nanoparticulas de oro: se introducen nanoparticulas de oro (2 mg mL?) y
nanoparticulas de laponita (1 mg mL™?) a 5 mL de agua junto con un volumen de una solucién
de borohidruro de sodio 0.0025 M y se dejan en dispersion ultrasénica por 20 minutos, se
debe tener una coloracion violeta que indica una suspensién coloidal de oro.

2. Laponita con grafito nanoparticulado: La suspension de grafito nanoparticulado se prepar6
similarmente como la de oro, siendo el agregar nanoparticulas de laponita (1 mg mL?) a 5
mL de agua, al tener la dispersién se agreg6 grafito nanoparticulado (2 mg mL™?) y se utilizé
una dispersion ultrasénica por 20 minutos.

3. Laponita con oro y grafito nanoparticulado: La suspension mixta de nanoparticulas se prepar6
similarmente a las anteriores, se agregé grafito nanoparticulado (2 mg mL™?) a una solucién

de nanoparticulas de oro ya preparada y se llevé a dispersién ultrasénica por 20 minutos.

La modificacion del electrodo se llevé a cabo siempre con la superficie de un electrodo de carbon
vitreo recién pulida utilizando papel abrasivo de 0.05 pm y después se depositan 5 pL de la

solucion recién dispersa a utilizar seguido con un secado a temperatura ambiente de 45 minutos.
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Se utilizé6 un sistema de celda electroquimica convencional, con el electrodo de trabajo
modificado, un electrodo de referencia de Ag, AgCI/KCl y un contraelectrodo de platino. La celda

tenia un volumen de 10 mL de solucion de KNOsz 1 M.

Bajo la premisa del aumento de sensibilidad en agregar nanoparticulas electrocataliticas, se

analiz6 el cambio de las propiedades de los electrodos, resumidas en la siguiente tabla:

Tabla 3.2.1. Area electroactiva y constante heterogenia de transferencia de electrones para los

electrodos modificados y sin modificacion

Electrodo Area activa (mm?) K° (cm s1)
GCE 2.27 4.3x103
GCE/ L-Au 2.47 5.23x103
GCE/ L-GP 2.68 7.44x103
GCE/ L-GP-Au 3.12 7.9x103

Al analizar los datos obtenidos de los electrodos preparados para la determinacion de los
nitrofenoles se encuentra que la modificacién con mayor sensibilidad es la GCE/L-GP-Au, como

se muestra en la figura 3.9
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Figura 3.9 Aumento de la corriente de los picos catddicos en la determinacion voltamétrica de los
isémeros nitrofendlicos dependiendo de la modificacion del electrodo; la concentracion de los isbmeros

es de 100 pmol L1

Los resultados obtenidos confirman que la mejora del rendimiento analitico en términos de la
sensibilidad en las determinaciones es adjudicable a las modificaciones al electrodo de carbén
vitreo y esto, a su parte, es debido al incremento en la superficie electrocatalitica, asi como las

propiedades de intercambio de electrones.

3.2.2 Efecto del pH en la determinacion del sistema isomérico de nitrofenoles.

El efecto del pH en la determinacion de los isomeros nitrofendlicos es de relevancia al estudiar
la respuesta que se obtiene con las modificaciones del electrodo. Los cambios en los potenciales
son de importancia debido a que las corrientes del pico anddico y catédico cambian con respecto
a la concentracién de iones H*. Se estudiaron los efectos del cambio del pH de la solucién

utilizando una solucién buffer PBS 0.1 M con pH variable, desde 5.5 hasta 7.5, cambiando los
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valores en incrementos de 0.5. Los tres isémeros mantuvieron una concentracion de 125 pmol™;
las siguientes curvas de voltametria ciclica muestran el cambio de los potenciales de oxidacion

y reduccion, asi como el cambio de la sensibilidad de la determinacién de las corrientes de los

picos en funcion del pH de la solucion buffer.
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Figura 3.10 Voltamogramas Ciclicos que muestran el cambio de la corriente y el potencial al cambiar el
pH de la soluciéon PBS 0.1 M en la celda electroquimica, la concentracion de los ismeros en cada
ensayo fue de 0.2 mmol L1; también la seccidn de la regresion en funcion del cambio del potencial del

pico anddico y catddico.
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Por otro lado, el proceso investigado en la determinacion de los nitrofenoles involucra a los
protones dentro de la estructura molecular de cada uno [138], por lo que se observa un cambio
en los potenciales del pico a valores mas negativos. A pesar de esto, se mantiene una relacion
lineal entre los valores de pH respecto a los potenciales de pico anddico y catddico. Asi, el cambio
afecta a la cuantificacion de los isomeros, mostrando mayor sensibilidad en el ensayo con pH

6.5.

3.2.3 Determinacién de los isémeros nitrofendlicos por DAPV.

En el estudio del sistema isomérico de nitrofenoles inicialmente se analizé6 de manera individual,
cada nitrofenol se estudié con la técnica de DAPV y se disefi6 el experimento para validar la
curva de calibracion sin interferentes. Los diversos ensayos fueron planeados con la modificacion
gue otorgara mayor area activa, siendo esta el electrodo de carbén vitreo (GCE) modificado con
nanoparticulas de grafito y nanoparticulas de oro, la celda electroquimica utiliza un buffer PBS
0.1 M con pH de 6.5. Las concentraciones de la celda comprenden un rango desde 25 uM hasta

200 pM en incrementos de 25 pmol dentro de la celda.
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Figura 3.11 Determinacion de los isémeros por DAPV en conjunto con sus curvas de calibracion para los

picos de reduccién y oxidacion; a) 25 pumol L-1; b) 50 pumol L-1; ¢) 75 umol L-1; d) 100 umol L-1 e) 125

pmol L-1 f) 150 umol L-1 g) 175 pmol L-1 h) 200 ymol L-1

Padgina 79| 150



Capitulo 3. Metodologia

Después de validar las curvas de calibracion para cada uno de los nitrofenoles de manera
individual se aplicé DAPV para una mezcla de ellos. Los experimentos constaron de variar la
concentracion de un isomero en relaciones de 1:5 hasta llegar a 1:1. Se mantendra fija la
concentracion de los dos isdmeros no estudiados mientras que el tercer isbmero variara la
concentracion similar al experimento anterior con incrementos de 25 umol dentro de la celda; la
concentracion fija para cada isémero no estudiado es de 125 umol L. Este experimento debe
mostrar el cambio de los picos de oxidacién y reduccién dependiendo de las interacciones que
se presenten a la hora de la determinacion simultanea, provocando que este método sea viable
y verificable para una muestra que contenga los 3 contaminantes. Se emplearon nuevamente las
mismas condiciones de ensayo siendo un GCE como electrodo de trabajo modificado con
nanoparticulas de grafito y nanoparticulas de oro en una celda con solucién buffer PBS 0.1 M

con pH 6.5.
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Figura 3.12 Determinacién de los isémeros por DAPV en presencia simultanea, se incluyen sus curvas
de calibracion para los picos de reduccidn y oxidacion; las concentraciones son: a) 25 umol L1; b) 50
pmol L%; ¢) 75 pmol L%; d) 100 umol Lt e) 125 pmol L1 f) 150 pmol L2 g) 175 pmol L1 h) 200 pmol L;

mientras que el isémero no estudiado se mantiene a 200 pmol L1,
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El rango lineal de la determinacién para m-NP y p-NP se extendi6 arriba de los 125 pumol L™, sin
embargo, en o-NP se presenta que mediante este método se dificulta determinarlo a
concentraciones bajas (25 umol L* y 50 umol L?); el rango lineal se respeta desde 50 pmol L*

hasta 200 pmol L con una R? de 0.99 para el pico de oxidaciéon y de reduccion.

30.00 20
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20.00 13 Bd
10 ..-’
Z 10.00
5 = 5 ‘,. s
3 < e R?=09985
£ 0.00 3
2 I %100 200
G 2 5 )
O -10.00 = *R?=0.9961
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-15 .'.-
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Potencial (V)
Concentracién (umol L)

Figura 3.13 Determinacién del isomero o-NP por DAPV en presencia simultanea, se incluye la curva de
calibracion para los picos de reduccion y oxidacion en un rango lineal de 50 umol L-*a 200 pmol L; las
concentraciones son: a) 25 ymol L1; b) 50 pmol L%; ¢) 75 pmol L; d) 100 pumol Lt e) 125 pmol L1 f) 150
pmol L1 g) 175 pmol L1 h) 200 pumol L1; mientras que el isbmero no estudiado se mantiene a 200 pumol

L.

Se realizaron varios ensayos para probar si era posible determinar los isdmeros mediante
voltametria diferencial de pulsos convencional en comparacion con DAPV vy, aunque es posible
elaborar curvas de calibracién para o-NP y m-NP, no fue posible determinar p-NP en presencia

de los demas isémeros por el traslape de los picos de reduccién.
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Figura 3.14 Determinacion del sistema isomérico en forma simultanea mediante DPV, todos los

nitrofenoles estan en una concentracion de 200 umol L1,

Con esta informacion de los ensayos, podemos tener un limite de detecciéon de 2 umol L%, 3 pmol
Lty 1.5 umol L para o-NP, m-NP y p-NP respectivamente. Se concluye la parte experimental
del sistema isomérico de nitrofenoles con la validacion del método de determinacion simultanea
mediante DAPV al tener un limite de deteccién similar al que se reporta la literatura y con las

ventajas que este propone [104,105].
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3.3 Determinacion de sistemas diclorofendlicos utilizando un electrodo de pasta

de carbono.

Para estudiar los efectos del electrodo en los analisis con DAPV se planteé utilizar carbono grado
reactivo y preparar una pasta de este material. El electrodo es preparado mezclando carbono o
grafito con parafina en proporciones definidas; esto debido a que la parafina producird una
resistencia a la corriente eléctrica por sus propiedades conductoras. Cuando se prepara la
mezcla se adiciona laponita, una zeolita que funciona como una nanoplataforma estructurada
gue funcionaliza las reacciones con benzofenonas o compuestos fendlicos; lo que se traduce a
gue funcionan como intermediarios en la formacion o reaccién de compuestos organicos e
inorganicos [141]. Esto ocurre por su capacidad de adsorber el analito de interés al tener una

polaridad compatible con los grupos OH en los fenoles [142].

Es importante notar que se debe optimizar las concentraciones de cada uno de los constituyentes
de la pasta, mientras mas cantidad de parafina se agrega la sefial obtenida en el potenciostato
disminuira al provocar una resistencia eléctrica, mientras que al agregar una cantidad pequefia

provocaria una mala cohesion de la pasta. Asi mismo con la cantidad de carbono.

Para la preparacion del electrodo de pasta de grafito modificado con laponita se introduce la
pasta a un recipiente similar a una jeringa, ésta cuenta con un émbolo que permite comprimir la
pasta para que exista mayor adhesion entre ella. Dentro del recipiente un cable tiene contacto
con la pasta y viaja hasta el exterior en donde es conectado al potenciostato para recibir
indicaciones mediante el software CH440A utilizando el potenciostato de marca CH Instruments

Inc. Modelo 440A.

El disefio experimental constituyd con los siguientes puntos:
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1. Estudios de adsorcion.
2. Caracterizacion electroquimica del electrodo
3. Caracterizacion morfologica de la plataforma de nanomateriales

4. Caracterizacion de la cinética de adsorcion

3.3.1 Estudios de Adsorcion

Un entendimiento e interpretacion apropiada de la informacién proporcionada por los isotermas
de adsorcion es importante para mejorar significativamente el mecanismo de adsorcion e
implementar un disefio eficaz del proceso global. Se realizaron diversos ensayos con
espectrofotometria en sitio UV-VIS con el equipo controlado por computadora 50S UV-VIS
spectrophotometer a una longitud de onda de 283 mm a constante agitacion (cerca de 150 rpm)

con una temperatura de la celda de 25° C.

Los experimentos se llevaron a cabo en una celda espectrofotométrica de cuarzo con 900 uL de
una solucién de laponita (0.45 g L) y 100 pL de 2,4 — DCP para tener una concentracion de 1
mmol L. Estos ensayos mostraban la capacidad de adsorcién del Diclorofenol en las particulas
de laponita en dispersiones acuosas con un pH fijo (5.5) variando la concentracién de laponita

de 0.5 mmol L? hasta 1.5 mmol L.

Se midié la absorbancia a cinco diferentes concentraciones en tiempo cero y cada 5 minutos
hasta 100 minutos de medicién. Después, se trataron los datos experimentales hasta obtener un
ajuste al isoterma correspondiente al proceso de adsorcion, que para este sistema corresponde
al isoterma de Harkin — Jura. Este isoterma supone la posibilidad de capas mdultiples de adsorcion
en la superficie de los adsorbentes dependiendo de la distribucién de los poros; descrito por la

siguiente ecuacion:
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% = g— (%) logC, (20)

Donde Ay B corresponden a las constantes de Harkin — Jura que pueden obtenerse al realizar
un andlisis de regresion lineal al graficar 1/q2 contra el logaritmo de la concentracion en el

equilibrio (Ce).

35
30+ e
25 +

20 +

1/q2

157 R? = 0.9958

10

Figura 3.15 Isoterma de Harkin — Jura obtenido mediante el estudio cinético de adsorcién mediante

espectrofotometria.
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Al tener un coeficiente de correlacion aceptable (R?= 0.9958) en comparaciéon de los otros
isotermas estudiados durante el analisis, podemos inferir que el proceso de adsorcidon
corresponde a un mecanismo de multiples capas dentro de los poros como lo describe el isoterma

de Harkin — Jura.

3.3.2 Caracterizacion electroquimica del electrodo

Para determinar si el agregar laponita mejora la variable de respuesta, esto es, la corriente de
oxidaciéon del analito; mediante sus propiedades electrocataliticas, se planteé la utilizacion de
una celda con el estandar electroquimico KsFe(CN)s, que a su vez funciona para determinar
mediante ensayos difusivos como afecta el cambio de las concentraciones de parafina y de
carbono. Aplicando voltametria ciclica y variando la velocidad de barrido, se puede obtener
suficiente informacién para caracterizar el electrodo aplicando las ecuaciones de Randles —
Sevcik (1), calculando el area efectiva y la constante heterogénea de transferencia de electrones

(8,9).

En la celda se afiaden 5 mL de KCI 0.1 M como electrolito soporte y 20 uL de alicuota de
KsFe(CN)s 2 mM. Como electrodo de trabajo se utiliza el electrodo de pasta de grafito variando
su formulacion, una con 70% w/w de grafito, 30% w/w de parafina; mientras que la segunda
tendréa una formulacion de 55% w/w de grafito, 15% de w/w laponita y 30% w/w de parafina; cada
una se llamara E70% y E55%, respectivamente, para indicar la concentracion del electrodo en
relacion con la cantidad de grafito. Como electrodo de referencia se utiliza un electrodo de

Ag|AgCls y un electrodo de platino como contraelectrodo.
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Figura 3.16 Resultados de la aplicacion de la ecuacién de Randles — Sevcik, en la grafica a) (15% L) se

aprecia que, al electrodo contener una cantidad de laponita, la magnitud de la corriente de oxidacion es

mayor a la de no contener laponita que corresponde a la gréfica b) (0%).

Como se puede apreciar en la figura 3.16, el agregar una cantidad fija de laponita en la

formulacion del electrodo de pasta de grafito provoca una mejora en la sensibilidad de la variable

de respuesta. Se debe optimizar la cantidad de laponita 6ptima para desarrollar la formulacion

adecuada del electrodo, de modo que sea maxima la sensibilidad y no se saturen los poros que

se forman dentro de la estructura soélida del electrodo de pasta de carbono. Al disefiar el

experimento se plantea el disefio de una celda con 5 mL de KCI 0.1 M como electrolito soporte y

40 pL de alicuota de 2,4 — DCP para tener una celda de concentracion 5 mM. Como electrodo

de trabajo se utiliza el electrodo de pasta de grafito variando su formulacion desde 0 a 20% en
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incrementos de 5%, como electrodo de referencia se utiliza un electrodo de Ag|AgCls y un

electrodo de platino como contraelectrodo.

2-0 _ - PR PR s L P TR L L

15
10 .

Current / 1e-6A

0.80 0.70 0.60

Potential / V

—
0.50

0.40

————
0.30 0.20

Figura 3.17. Voltamogramas ciclicos de las diferentes formulaciones (0 al 15% de laponita) mostrado por

el software CHI440A

Tratando la informacién obtenida, podemos obtener las diferentes graficas con sus respectivos

picos andédicos.
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Figura 3.18 Graficas para la optimizacion del contenido de laponita en donde se obtiene el valor 6ptimo

de la composicion.

En la figura 3.18 quien tiene una mayor sensibilidad en la determinacion es la formulacién con
15% w/w de laponita; se tomara entonces esa composicion de electrodo para realizar los estudios

de caracterizacion.

Al aplicar la ecuaciéon de Nichelson para la determinacién de la constante heterogénea de
transferencia de electrones, se puede visualizar si existe un aumento significativo en el area

efectiva del electrodo de pasta de grafito al agregar laponita.
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Tabla 3.3.1. Comparacion de las formulaciones de los electrodos con sus propiedades

electrocataliticas.

Formulacion del Constante heterogénea de
electrodo de pasta  Area efectiva intercambio de electrones
R2 RZ
de grafito (mm?) ke (cm s™)
E (70%G,0%L,30%P) 15 0.986 0.0134 0.998
E (55%G,15%L,30%P) 3.73 0.988 0.1125 0.983

Con los resultados de la tabla 3.3.1 se aprecia que hay un cambio significativo en la constante
heterogénea de transferencia de electrones, asi como en el area efectiva del electrodo, lo que
lleva a concluir que la aplicacion de laponita en el electrodo de pasta de grafito aumenta

significativamente la variable de respuesta al estudiar un proceso electroquimico de oxidacion.

El estudio de los efectos del pH en la respuesta electroquimica nos lleva a disefiar los ensayos
modificando el pH y utilizando el electrodo de pasta de grafito con laponita al 15% como electrodo
de trabajo. Estos experimentos consistieron en variar el pH con soluciones de PBS 0.1 M para la
determinacion de 2,4 — Diclorofenol (2,4-DCP) preparando una solucién de 20 uM de 2,4 — DCP
en 5 mL. Como electrodo de referencia se utiliza un electrodo de Ag|AgCls y un electrodo de

platino como contraelectrodo.
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Figura 3.19 Voltamogramas ciclicos que muestran el comportamiento de la corriente de oxidacion

variando el pH de la solucién en los ensayos con una concentracion de 20 uM de 2,4 — DCP dentro de la

celda y Gréfica de optimizacion para encontrar el pH que optimiza la variable de respuesta, la corriente

del pico anédico.

Se trabajaron diferentes pH, desde 4 hasta el 7 para obtener la corriente del pico anddico y asi

determinar si el cambio del pH es significativo con respecto a la variable de respuesta. La

optimizacion arroja el valor 6ptimo de 5.5 de pH para la medicién de 2,4 — DCP mediante el

electrodo de pasta de grafito modificado con laponita.
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3.3.3 Rendimiento tedrico del electrodo

Utilizando las condiciones Optimas de pH se buscé optimizar el tiempo de adsorcion del 2-DCP
sobre la superficie del electrodo de pasta de grafito. Siendo este un proceso de transferencia de
masa es importante tener la celda electroquimica acondicionada y una rotacién del electrodo
estable para fomentar la difusion por conveccion. Se acondiciona agitando por 400 segundos a
700 rpm, después se agrega el analito y se deja el tiempo en el cual se adsorbera el DCP. La
corriente del pico anddico debe aumentar proporcionalmente a la concentracion del analito; sin
embargo, también debe existir un limite de tiempo en donde se llegue a un equilibrio en la
concentracion sobre la superficie del electrodo y la solucidn, por lo gue comenzara el proceso de
desorcion. Es importante buscar el valor maximo de tiempo en donde la concentracién de DCP
sea mayor y también sea conveniente aplicar para los diversos experimentos. Se utilizara
Voltametria diferencial de Pulsos (DPV) para la optimizacién; siendo primero el
acondicionamiento del electrodo en una solucion buffer PBS 0.1 M de pH 6ptimo (5.5) y una

concentracion de 2- DCP en la celda de 20 pM.

El experimento debe renovar su superficie cada medicién, de modo que se listaran los pasos a

seguir para cada prueba de tiempo.

1. Se prepara el electrodo y se acondiciona por 400 segundos.

2. Se introduce el analito por x tiempo de adsorcion.

3. Se corre la prueba de DPV 5 veces para estabilizar las moléculas del analito dentro de la
estructura porosa del electrodo, tomando el quinto valor en todas las pruebas.

4. Se renueva la superficie pasando ligeramente el electrodo sobre un papel.

5. Se repite el experimento con otro valor de tiempo.
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Para cada caso del experimento, se debe tomar importancia en que sea preciso el tiempo de
adsorcion, de lo contrario la prueba mentiria. Se utilizé un temporizador digital para contar el

tiempo exacto de adsorcion.

Corriente (pnA)

Tiempo de Adsorcién (min)

Figura 3.20 Grafica de optimizacion para encontrar el tiempo de adsorcion que maximiza la cantidad de
analito que pudo adsorberse a la superficie del electrodo de pasta de grafito. La corriente del pico
anodico es una manera indirecta para cuantificar el incremento proporcional de la cantidad de analito

difundido por cada minuto.
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Figura 3.21 Voltamograma de la voltametria diferencial de pulsos con el electrodo de pasta de grafito,

con condiciones de la celda de pH 5.5 y concentraciéon 20 uM en la celda. En este voltamograma, se

aprecia como hay una respuesta en el valor de voltaje donde el 2,4 — DCP se oxida al tener 4 minutos de

tiempo de adsorcién en la superficie del electrodo.

Al encontrar el tiempo de adsorcion donde la cantidad de analito adherida a la superficie del

electrodo es maxima, se puede ahora hacer pruebas para probar el rendimiento analitico del

electrodo y realizar una comparacion en la literatura de la viabilidad en sus respectivos

parametros como en el limite de deteccién, sensibilidad y rango lineal, asi como una comparativa

de las curvas de calibracion.
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Para la curva de calibracion del electrodo de pasta de grafito que se utilizara para la
determinacion de 2,4 — DCP se emplea el mismo experimento para obtener el tiempo de

adsorcion, inicamente que ahora se conoce el tiempo donde la adsorcidon es maxima.

-35 30
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10
y = 0.5039x
5 1 . 2=0.9937
-5 4 L
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Potencial (V) Concentracion (uM)

Figura 3.22 Determinacioén por Voltametria Diferencial de Pulsos (DPV) para la curva de calibracién de

2,4 — DCP utilizando un electrodo de pasta de grafito modificado con laponita (R?=0.9915).

De este modo, podemos obtener los parametros analiticos respectivos a la caracterizacion del
electrodo referente a la determinacion de 2,4 — DCP siendo el limite de deteccién (LOD) de 1.75

WA, la reproducibilidad de 4.20% (R?=0.992) y una sensibilidad de 0.401 pA pM™,
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3.3.4 Estudios de interferentes fendlicos.

El estudio de interferentes en los andlisis electroquimicos requiere el tratamiento de distintas
muestras con o sin preparacion para la caracterizacion de las condiciones fisicoquimicas; al tener
ensayos con un solo analito se asegura que la muestra tenga un nivel de pureza necesario para
la determinacién cuantitativa, sin embargo, al realizar un ensayo donde la solucién que contenga
el analito tenga otras especies quimicas suele provocar interacciones no deseadas, o
interferencias, en la respuesta analitica. En el caso del electrodo de pasta de grafito modificado
con laponita se preparé un sistema donde se involucraban compuestos organicos fendélicos con
potenciales de oxidacién similares, siendo ellos: 4 — nitrofenol, catecol, 4 — clorofenol, 2 —

clorofenol y resorcinol.

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las realizadas para la curva de calibracion,

Unicamente se cambia la solucién para adecuar ahora los diversos analitos:

1. Se prepara el electrodo (E55) y se acondiciona en la celda por 400 segundos.

2. Se introduce el analito por 4 minutos de adsorcion.

3. Se introducen los interferentes a la celda.

4. Se corre la prueba de DPV 5 veces para estabilizar las moléculas del analito dentro de la
estructura porosa del electrodo.

5. Se renueva la superficie pasando ligeramente el electrodo sobre un papel.

Las siguientes figuras muestran un sistema con catecol, para — nitrofenol y 2,4 — DCP donde se

pueden apreciar las interacciones en la corriente de los picos para los diferentes compuestos.
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Figura 3.23 Voltametria diferencial de pulsos (DPV) mostrada en el software CHI440A de una solucion
con el analito en conjunto con algunos interferentes coexistentes; las especies quimicas organicas son:

Catecol (100 pmol L1), para — nitrofenol (100 100 umol L) y 2,4 — Diclorofenol (10 pmol L1).

En la figura 3.23 se puede apreciar que no existe un traslape entre los compuestos de los picos, por lo

gue la determinacion de 2,4 — DCP es viable mientras se presente un sistema con estos interferentes.
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Figura 3.24 Voltametria diferencial de pulsos (DPV) con los datos tratados de una solucién con el analito
en conjunto con algunos interferentes coexistentes; las especies quimicas orgénicas son: Catecol (100
pmol L1), para — nitrofenol (100 pmol L) y 2,4 — Diclorofenol (10 umol L1), aqui se indica a quien

corresponde cada pico anédico.

En la figura 3.24 al tratar los datos podemos apreciar a quién corresponde cada pico, siendo el de menor
valor el 2,4 — DCP por tener menos concentracion dentro de la celda. Nuevamente, se aprecia la

separacion de los picos lo que permite la determinacién en presencia de estos interferentes.
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Figura 3.25 Voltametria diferencial de pulsos (DPV) con los datos tratados de una solucién con el analito
en conjunto con algunos interferentes coexistentes; las especies quimicas dentro de la solucién son:
Resorcinol (100 pmol L1), 2 — Clorofenol(100 pmol L), 4 — Clorofenol (100 pmol L) y 2,4 — Diclorofenol

(10 pmol L-1).

La figura 3.25 nos muestra que no es posible cuantificar una muestra de 2,4 — DCP en presencia de
algunos de estos interferentes (RE, 2CP y 4CP); de modo que si se obtiene una muestra con presencia de
estos interferentes debe ser necesario un pretratamiento antes de cuantificar DCP. Al modificar el electrodo
de GCE vy utilizarlo para voltametria de adsorcion se puede apreciar que la determinaciéon para 2,4 — DCP
mejoro significativamente al exhibir una mejor sensibilidad y estabilidad, en conjunto con las ventajas de

la utilizacion de un electrodo modificado con procedimientos sencillos y facil limpiamiento de la superficie.
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3.4 Aplicacion de un biosensor para determinacién de contaminantes organicos

por DAPV

Los tres sistemas anteriores descritos en este trabajo doctoral proponen la determinacién de un
conjunto de contaminantes organicos mediante la técnica voltamétrica DAPV, en este apartado
se investigd una aplicacion del mismo método electroanalitico para una aplicacién en

biosensores con objetivo similar.

Los sensores enzimaticos electroquimicos tienen ventajas considerables a la hora de realizar
determinaciones electroquimicas como su gran sensibilidad y especificidad a un substrato
especifico. Estas caracteristicas van de la mano con el método de inmovilizacién enzimatica para
tener una respuesta analitica favorable, asi como la modificacion de la superficie con

nanoparticulas.

Se disefid un biosensor cuya plataforma de interaccion electrocatalitica es a partir de diazirina,
la cual combina propiedades fotoquimicas y electroquimicas para promover los enlaces
covalentes entre la pelicula del polimero y la enzima. Esto a su vez con un depositado de una
capa de nanotubos de carbono para aumentar el area efectiva del electrodo y su porosidad. Esta
técnica presenta numerosas ventajas comparada a la simple adhesién en la superficie del
electrodo del agente de biorreconocimiento, promoviendo mayor superficie activa del electrodo,
sensibilidad y especificidad, incluyendo las diferentes interacciones que existen al reacomodo

espacial de la proteina por la irradiacion de UV [143].

Para este biosensor se modifico un electrodo de carbon vitreo (GCE) que puede ser adherido a
un sistema de electrodo rotatorio; a continuacion, se describira el proceso de modificacién para

cada tipo de electrodo, asi como el biosensor sin modificacion:
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1. GCE. Este electrodo unicamente incluye enzima adherida a la superficie al dejar evaporar el
agua por 30 minutos después de depositar 3 L de tirosinasa.

2. GCE/MWCNT. Esta modificacion involucra adherir una dispersién de nanotubos de carbono
de multiples paredes (MWCNT por sus siglas en inglés). Esta suspension fue preparada al
dispersar 1 mg de los nanotubos en 1 mL de N, N — dimetilformamida (DMF) que contenga
0.1% (w/w) de nafién y llevar a dispersion ultrasonica por 30 minutos. Se agregan 3 pL de la
dispersién en la superficie del electrodo y se deja evaporar por 10 minutos para después
agregar la enzima y secar por 30 minutos.

3. GCE/MWCNT-DiaVis. En esta modificacién primeramente se debe tener adherida una capa
de MWCNT y dejar secar por 30 minutos; después se agregan 3L de diazirina 10 mmol L1,
es importante homogenizar el goteo en la superficie del electrodo, nuevamente se deja secar
por 30 minutos en la oscuridad para permitir la fotopolimerizacion y al final se agregan 3 pL
de tirosinasa secandose otros 30 minutos.

4. GCE/MWCNT-DiaUV. La preparacion de este electrodo es similar a la anterior, la Unica
diferencia es que la fotopolimerizacién se hace por irradiacion con una lampara UV (36 W,

365 nm de longitud de onda a 5 cm de distancia del electrodo).

Todos los electrodos modificados fueron limpiados con buffer PBS 0.1 mol L* de pH 6.5 en

agitacion constante por 5 minutos para eliminar las moléculas que presentaban enlaces débiles.

Los ensayos involucraron la utilizacién de una celda electroquimica con solucién buffer PBS 0.1
mol L pH 7.0. Los electrodos utilizados en los andlisis voltamétricos son: el electrodo de trabajo
se pretende optimizar en la seccién 3.4.1, el electrodo de referencia es un electrodo de Ag,
AgCI/KClsa: mientras que el contraelectrodo es un alambre de platino, el potenciostato utilizado
es un 440 A Electrochemical Analyzer (CH Instruments Inc., USA) modelo CompactStat.h 20250
mientras que para la técnica DAPV se utiliz6 un potenciostato de Ivium Technologies,

Netherlands; controlado por el software IviumPulse.
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Primeramente, se estudio el efecto de la capa de MWCNT para conocer si existia un cambio de

la superficie activa del electrodo por la modificacion de este.

3.4.1 Caracterizacion morfolégica del electrodo

Primeramente, se estudio el efecto de la capa de MWCNT para conocer si existia un cambio de
la superficie activa del electrodo por la modificacion de este en comparacion de tener el electrodo
sin modificacion. Los ensayos fueron elaborados con voltametria ciclica en donde el estandar
electroquimico KsFe(CN)s 2 mmol L en la celda que contenia 10 mL de KNOs 1 mol L como
electrolito soporte son analizados con cada electrodo. La ecuacién (1) fue utilizada para
determinar el &rea efectiva en la determinacion donde en este caso el coeficiente de difusion es

de 7.6x10%cm? st

Se encontré que las areas activas para los electrodos GCE y GCE/MWCNT son de 2.27 mm? y
3.03 mm? respectivamente; probando entonces que la modificacién con nanotubos de carbono

favorece el incremento de la superficie electroactiva del electrodo.
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Figura 3.26 Imagenes SEM mostrando la morfologia del electrodo GCE modificado con MWCNT, a)

resolucion de 500 nm; b) resolucién de 10 pm

En la figura 3.26 se muestra que los nanotubos de carbono estan dispersos en la superficie de
forma homogénea y distribuidos en toda la superficie del electrodo, asi como se logra apreciar
mayor porosidad por causa de esto. Las imagenes demuestran como la modificacion MWCNT
promueve el incremento de la superficie del electrodo debido a la formacién de una pelicula

uniforme.

3.4.2 Evaluacion de la actividad enzimatica

El estudio de la actividad de tirosinasa es de relevancia para evaluar la matriz de inmovilizacion
enzimatica; el incremento de la superficie del electrodo mediante la modificacion de
nanomateriales y los enlaces covalentes provocados por la reticulacion de la enzima con el grupo
de NH; de la diazirina debe provocar mayor actividad enzimatica. Esto se propone estudiar con

estudios cinéticos mediante espectrofotometria de absorcion.
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El estudio de la actividad de tirosinasa es de relevancia para evaluar la matriz de inmovilizaciéon
enzimética; el incremento de la superficie del electrodo mediante la modificacion de
nanomateriales y los enlaces covalentes provocados por la reticulacién de la enzima con el grupo
de NH: de la diazirina debe provocar mayor actividad enzimatica. Esto se propone estudiar con

estudios cinéticos mediante espectrofotometria de absorcion.

Los ensayos se realizaron en una cubeta de cuarzo para el espectrofotémetro Evolution 60S UV-
Vis que contengan 950 pL de solucién buffer PBS 0.1 mol L de pH 6.5 y es50 pL de sustrato;
para estas pruebas se utilizé catecol. La preparacion del electrodo se realizé de igual forma como
esta descrito en el apartado 3.4.1. Al introducir el electrodo dentro del espectrofotdmetro debe
estar dentro de la celda, pero sin obstruir el paso del haz de luz, el electrodo debe previamente
haber llevado las modificaciones antes de introducirse. Los parametros de absorcion
configurados en el software Vision Lite fueron de 400 nm para la longitud de onda y una prueba
cinética de 15 minutos; primeramente, se dejé una linea de base de absorbancia para mostrar el
valor sin sustrato y después de un minuto se introduce el volumen de catecol para ver el cambio

de la absorbancia con respecto al tiempo.

Definiremos la actividad enzimética como

U=— (12)

Donde U es la actividad enzimética, 44/ At es el cambio de la absorbancia con respecto al

tiempo; en valores equivaldria a 0.001 unidades de actividad enzimatica por cada minuto
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Figura 3.27 Graficas de Absorbancia vs Tiempo para cada uno de los electrodos modificados y sin
modificacion. Todos los experimentos fueron llevados a cabo por 15 minutos, con 50 pL de CC 0.1 mmol

L1y 950 pL de buffer PBS 0.1 mol L pH 6.5.

La absorbancia se calcula tomando en cuenta el periodo de tiempo donde la actividad es maxima
el cual varia dependiendo del tipo de electrodo y su modificacién. En la tabla 3.4.1 se muestra el
concentrado de resultados que corresponde al tratamiento de los datos cinéticos, sugiriendo que

las modificaciones del electrodo tienen un efecto en la actividad de la enzima.
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Tabla 3.4.1. Actividad enzimatica de tirosinasa segun el tipo de modificacion del electrodo.

Electrodo Actividad (U)
GCE 179
GCE/MWCNT 197
GCE/MWCNT-DiaVis 212
GCE/MWCNT-DiaUV 260

Los resultados muestran que el electrodo que presenté mayor actividad enzimatica fue el
GCE/MWCNT-DiaUV, El incremento de la superficie activa del electrodo en conjunto con las
modificaciones otorgadas por los nanomateriales y la reticulacién de la enzima mediante los
enlaces covalentes con diazirina en presencia de UV resultaron en el incremento de enzima
inmovilizada sobre la superficie del electrodo. De este modo, el electrodo que se utilizara para la

determinacion de contaminantes y aplicacién del biosensor sera este.

3.4.3 Comportamiento electroquimico del catecol utilizando GCE/MWCNT-DiaUV

La utilizacion del biosensor a base de tirosinasa inmovilizada como agente de reconocimiento
requiere un sustrato efectivo que también se incluya en la lista de contaminantes organicos
estudiados. La enzima cataliza la oxidaciéon de catecol a orto — quinona, la cual puede ser
reducida por métodos electroquimicos. En esta seccion se estudié el comportamiento de catecol
utilizando el electrodo con la modificacion que maximiza la actividad enzimatica mediante
voltametria ciclica y se comparé con los demas electrodos las curvas de CV para estudiar si la

corriente de los picos se mira afectada por las modificaciones hechas en los electrodos.
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En estos ensayos se utilizé catecol 0.4 mol L para ser el sustrato de la enzima y se afiadira a
una celda electroquimica con 10 mL de solucién buffer PBS 0.1 mol L pH 6.5 para tener una

concentracion de 1 mmol L dentro de la celda.
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Figura 3.28 Curvas de voltametria ciclica de Catecol 1 mmol L* donde se presentan los electrodos con
diferentes modificaciones y método de inmovilizacion, siguiendo el orden: a) GCE; b) GCE/MWCNT; c)

GCE/MWCNT-DiaVis; GCE/MWCNT-DiaUV

El pico mejorado gue se observa dependiendo de la modificacién en el electrodo se puede atribuir
al incremento de la superficie activa del electrodo resultado de la modificacion con
nanomateriales, asi como al aumento de la capacidad de adsorber enzima por la reticulacion de
la inmovilizacién. El electrodo GCE/MWCNT-DiaUV provocé un aumento de la corriente de los
picos de cerca de 3 veces (Ipc de los electrodos: 9.59 pA de GCE contra 26.59 pA de

GCE/MWCNT-DiaUV), haciendo mas sensible la determinacion de catecol.
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3.4.4 Rendimiento analitico del electrodo con tirosinasa inmovilizada por métodos fotopoliméricos

mediante amperometria

El electrodo que presentdé mayor respuesta fue el que contenia tirosinasa inmovilizada por
métodos fotograficos, en especial con luz ultravioleta; el rendimiento analitico de este tipo de
modificacion sera analizado mediante amperometria. En estos ensayos se evalla la respuesta
amperométrica del biosensor correspondiente al incremento de la concentracién de catecol
dentro de la solucién en la celda; esta relacion entre el incremento de la corriente en funcion de
la concentracion debe respetar una tendencia lineal. Los experimentos fueron llevados a cabo
en un equipo para montar el electrodo rotatorio debido a que la amperometria necesita tener
mezcla perfecta constante durante los experimentos y al estar constantemente agregando
catecol como sustrato se debe asegurar que la distribucion del analito sea homogénea por toda
la celda, en especial cerca del electrodo. Este efecto es contrario a una agitacién de la celda
donde ocurren fenbmenos reoldgicos que no permiten una buena interaccion en la interfase
solucién — electrodo. El experimento inicialmente no contiene sustrato dentro de la celda para
después de un tiempo t (un minuto aproximadamente) se agregue el sustrato para tener 5 umol
L dentro de la celda y observar el cambio de la corriente, nuevamente se agrega otra cantidad

de volumen (10 pL) para tener 10 umol L en la celda, hasta llegar a 50 umol L.

La respuesta amperométrica del biosensor construido al incremento de la concentracion de
catecol, asi como su curva de calibracién son mostrados en la figura 3.4.4. El rango lineal de la

determinacién de catecol llegé hasta 25 pmol L™
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Figura 3.29 Respuesta amperométrica del biosensor GCE/MWCNT/Dia-UV al catecol y su

correspondiente curva de calibracion

La ecuaciéon presentada en la curva de calibracion nos representa la relacion lineal entre la

corriente al agregar una cantidad especifica de sustrato, descrita a continuacion

I.. = 0.0482C,. (R? = 0.9931) (12)

Donde I (MA) es la corriente al agregar catecol y Cc. (umol L?) es la concentracién de catecol
en la celda. El limite de deteccién para esta determinacién se encuentra dentro del rango

aceptable siendo de 1.02 pmol L*
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3.4.5 Aplicacion del biosensor con la plataforma de inmovilizacion de Diazirina para la

determinacion de un neurotransmisor

La aplicacion de todas las técnicas utilizadas en este proyecto de doctorado permite utilizar el
método DAPV no solo para determinar contaminantes, sino también para la fabricacion de un
biosensor capaz de ser aplicado en la determinacién de dopamina (DA). La dopamina es un
neurotransmisor de catecolamina producido por las glandulas suprarrenales que es de relevancia
analitica por su papel en las funciones biolégicas de los organismos. Al aplicar este electrodo
modificado y con enzima inmovilizada con diazirina podemos utilizar el biosensor para la
determinacion de diferentes catecolaminas de relevancia bioldgica, como la epinefrina y

norepinefrina.

Se utilizé DAPV para determinar las mediciones electroquimicas en diversos ensayos debido a
su sensibilidad y selectividad en el estudio del comportamiento con interferentes; se utilizara el
potenciostato lvium para la determinacion con DAPV en el electrodo GCE/MWCNT-DiaUV en
una celda con 10 mL de buffer PBS 0.1 mol L con pH 6.5 y se adicionaran 5 pL de una solucién
de Dopamina 10 mmol L. Los parametros deben mantenerse constantes durante todo el ensayo
para analizar el comportamiento de DA en la fabricacibn de una curva de calibracién. Es
importante mencionar que la concentracion de DA dentro de la celda se dara con un rango de 5
hasta 80 umol L. Durante la ejecuciéon de los ensayos, la celda electroquimica no debe
removerse para no alterar la posicion del electrodo, asi como no debe existir agitacion en DAPV,
Unicamente se agita al agregar la alicuota dentro de la celda, pero durante el andlisis debe estar

en estado estable.
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Figura 3.30 Curvas de DAPYV sobre la respuesta del biosensor estructurado GCE/MWCNT-DiaUV a
dopamina y a la izquierda es su respectiva curva de calibracion; cada curva de DAPV tiene un

incremento de 5 pmol L1 sobre la concentracion de DA.

Durante los ensayos con DAPV se logra apreciar un pico de oxidacién y reduccién dentro del

rango de potencial -0.25 a -0.1 V y se le adjudica a un subproducto intermedio entre la oxidacion

de dopamina a orto quinonas. De los picos de DA podemaos discutir que son bien definidos dentro

del rango de +0.15 a +0.35 V asi como se conserva la linealidad para cada proceso observado

dentro del rango. Las ecuaciones que rigen la correspondencia entre concentracion y corriente

se describen a continuacion:

Ic,, = 0.1864Cp,; R* = 0.9969 (13)

Inp, = —0.177Cpy; R? = 0.9991 (14)
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Como se logra apreciar en las ecuaciones anteriores, respetan un rango lineal adecuado en el
trayecto de 5 umol L't a 50 pumol L? y cualquiera de los dos picos se puede utilizar para la
determinacién de dopamina. El limite de deteccién se encontré que fue de 0.3 umol L para este
andlisis el cual corresponde a los requerimientos para cuantificar dopamina en andlisis

farmacéuticos [111-114].

3.4.6 Estudios de interferentes para la determinacion de dopamina utilizando el biosensor

GCE/MWCNT-DiaUVv

El andlisis de dopamina por DAPV puede ser interferido por la presencia de otras catecolaminas,
como lo son la epinefrina, la norepinefrina y la presencia de acido Urico. En estos ensayos se
plante6 dejar fija la concentracion del interferente y analizar su comportamiento con una
concentracion alta de dopamina. Las condiciones de los ensayos fueron idénticas a las de la
curva de calibracién del apartado 3.4.4 asi como las concentraciones de las soluciones de
epinefrina (EPN), norepinefrina (NEPN) y &cido Urico (UA) fueron 0.2 mol L, 5.91 mmol Lty 0.1

mol L respectivamente.
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Figura 3.31 Curvas de DAPYV sobre la respuesta del biosensor estructurado GCE/MWCNT-DiaUV a

dopamina y con interferentes Norepinefrina (NEPN), Epinefrina (EPN) y Acido Grico (UA).

En la figura 3.31 se puede apreciar que para epinefrina y norepinefrina existe un traslape evidente
de los picos tanto anédicos como catddicos, por consecuencia, el andlisis de dopamina mediante
DAPV es interferido por este tipo de catecolaminas. Al observar detenidamente la curva del acido
arico, podemos apreciar que existe un traslape del pico anddico del acido Urico con respecto al
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pico catddico de la dopamina, sin embargo, el pico anddico de dopamina donde ocurre el proceso

de oxidacién queda intacto y es valido para realizar una curva de calibracién en presencia de

ambos.
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Figura 3.32 Curvas de DAPYV sobre la respuesta del biosensor estructurado GCE/MWCNT-DiaUV a
dopamina con el interferente acido Urico y a la izquierda es su respectiva curva de calibracién, en esta
gréfica se presenta simultaneamente la correspondiente a DA y DA+UA. cada curva de DAPV tiene un

incremento de 5 pmol L! sobre la concentracion de DA y 100 mmol L1,

De esta forma, es posible utilizar el electrodo formulado por una plataforma de diazirina en
presencia de interferentes como el acido Urico utilizando la técnica DAPV. La extension del
método para la aplicacion en un biosensor deja la puerta abierta para su aplicacion en

determinacion de contaminantes organicos.
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

Durante la metodologia se explico detalladamente los pardmetros para caracterizar cada uno de
los experimentos para la determinacion de los tres sistemas de contaminantes orgénicos. Aqui
se discutiran los resultados obtenidos basados en el tipo de electrodo implementado, asi como
también el sistema isomérico estudiado. La discusién girara en torno a los valores obtenidos para

la curva de calibracién y su caracterizacion analitica.

4.1 Sistema de isémeros dihidroxibenzoicos utilizando un electrodo de grafito

espectroscépico

Para el sistema de hidroquinona y catecol fue posible su determinaciéon de manera simultanea
utiizando un electrodo de grafito espectroscopico sin modificacion. Tampoco presentd
interferencias a la hora de agregar su tercer isémero estructural, el resorcinol, ya que en muestras
contaminantes estas especies quimicas frecuentemente coexisten. Entre compuestos
contaminantes que presentan potenciales de oxidacion/reduccion similares si existe interferencia

como entre el resorcinol, el fenol y el para — nitrofenol.
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La informacion de la caracterizacion de la determinacion, asi como sus pardmetros analiticos se

resumira en la siguiente tabla.

Tabla 4.1 Resumen de los parametros analiticos de la determinacién del grupo de contaminantes

dihidroxibenzoicos utilizando un electrodo de grafito espectroscépico sin modificacion

Sistema de contaminantes dihidroxibenzoicos

Parametros Catecol Hidroquinona
Rango Lineal 5 pmol L - 50 pmol L 5 pmol L - 50 pmol L
Limite de
0.7 pumol L1 0.3 pmol L?
Deteccidn

RSD= 1.86%; n=5
Reproducibilidad

Repetibilidad RSD= 3.64%; n=5

Sensibilidad Icee = 21279C¢c; R* =0.9919 Iy, = 2.0854Cy4; R?* = 0.9973
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4.2 Sistema de isdbmeros mononitrofenélicos utilizando un electrodo de carbdén

vitreo modificado

La determinacion simultdnea de este grupo de contaminantes mononitrofendlicos fue llevada a
cabo mediante DAPV como se menciond antes, mostrando una gran sensibilidad, definicion en
los picos de oxidacion y un amplio rango lineal. Una gran parte de los buenos resultados se le
adjudica a la modificacion con nanoparticulas de oro y de grafito al aumentar la superficie activa

del electrodo, asi como la activacion electrocatalitica de ella.

El isomero que mayor reto presenté a la hora de su cuantificacion tanto individual como
simultanea mediante DAPV fue el 0-NP; mostré que tiene la tendencia de dos secciones lineales
dentro de la determinacién a la hora de aumentar la concentracion de este, situacion que logra
alterar el rango lineal significativamente. En general, los tres isbmeros presentaron resultados
casi idénticos en sus determinaciones individuales y simultaneas, mostrando que la precision del

analisis, independientemente de los interferentes nitrofenélicos de la muestra, son aceptables.

Este trabajo experimental también demuestra que la técnica DAPV es una estrategia
prometedora a la hora de tener un traslape en las sefiales electroquimicas de los picos catédicos

y anédicos.

Los resultados de las determinaciones, asi como sus parametros analiticos se concentraran en

la tabla 4.2
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Tabla 4.2.2 Resumen de los parametros analiticos de la determinacién del grupo de contaminantes
mononitrofendlicos utilizando un electrodo de carbén vitreo modificado con nanoparticulas de oro y

grafito.

Sistema de contaminantes mononitrofendélicos

Parametros o-NP m-NP p-NP

Rango Lineal 50 pmol L1 - 200 pmol L 1 pmol L - 125 pmol L1 1 ymol L1 - 125 pmol L

Limite de
2 pumol L1 3 pmol L1 1.5 umol L?
Deteccion
Reproducibilidad RSD= 1.96%; n=5
Repetibilidad RSD= 2.45%; n=5
ICoNP = 0.1315CCoNP; ICmNP = O.1166CCmNP; ICpr = 0.0463CCPNP;
Sensibilidad

R? =0.9211 R? = 0.9817 R? =0.9973
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4.3 Sistema de contaminantes clorofendlicos utilizando un electrodo de pasta de

grafito.

Este electrodo fue fabricado mediante la utilizacion de grafito grado reactivo con laponita y
parafina. Al optimizarse, se obtuvieron las cantidades correctas en funcion de la formulacién del
electrodo de pasta de grafito. Durante los ensayos para la determinacion de 2,4 — Diclorofenol
utilizando voltametria de adsorcion en medio adsorbente de laponita se mostré que la sefial fue
mejorada significativamente mediante las modificaciones del electrodo, atribuidas al incremento
de la superficie activa, la actividad electrocatalitica, asi como la capacidad de adsorcién del

electrodo por su naturaleza de pasta.

El electrodo mostré buenos resultados, teniendo una sensibilidad alta, un limite de deteccion
similar al de la literatura y reproducibilidad. Por todo esto, se puede recomendar la utilizacion de
este electrodo de pasta de grafito modificado con nanoparticulas de laponita para la
determinacion de 2,4 — Diclorofenol, asi como sus derivados monoclorofendlicos; estos ultimos
no fueron llevados al andlisis de su determinacién ni valoracion analitica, sin embargo, es posible

determinarlos con certeza como muestra la figura 3.3.11.

Los resultados, asi como los rendimientos analiticos y la caracterizacién del electrodo se

muestran en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Resumen de los parametros analiticos de la determinacion de 2,4 — Diclorofenol (DCP)

mediante un electrodo de pasta de grafito modificado con laponita

Sistema de contaminantes clorofendlicos

Parametros 2,4 — Diclorofenol
Rango Lineal 0.5 umol L1 - 50 umol L?
Limite de
0.3 pumol L
Deteccion

RSD= 3.58%; n=5
Reproducibilidad

Repetibilidad RSD= 4.22%; n=5

Sensibilidad Icpep = 0.5039Chcp; R?* = 0.9937
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4.4 Construccién de un biosensor como aplicacion para la determinacién de

contaminantes

El biosensor descrito durante la etapa final de este proyecto de doctorado mostré una técnica
sencilla y eficiente para la determinacién de especies orgénicas fendlicas. El utilizar nanotubos
de carbono de paredes multiples, asi como diazirina funcionalizada y reticulada en la superficie
del electrodo junto con enzima tirosinasa demuestra un aumento significativo de la sefal
electroquimica a determinar. La plataforma caracterizada en el biosensor también presenta ser
flexible para la determinacion electroquimica de diversos analitos, como se detall6 en la
metodologia. Este biosensor de tirosinasa inmovilizada en un electrodo de carbén vitreo, en
combinacién con la técnica DAPV logra tener resultados satisfactorios, con parametros analiticos

similares y aceptados en la literatura.

Es importante mencionar que, aungue se utiliza en aplicacién de un neurotransmisor, el mismo
trabajo experimental se puede desenvolver en contaminantes dihidroxibenzoicos como en el
apartado 4.1. Esta seccion del proyecto doctoral propone una aplicacion mas alla de la
determinacion de contaminantes para el método DAPV, en este caso, con aplicacion en muestras
biolégicas. El que se decidié por utilizar dopamina como analito fue por la versatilidad de la
molécula a la hora de manejar biosensores electroquimicos; al ser electroactiva, tiene

comportamiento similar a moléculas como el catecol o la hidroquinona.

La caracterizacion del biosensor, asi como sus parametros analiticos son detallados en la tabla

4.4,
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Tabla 4.4 Resumen de los parametros analiticos del biosensor con aplicacién en muestras bioldgicas
(DA) constituido por un electrodo de carbén vitreo (GCE), nanotubos de carbono de pared mdltiple y

diazirina fotografiada en la superficie del electrodo y reticulada con luz UV.

Analito
Parametros Dopamina (DA)
Rango Lineal 0.5 umol L1 - 25 ymol Lt
Limite de
0.2 ymol L?
Deteccidn

RSD= 3.57%; n=5
Reproducibilidad

Repetibilidad RSD= 3.83%; n=5

Sensibilidad Iep, = —0.169Cpcp; R* = 0.9975
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1. Se implement6 la técnica DAPV como alternativa a los métodos voltamétricos convencionales
cuyas limitaciones son la determinacion simultanea de componentes electroactivos con
potenciales de oxidacién o reduccion similares. En funcién a esto, la utilizacion directa del método
DAPYV para la determinacién de contaminantes organicos de origen industrial mostré que es un
método electroanalitico sencillo, sensible, selectivo y de bajo costo aplicable para los tres grupos
principales de contaminantes: los isémeros dihidroxibenzoicos, los mononitrofenoles y los

clorofenoles.

2. Se logré la implementacion de la técnica DAPV en un biosensor para la determinacién de una

muestra bioldgica cuya composicion estructural es muy similar a los isémeros dihidroxibenzoicos.

3. Se demostré de manera experimental que la técnica voltamétrica DAPV es aplicable para la
determinacion simultanea de isbmeros estructurales, cuyos potenciales de oxidacién y reduccion

son muy similares.

4. Los resultados que se obtuvieron sobre el rendimiento analitico aplicando electrodos soélidos
a base de carbono, como el carb6n espectroscopico, el carbén vitreo y la pasta de grafito estan
en armonia con los que reporta la literatura.
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Capitulo 6. Trabajos futuros

El utilizar DAPV como una técnica electroanalitica durante este trabajo doctoral abre un nuevo
camino a estrategias diferentes a las convencionales para la cuantificacion de contaminantes
organicos industriales. La técnica voltamétrica DAPV es un método prometedor para la
determinacién simultanea de contaminantes tanto organicos como inorgéanicos también. Existen
algunos trabajos futuros que se pueden realizar en el &rea, como ampliar el alcance de la dicha

técnica en determinacion simultanea de complejos inorgénicos.
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Abstract: The second order voltammetric technique of
high resolution, Differential Alternative Pulses Voltam-
metry (DAPV), was applied for the simultaneous determi-
nation of hydroguinone (HQ) and catechol (CC) on bare
spectroscopic graphite electrode. Well resolved anodic
and cathodic peaks situated on both sides of the zero line
were obtained, while the differential pulse voltammo-
grams were overlapped. The linear concentration range
for HOQ and CC quantification by DAPV was extended up

to 20 pmol L™ for both the isomers. The sensitivity of the
determination was found to be 6.00 pALpmol™? and
3.61 pALpmol ', while the limit of detection reached was
02 pmolL™" and 0.5 pmolL™" for HOQ and CC, respec-
tively. No interference was observed from the commonly
coexisting organic species such as resorcinol, phenol and
p-benzogquinone. The great resolution power of DAPV
permitted obtaining excellent results without any elec-
trode modification and any mathematical data processing.

Keywords: Hydrogquinone - Catechol - Differential Alternative Pulses Voltammetry

1 Introduction

Hydrogquinone and catechol are phenolic compounds with
a broad range of industrial applications, including pharma-
ceuticals, cosmetics, pesticides, and dyes production, as
well as water treatment [1,2,3]. They are considered as
important environmental pollutants [4,5], because of their
toxic effects, affecting aquatic and soil organisms, and
mammalian and human cells [3.6]. Hydroguinone and
catechol, as dihydroxybenzene isomers, have similar
structure and properties. They usually coexist in environ-
mental samples and exercise a synergetic action [6].
Hydroguinone and catechol are electrochemically
active and can be directly quantified by electrochemical
methods, which are more advantageous in companson to
the commonly used chromatographic and spectrophoto-
metric techniques [7], because of their operational
simplicity, fast response, and low cost. However, the
simultaneous voltammetric determination of hydrogui-
none and catechol presents some difficulties, because of
the overlapping of their redox peaks at conventional solid
electrodes [8]. Therefore, two approaches were proposed
to overcome this drawback: (i) chemometric resolution
and guantification of the hydroguinone and catechol
overlapped peaks by semi-denvative [8] or multivariate
analysis [9] and (i1) development of chemically modified
electrodes with better electrochemical performances,
permitting peaks separation [10]. However, the mathe-
matical treatment habitually results in a precision de-
crease [11,12], while the electrode modification often
requires the use of expensive materials and involves
sophisticated techniques. Hence, another strategy for the
direct simultaneous hydroquinone and catechol determi-
nation without any electrode modification and any
mathematical data processing is suggested in this work. It
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involves the application of Differential Alternative Pulses
Voltammetry (DAPV) [13], which provides the great
resolution of the second order voltammetric techniques,
as Radio-Frequency Polarography [14,15], Second Har-
monic AC Voltammetry [16], and Differential Faradaic
Rectification Polarography (DFRP) [17], in combination
with the high sensitivity, precision, and instrumental and
operational simplicity of the most common voltammetric
technique, the differential pulse voltammetry (DPV).

1.1 DAPY Principle

The second order voltammetric techniques including
DAPV are based on the nonlinearity of the electro-
chemical system I/E characteristic causing its “electro-
chemical derivation™ which results from the sinusoidal or
rectangular bipolar deviations of the DC potential [18,19].
Two single pulses of small amplitude, one cathodic and
one anodic are successively applied in DAPV for every
value of the scanned DC potential with delay time
between the pulses equal to the delay time between the
scan step and the first one. The sum of the two pulse
faradaic current components with opposite polarities is
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Abstract: The high resolution second order voltammetric
technique, Differential Alternative Pulse Voltammetry
(DAPYV), was applied for the simultaneous quantification
of the mononitrophenol (NP) isomers. Complete resolu-
tion of the three isomers was achieved at concentration
ratios as high as 1:5, employing the corresponding anodic
and cathodic peaks appeared on the DAPV curve. The
working glassy carbon electrode was modified by a nano-
composite of graphite nanopowder and Au nanoparticles
to increase the sensitivity. The linear concentration range
was found to be extended up to 125 pmol L' for both the

m-NP and p-NP isomers, while the o-NP isomer presented
calibration plot of two linear sections: up to 100 pmol L™
and up to 225 pmol L. The LOD was found to be as low
as 1.5 pmolL™", 2.5 pmol L™, and 0.5 pmolL™" for o-NP,
m-NP, and p-NP, respectively. The accuracy of the
proposed method was evaluated by quantification of
spiked tap waters samples. No interference was observed
from a range of phenolic compounds such as phenol, 4-
aminophenol, 4-chlorophenol, 2,4-dinitrophenol, and re-
sorcinol.

Keywords: Nitrophenol isomers - Differential Alternative Pulses Voltammetry - Chemically modified electrode sensor

1 Introduction

The mononitrophenols are a group of nitroaromatic
compounds, which include three structural isomers: o-
nitrophenol (0-NP), m-nitrophenol (m-NP), and p-nitro-
phenol (p-NP). Two of them, o-NP and p-NP, are
considered priority environmental pollutants by the
United States Environmental Protection Agency [1]. No
natural sources of mononitrophenols are known and the
contamination comes from the manufacturing and proc-
essing industry. Mononitrophenols are used for the
production of drugs, insecticides, and dyes [2] and enter
the environment as hazardous waste. As the nitrophenol
isomers are coexisting and have similar properties, their
simultaneous determination is problematic.

The currently applied analytical methods for nitro-
phenols quantification are spectrophotometric [3-7], chro-
matographic [8-14], and electrochemical [15-34], as well
as flow-injection analysis [35-37], and capillary electro-
phoresis [38-41]. Among them the electrochemical techni-
ques and especially the voltammetry attract the attention,
due to their cost efficiency, rapid response, simple
operation, and on-site application ability. The main
difficulty associated with the voltammetric simultaneous
determination of the nitrophenol isomers is the insuffi-
cient resolution of the nitrophenols overlapped peaks and
hence, the low guantification precision. This problem was
overcome by signal differentiation or by the application of
chemically modified electrodes with improved perform-
ances, or both [15-34]. However, the differentiation
presents important disadvantages in increased noise level
or insufficient number of sampling points [42]. The use of
chemically modified electrodes, on the other hand, in spite
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of their successful application for simultaneous species
determination [43-47], still remains challenging, because
of the serious deficiencies of the fabrication procedures,
related to the expensive materials and sophisticated
techniques required. Therefore, another strategy for the
resolution of the mononitrophenol isomers mixture, based
on the application of Differential Alternative Pulses
Voltammetry (DAPV) is proposed in this work. The
technigue, introduced by Zlatev [48-50] and theoretically
justified by Molina etal. [51,52] provides the great
resolution of the second order voltammetric techniques,
as Radio-Frequency Polarography [53,54], Second Har-
monic AC Voltammetry [55], and Differential Faradaic
Rectification Polarography [56], in combination with the
high sensitivity, precision, and instrumental and opera-
tional simplicity of the most common voltammetric
technique, the differential pulse voltammetry (DPV).
DAPYV has been successfully applied for the simultaneous
determination of a range of inorganic species with close
E, potentials [57-39], as well as for the resolution of the
dihydroxybenzene isomers mixtures [60].
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Abstract: A simple technique for the construction of a
versatile diazirine-functionalized nanostructured platform
for enzymes photografting and electrochemical biosensing
was proposed in this work. The feasibility of the approach
was proved by photo crosslinking of an enzyme, tyrosi-
nase, to diazirine-activated aminated carbon nanotubes
coated glassy carbon electrode. The analytical perform-
ances of the realized biosensor were evaluated employing

catechol as analyte. Then the sensor based on the
diazirine-functionalized nanostructured platform with
photografted tyrosinase was applied together with the
high resolution technique Differential Alternative Pulses
Voltammetry for dopamine determination in the linear
concentration range of 525 ymolL™! in the presence of
interfering agents as uric acid up to its 100-fold excess.

Keywords: Diazirine - Tyrosinase - Dopamine biosensor - Differential Alternative Pulses Voltammetry

1 Introduction

The electrochemical enzyme-based sensors are user
friendly, compact, and portable analytical devices, which
combine the sensitivity, the rapidity, and the simplicity of
the electrochemical transduction with the catalytic activity
and substrate specificity of the biological recognition
element. Since the initial biosensors-related researches
focused on the improvement of the analytical perform-
ances of the biosensors by simplification of the trans-
duction pathway and resulted in the development of the 3
™ generation of biosensors, current efforts aim the
enhancement of their analytical response by electrode
surface modification by using nanomaterials and applica-
tion of efficient enzyme immobilization strategies. The
carbon nanotubes (CNTs) in particular received a consid-
erable attention in the electrochemical biosensing [1-10],
because of their biocompatibility and attractive properties
as electrode material: large surface area and improved
electron transfer properties, which produce, in combina-
tion with the increased enzyme load, a high sensitivity.
CNTs biofunctionalization is performed applying vari-
ous physical and chemical enzyme immobilization proce-
dures, widely discussed in the literature [9-13]. Photo-
grafting, among them, appears to be the most efficient
approach to fabricate stable covalently bonded enzymes
conjugates, due to its simplicity, rapidity, versatility, and
enzyme activity preserving ability [14,15]. The covalent
coupling reaction is initiated by light activation of photo-
chemical crosslinking reagents, such as benzophenones,
arylazides, and diazirines, successfully used for photo-
affinity labeling studies to investigate ligand-receptor,
ligand-enzyme, protein-protein, and protein-nucleic acid
interactions [16-18]. Diazirines progressively substitute
the other crosslinking reagents, because of their better
stability in the presence of various nucleophiles in both
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acidic and alkaline media and the easier activation with
long wavelength UV light for a short irradiation time,
which prevents the enzyme molecules denaturation [19].
In spite of these advantages, diazirines application for
electrochemical biosensors fabrication by photo-induced
electrode material biofunctionalization remains still in-
sufficiently explored. Diazirine was used for the synthesis
of a pyrrole-diazirine derivative, combining electrochem-
ical and photochemical properties. Covalent binding of
biomolecules was achieved by UV activation of the
electropolymerized pyrrole-diazirine film, deposited onto
a CNTs-coated Pt or glassy carbon electrode [14,20,21].
The potential of this approach for biosensors construction
was illustrated with glucose oxidase, laccase, and tyrosi-
nase. The technigue presents numerous advantages
associated with the electrochemical addressing of the
polymer and the spatial localization of the protein by light
[20]. However, polypyrrole layer is most stable in the
narrow pH range of 5.5-6.0 [22], thus lowering the activity
of some enzymes, such as glycerol kinase (pH,, 9.8) and
glycerol-3-phosphate oxidase (pH,, 8.1) among other,
that favour basic pH [23].

In this context, a novel simple method to prepare a
versatile diazirine-functionalized nanostructured platform
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Abstract

A laponite modified carbon paste electrode was prepared. characterized and applied for the 2 4-dichlorophenol (2.4-DCP)
voltammetric determination. It takes advantage of the ability of laponite to adsorb phenols, as well as of its availability and
very low cost. Kinetic and equilibrium data for 2.4-DCP adsorption by laponite in aqueous dispersions demonstrated that
the adsorption process obeved a pseudo first order kinetic model and was consistent with the formation of adsorbed
multilayers on a surface with heterogeneous pore distribution. The composite paste electrode exhibited a heterogeneous
surface with 65% increased surface area and 27% enhanced catalytic activity compared to the unmodified one. The
adsorptive stripping voltammetric determination of 2.4-DCP at an electrode with an optimized graphite:laponite ratio of
55:15 w% using a 3 min accumulation time at pH 5.5 was found to be suitable for its quantification in the linear
concentration range extended up to 50 pmol L' with a sensitivity of 0.56 pA L pmol™ and a LOD of 0.2 pmol L (S/N =
3).The 2.4-DCP electrochemical response was not affected by the presence of some structurally similar phenols, like
catechol and p-nitrophenol, while resorcinol, 2-chlorophenol, and 4-chlorophenol presented interferences. The results weic
validated by 2.4-DCP determination in spiked tap water.

Keywords: 2.4-dichlorophenol * Laponite modified carbon paste electrode » Adsorption studies * Adsorptive stripping
voltammetry
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1 Introduction

Chlorinated phenols (chlorophenols) are organic
compounds, used as raw materials or intermediates m
the  production of  antiseptics,  pesticides,
pharmaceuticals and dyes [1]. Due to the wide
spectrum of their industrial applications and
muscellaneous  origin, the chlorophenols are
ubiquitously present in air, waters, soils, and trophic
chams, even in sites with low levels of pollution. They
consfitute a serious risk to the health and the
environment, since they are persistent, toxic,
carcinogenic, mufagemc, and teratogenic [1-3]. The
2 4-dichlorophenol, as an example, 1s employed as a
precursor of the herbicide 2 4-dichlorophenoxyacetic
acid. It 15 also produced during chlorine bleaching of

cellulose. Commonly found in industrial effluents, it 1s
considered as a priority environmental pollutant [4, 5].
The principal methods wused m chlorophenols
determination include gas chromatography with flame
1omzation, electron capture and mass spectrometer
detectors, and high pressure liquid chromatography [1,
2, 6], as well as spectrophotometric [7-10] an
electrochemical techmiques [11]. Among these
methods, the electrochemical ones are growmg in
importance, because of the advantages they present
over the chromatographic and spectrophotometric,
such as low cost, simplicity, rapidity, sensitivity and
possibility for online and infield applications.
Chlonnated phenols are electrochemically active and
can be easily oxidized. The electrochemucal signal, 1.e.
the oxidation current, 1s used for their quantification.
However, phenoxy radicals are generated during the
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