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Resumen

Actualmente existe la creciente necesidad de emplear nuevas alternativas de ensayo
capaces de detectar nuevos contaminantes de consumo masivo en las bajas
concentraciones en que suelen presentarse en los recursos hidricos. Esto debido a los
efectos adversos que pueden generar en animales, donde en muchos de ellos puede causar
un dafio morfologico, reproductivo y estructural, ademas repercutir de forma indirecta en

la cadena alimenticia y la salud humana.

Frente a esta problematica el presente trabajo se centr6 en el estudio electroquimico del
paracetamol empleando un electrodo modificado con quitosano y nanotubos de carbono
de pared simple para su posible uso como sensor electroquimico. Para la deteccion y
cuantificacion se aplicaron las técnicas de voltamperometria ciclica y de onda cuadrada.
Con esta modificacion la superficie activa del electrodo de carbono vitreo se increment6

casi un 84%.

La relacion entre E(V) y pH, mostrd un comportamiento lineal descrito por la ecuacion:
E(V) =-0.0537pH + 0.8863 (frente a Ag / AgCl, R? = 0,9685). El valor de la pendiente
resultdé muy préximo al valor tedrico de la ecuacion de Nerst, lo que indico que el
mecanismo de oxidacidon del paracetamol involucra el mismo niimero de protones y

electrones.

Palabras claves: paracetamol, nanotubos de carbono, quitosano, electrodos

modificados.



Abstract

There is currently a growing need to use new testing alternatives capable of detecting new
contaminants commonly consumed in the low concentrations typically found in water
resources. This is due to the adverse effects they can have on animals, many of which can
cause morphological, reproductive, and structural damage, as well as indirectly impacting

the food chain and human health.

Faced with this problem, the present work focused on the electrochemical study of
paracetamol using an electrode modified with chitosan and single-walled carbon
nanotubes for its potential use as an electrochemical sensor. Cyclic and square-wave
voltammetry techniques were applied for detection and quantification. This modification

increased the active surface area of the glassy carbon electrode by almost 84%.

The relationship between E(V) and pH showed a linear behavior described by the
equation: E(V) = -0.0537pH + 0.8863 (vs. Ag/AgCl, R? = 0.9685). The slope value was
very close to the theoretical value of the Nerst equation, indicating that the oxidation

mechanism of paracetamol involves the same number of protons and electrons.

Keywords: paracetamol, carbon nanotubes, chitosan, modified electrodes.



l. INTRODUCCION

I.1. Introduccion

La contaminacién ambiental y, en particular, la contaminacién del agua por productos
farmacéuticos ha aumentado notablemente a lo largo de los afios debido a su uso continuo
y excesivo, sobre todo durante la pandemia (1). El paracetamol es uno de los
medicamentos mas empleados en el mundo; sin embargo, es dificil su eliminacion en las
aguas residuales debido a su estabilidad quimica y la presencia de importantes grupos
funcionales (2). Por lo tanto, el desarrollo de un método analitico sencillo, econémico,
sensible y preciso para la determinacién de paracetamol en las aguas residuales es de
suma importancia. En el mercado, existen algunos métodos analiticos como la
espectroscopia UV visible (3) y HPLC (4) que son sencillos, sensibles y selectivos, pero
de alto costo econdomico del instrumental. Por eso, una de las mejores alternativas son las
técnicas o métodos electroquimicos debido a que el paracetamol puede ser
electroquimicamente oxidado, generando una sefial que pueda estar relacionada con la
concentracion del mismo (5). Las técnicas electroquimicas mas conocidas, como la
voltamperometria ciclica, voltamperometria de pulso diferencial, cronoamperometria y

voltamperometria de onda cuadrada (6-10), son sencillas, econdmicas, sensibles, precisas.

La tabla 1 resume la informacion de diversas investigaciones donde se modificaron
electrodos con materiales utilizados para la determinacion del paracetamol, asimismo, se
puede observar como varia su comportamiento electroquimico al realizar diversos tipos

de modificaciones a los electrodos de pasta de carbono (PCE) y carbono vitreo (GCE).

Tabla 1. Variacién de los valores de potencial de las sefiales reportadas para la determinacion del
paracetamol empleando tipos de electrodos modificados.

Electrodo Modificacion Técnica Potencial (mV) Ref.
GCE MWCNTs-CHT CV,DPVyCA 450 (6)
PCE CNT-P CVySwWV 450 @)
GCE f-MWCNT CVyDPV 416 (8)
GCE MWCNTSs/NHNPs CV,DPVyCA 330 9)
GCE AuNPs-DNS/MWCNT Cv 320 (10)

GCE: Electrodo de carbono vitreo por sus siglas en inglés; PCE: Electrodo de pasta de carbono por sus
siglas en inglés; MWCNTs-CHT: Nanotubos de carbono de paredes multiples — quitosano por sus siglas en
inglés; CNT/P: Nanotubos de carbono y poli (3-aminofenol); f-MWCNT: Nanotubo de carbono de paredes
multiples funcionalizado con &cido carboxilico por sus siglas en inglés; AuNPs-DNS/MWCNT: Nanotubos
de carbono de paredes multiples y nanoesferas de dopamina funcionalizados con nanoparticulas de oro por
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sus siglas en inglés; MWCNTs/NHNPs: Nanoparticulas de hidréxido de niquel y nanotubos de carbono de
paredes multiples por sus siglas en inglés; CV: voltamperometria ciclica por sus siglas en inglés; DPV:
voltamperometria de pulso diferencial por sus siglas en inglés; CA: cronoamperometria por sus siglas en
inglés; SWV: voltamperometria de onda cuadrada por sus siglas en inglés.

En la literatura encontramos una serie de experiencias de utilizacion de las técnicas
electroquimica utilizando electrodos modificados con nanotubos de carbono, para
diferentes aplicaciones. En el afio 2010 Bababei y colaboradores utilizaron MWCNTs-
CHT /GCE para la determinacion simultanea de paracetamol y acido urico. Para las
mediciones utilizaron DPV, CV y CA. En el electrodo de carbono vitreo sin modificar
los picos de oxidacion para el paracetamol y el 4cido trico fueron muy pequefios y
superpuestos. Sin embargo, en MWCNTs-CHT/GCE ambos analitos mostraron aumentos
considerables en sus picos de oxidacién, y desplazamiento de los valores de potencial, en
el caso del paracetamol, fue a 450 mV y ya no hubo superposicion de sefiales. Esto se
puede atribuir a la mayor superficie activa del sensor. Estas caracteristicas se atribuyen a
la alta resistencia mecénica y estabilidad en agua del compuesto MWNT-CHT, asi como

al efecto antiincrustante del quitosano (6).

Los CNT exhiben extraordinarias propiedades mecanicas, electronicas y térmicas, por lo
que se han utilizado en diversas aplicaciones como refuerzo mecanico de polimeros,

electrocatalisis, sensores, electronica, baterias, etc (11).

La voltamperometria ciclica y de onda cuadrada son técnicas electroquimicas que han
demostrado ser muy utiles en la obtencion de informacion relevante sobre reacciones de
electrodos complejas. Estas técnicas facilitan el estudio de la presencia de especies
electroactivas tanto en la solucidon como en la superficie del electrodo, ademas de aportar
datos sobre la termodindmica de procesos redox, la cinética de transferencia electronica
en reacciones heterogéneas, asi como en reacciones quimicas acopladas o procesos de

adsorcion (12).

Sobre la base de estos antecedentes se modifico el electrodo con nanotubos de carbono
simple y quitosano ya que se requiere de un electrodo con mayor conductividad eléctrica,
por lo que se optd por utilizar la modificacion con nanotubos de carbono simple. Se
empleo la técnica de voltamperometria ciclica y de onda cuadrada para verificar el limite

de deteccion del electrodo modificado.

10



I.2. Planteamiento del problema

1.2.1. Determinacion del problema

La presencia de farmacos en el medio ambiente representa una forma de contaminacion
que impacta al ser humano tanto de manera directa como indirecta, en funciéon de las
interacciones entre los compuestos farmacéuticos, las sustancias presentes en las aguas

residuales y la dindmica propia de los ecosistemas (13).

Existe un limitado estudio de los posibles efectos de los residuos de medicamentos sobre
la salud humana. La exposicion puede darse principalmente a través del consumo de agua,
productos lacteos, tubérculos y vegetales, pescado y carnes (14). Aunque las
concentraciones de estos contaminantes suelen ser bajas y al analizarse de forma
individual podrian considerarse de riesgo minimo, la verdadera preocupacion radica en la

exposicion prolongada a mezclas de contaminantes activos, incluso en dosis reducidas

(15).

Entre los grupos farmacologicos que generan mayor inquietud se encuentran los
antibidticos, antiparasitarios y antimicoticos, ya que estdn disefiados para eliminar
organismos o células diana (16-18). Dentro de este contexto, destaca el paracetamol, un
farmaco de uso comun que puede adquirirse sin receta médica en la mayoria de farmacias,

siempre que se utilice en dosis limitadas (19).

Asi pues, el objetivo de esta propuesta es analizar la actividad electroquimica del
paracetamol utilizando un electrodo modificado con nanotubos de carbono y quitosano.
Esto permitird un mayor estudio en su deteccion y servira como fundamento para el
desarrollo de sensores futuros que sean sensibles, selectivos y estables destinados a la

identificacion de diversos medicamentos en distintos tipos de muestras.

1.2.2. Formulacion del problema

La determinacion de farmacos con un amplio uso como el paracetamol en muestras
residuales resulta ser muy compleja por los interferentes que se puedan presentar en dicha

matriz, por lo que se formula lo siguiente:

Sera posible emplear un electrodo modificado con nanotubos de carbono y quitosano para

realizar el estudio electroquimico del paracetamol.
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De no ser posible, qué tipo de modificacion seria la mas Optima, sencilla, economica y
sensible para que el sensor presente actividad hacia la oxidacion del paracetamol y esta

sefal sea relacionada con la concentracion.
I.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Estudio electroquimico del paracetamol empleando un electrodo de carbono vitreo

modificado con nanotubos de carbono de pared simple y quitosano.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Preparacion del electrodo modificado de quitosano y nanotubos de carbono y

caracterizacion de la superficie del electrodo.

2. Evaluacion del electrodo modificado preparado para verificar su actividad de detencion

del paracetamol.

3. Estudiar el proceso oxidativo del paracetamol a diferentes valores de pH empleando el

método de voltamperometria ciclica.

I1.4. Importanciay alcance de la investigacion

Conocida respuesta del sensor en el estudio de la actividad electroquimica del
paracetamol empleando las técnicas de voltamperometria ciclica y de onda cuadrada
fundamentados en los reportes previos se espera contribuir con el empleo de dicho sensor
para la determinacion de otros farmacos donde se pueda obtener resultados mas sensibles,
mas exactos, mas estables, de facil aplicacion en laboratorios de servicio y mas

econdmicos.

I.5. Limitaciones de la investigacion

Dentro de las limitaciones de la presente investigacion se puede tener la dificultad para
obtener una dispersion uniforme de la sustancia modificadora del electrodo lo que
afectaria la reproducibilidad de los mismos o incluso la medicion de la actividad
electroquimica. Estas limitaciones pueden ser abordadas mediante una correcta
optimizacion de la preparacion de los electrodos y el empleo de técnicas electroquimicas
sensibles y selectivas como la voltamperometria ciclica y voltamperometria de onda

cuadrada.
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IIl. REVISION DE LA LITERATURA

II.1. Marco tedrico

La presente investigacion se basa en el enfoque de la electroquimica analitica, que se
centra en el estudio de las reacciones electroquimicas y su aplicacion en la deteccion y

cuantificacion de sustancias quimicas.

La estructura quimica del paracetamol N-(4-hidroxifenil)acetamida, le permite participar
en reacciones redox, lo que facilita su deteccion electroquimica en soluciones acuosas

(20).

La oxidacion electroquimica del paracetamol es un proceso irreversible que involucra la
conversion del grupo fenol a N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), un metabolito
implicado en su toxicidad hepética en condiciones de sobredosis. Este proceso genera una
senal de corriente ficilmente detectable, cuya intensidad depende del electrodo utilizado,

el pH de la solucién y otros parametros electroquimicos (21).

I1.2. Antecedentes del estudio

Los materiales de pasta de carbono y de carbono vitreo son usados como electrodos y
cuya superficie puede sufrir diversas modificaciones que permitan la determinacion
electroquimica del paracetamol en distintos tipos de muestras farmacologicas, biologicas
y residuales, ademds que tengan una mayor actividad electroquimica hacia la oxidacion
del paracetamol. Con referente a ello existen diversas investigaciones, que se resumen en
la tabla 1, donde compararon las propiedades adquiridas por estos electrodos al realizarse

diversas modificaciones sobre la superficie de estos.

En el afio 2012 Noviandri y Rakhmana utilizaron el electrodo de pasta de carbono (EP)
para modificarlo con nanotubos de carbono (CNT) y poli (3-aminofenol) para la
determinacion voltamperométrica de paracetamol. En el voltamperograma ciclico
observaron el mismo pico de oxidacion que el trabajo de Bababei y colaboradores para el
paracetamol, es decir de 450 mV frente a Ag/AgCl (NaCl 3 M). Ademas, notaron que la
corriente de oxidacion del paracetamol obtenido con el electrodo de pasta de carbono
modificado fue aproximadamente tres veces mas alta que el obtenido con el electrodo sin
modificar. Estos resultados demostraron que el rendimiento del electrodo de pasta de

carbono para modificarlo con nanotubos de carbono y poli (3-aminofenol) es mejor que
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el del electrodo sin modificar, no solo debido a su sensibilidad sino también a la
estabilidad de los picos de corriente obtenidas a partir de mediciones repetidas (7). En
ese mismo afio Umasankar y colaboradores fabricaron un electrodo de MWCNT/GCE
funcionalizados con acido carboxilico. El voltamograma ciclico de la pelicula f-
MWCNT/GCE no presento par redox reversible en ausencia de paracetamol, pero tras la
adicion de paracetamol se observd un crecimiento en el pico de oxidacidon con un valor
de 416 mV. Del mismo modo en el GCE sin modificar el potencial aparecié a 596 mV.
Este resultado demostré que los -MWCNT/GCE reducen la sobre potencializacion de
oxidacion del paracetamol (8). Al afo siguiente afio Bababei y colaboradores investigaron
la oxidacion electroquimica de L-dopa y paracetamol con un electrodo de carbono vitreo
modificado con nanotubos de carbono de paredes multiples y nanoparticulas de hidréxido
utilizando CV, DPV y CA. La corriente pico anddica de 30 uM LD y 10 pM del
paracetamol aument6 proporcionalmente con velocidades de barrido en el rango de 10 a
120 mVs!. Este efecto indico que las oxidaciones de L-dopa y paracetamol son procesos

controlados por adsorcion a esas velocidades de barrido (9).

En el afio 2014 Liu y colaboradores describieron un sensor electroquimico a base de un
electrodo de MWCNT/GCE y nanoesferas de dopamina funcionalizados con
nanoparticulas de oro. El voltamperograma ciclico en el electrodo de carbono vitreo sin
modificar mostr6 una corriente con una baja densidad. La presencia de MWCNT en el
electrodo produjo una mayor densidad de corriente debido a la resistencia reducida a la
transferencia de electrones. La combinacion AuNPs-DNSGCE modificado mostrd una
densidad de corriente mucho mayor que MWCNT/GCE, indicando una buena
conductividad. En este caso el paracetamol dio una respuesta maxima aproximadamente
de 320 mV frente a 0.1 M PBS (pH 7.0). El electrodo modificado mostrd una actividad
electrocatalitica mejorada del paracetamol, un potencial de oxidacion més bajo (371 mV)
y un pico de corriente mayor en comparacion con un electrodo sin modificar u otros
electrodos modificados. Cuando se inmovilizd una pelicula AuNPs-DNS en el
MWCNT/GCE, se produjo un aumento considerable de la densidad de corriente, debido
a la buena conductividad de las AuNPs-DNS Compuestas con MWCNT, que aceleran la
transferencia de electrones. En el rango de 20-500 mVs™!, los picos de corriente redox
aumentaron linealmente con la velocidad de barrido. Estos resultados indican que el
compuesto AuNPs-DNS / MWCNT es un electrocatalizador eficaz para la determinacion

electroquimica del paracetamol (10).
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I1.3. Bases teoricas

I1.3.1. Técnicas electroanaliticas

Existe una gran variedad de técnicas para la caracterizacion de electrodos modificados,
sin embargo, hay 2 técnicas que son las mas empleadas, estas son: voltamperometria
ciclica (CV, por sus siglas en inglés) y la voltamperometria de onda cuadrada (SWV:

voltamperometria de onda cuadrada por sus siglas en inglés).

I1.3.2. Voltamperometria ciclica (CV)

En la voltamperometria ciclica, se impone un potencial de exploracion lineal para un
electrodo de trabajo estacionario en el sistema. El potencial aumenta entre dos limites
elegidos a una velocidad constante, entonces el potencial se desplaza hacia adelante y
hacia atrés entre los limites elegidos una o mas veces, esto se conoce como ciclos. La

corriente se monitorea durante el barrido potencial (22).

I1.3.3. Voltamperometria de onda cuadrada (SWYV)

En la voltamperometria de onda cuadrada (“Square Wave Voltammetry”; SWV: por sus
siglas en inglés), se considera una de las técnicas cuantitativas mas relevantes en la
electroquimica, debido al tipo de perturbacidon que ejerce sobre el electrodo de trabajo.
Sus principales ventajas incluyen una elevada sensibilidad (derivada de la integracion de
los beneficios de las técnicas de pulso), la posibilidad de identificar mecanismos de
reaccion en ele electrodo y la obtencion rapida de parametros cinéticos del sistema en

estudio (23).

El principio de la SWV consiste en la aplicacion de una rampa de potencial en forma de
escalera sobre la cual se superponen pulsos de naturaleza cuadrada (24). En la Figura 1
se esquematiza la estructura de la rampa de potencial generada mediante esta técnica. En
cada ciclo habra una corriente directa y otra inversa. El ciclo de potencial se completa
con los dos ultimos pulsos potenciales. Este proceso se repite continuamente segun el

tiempo establecido para el ensayo.
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Figura 1. Voltamperograma de una onda cuadrada (24).

I1.4. Definicion de términos

I1.4.1. Paracetamol

El paracetamol o acetaminofén es un medicamento analgésico y antipirético eficaz (19).
También se usa para el tratamiento de la dismenorrea, el dolor neuropatico, la osteoartritis

y la ciatica (25).

H
N_ _CHs

O
HO

Figura 2. Estructura quimica del paracetamol (26).

11.4.2. Electrodos de carbono
1. Electrodo de pasta de carbono
La pasta carbono se obtiene a partir de la mezcla de grafito pulverizado u otro material

carbondceo en un liquido organico, generalmente aglutinante lo que favorece la
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compactacion de la pasta, posibilitando su fijacion al electrodo (27). Una de las
principales ventajas de utilizar la pasta de carbono para la construccion de sensores y la
posibilidad de modificacion de este material, a diferencia de lo que ocurre con electrodos
solidos de usos convencional, es que la modificacion abarca un menor espacio en la

superficie del electrodo (28).
2. Electrodo de carbono vitreo

El electrodo de carbono vitreo (GCE) presenta un efecto de saturacion superficial y
corresponde a un tipo de carbono no grafitico obtenido a partir de la pirdlisis de resinas
fenodlicas u otros compuestos orgdnicos. Su microestructura estd conformada por
fragmentos discretos de planos de carbono curvados, semejantes a nanoparticulas

defectuosas con caracteristicas asociadas a los fullerenos (29).
3. Electrodo de nanotubo de carbono

Los nanotubos de carbono (CNT) presentan ciertas caracteristicas especiales que mejoran
la superficie del electrodo brindandole una alta conductividad eléctrica, estabilidad
quimica, resistencia mecanica, defectos de sobretension, propiedades de transferencia de

electrones mas rdpidos y mayor sensibilidad (30).

Los nanotubos de carbono se presentan de dos formas: Nanotubos de pared simple o su
sigla en inglés (SWCNTs) y nanotubos de pared multiple o su sigla en inglés (MWCNTs),
figura 2.
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Figura 3. A. Nanotubos de pared simple (SWCNTs), B. Nanotubos de pared multiple
(MWCNTs) (30).

Los SWCNTs estan conformados por atomos de carbono dispuestos en una red hexagonal
cilindrica, de forma que su estructura es la misma que se obtendria si se enrollara sobre
si misma una lamina de grafito. MWCNTs tienen una estructura similar a varios SWCNT's

concéntricos con diferentes diametros (31).

La combinacion de las propiedades semimetélicas del grafito con los principios cuanticos
asociados a los niveles de energia y a las ondas electronicas da lugar a que los nanotubos
de carbono se comporten como conductores extraordinarios. En este contexto, las reglas
de la mecanica cuantica determinan que los electrones presenten simultaneamente un
caracter de particula y de onda; estas ondas electronicas pueden reforzarse o anularse
entre si. Asi, cuando un electrén se distribuye a lo largo de la circunferencia del nanotubo,
puede llegar a autodestruirse por interferencia, permaneciendo Unicamente aquellos
electrones con longitudes de onda compatibles. De todas las posibles longitudes de onda
o estados cuanticos permitidos en una lamina plana de grafito, solo un numero reducido
permanece disponible al enrollarse para formar un nanotubo (32). Las propiedades de los
nanotubos de carbono varian significativamente entre los de pared simple (SWCNTs) y
los de paredes multiples (MWCNTSs), dependiendo principalmente de parametros
estructurales como el didmetro, la longitud, asi como los defectos presentes en la red,
tales como vacancias, impurezas sustituyendo 4tomos de carbono o deformaciones
geométricas (33). Desde su descubrimiento los nanotubos han revelado un conjunto de
propiedades excepcionales que han impulsado un amplio espectro de aplicaciones, en las

cuales los avances cientificos y tecnologicos continian ampliandose.

11.4.3. Quitosano

El quitosano es un polisacarido presente de manera natural en la pared celular de ciertos
hongos, aunque su obtenciéon a escala industrial proviene principalmente de la
desacetilacion de la quitina en medios fuertemente alcalinos, empleando hidroxido de
sodio o potasio a elevadas temperaturas. Su descubrimiento se atribuye a Rouget en 1859,
quien observé que al tratar la quitina con una solucion caliente de hidroxido de potasio se
producia un derivado soluble en 4cidos organicos. Esta sustancia, a la que denominé
“quitina modificada”, presentaba una coloracion violeta en soluciones diluidas de yoduro

acido, en contraste con la tonalidad verde de la quitina. Posteriormente, en 1894, Hoppe-
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Seyler la estudid en mayor detalle y le asign6 el nombre de “quitosano” (también

conocido como quitosana en algunos paises, o chitosan (CHT) en inglés) (34).

Quitosano CH3
CHoOH (I;o
-0 0 NH 4~ .
HO .
HO .
NH 0
2 CHoOH

Figura 4. Estructura quimica del quitosano (35).

El CHT puede actuar como mediador en la transferencia de electrones en biosensores
electroquimicos porque mejora la conductividad eléctrica del electrodo, especialmente
cuando se combina con otros materiales conductores como nanotubos de carbono, grafeno
o nanoparticulas metalicas (35).

El CHT se puede modificar quimicamente para introducir grupos funcionales especificos
que ayudan en la inmovilizaciéon de moléculas objetivo o elementos de reconocimiento,
lo que es crucial para la especificidad y sensibilidad de los biosensores electroquimicos
(36). Las propiedades de CHT pueden cambiar con el pH, lo que puede ser una ventaja

para el desarrollo de biosensores sensibles al pH (37).
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I1l. HIPOTESIS Y VARIABLES

I11.1. Hipotesis

El presente estudio destaca la relevancia del empleo de técnicas electroanaliticas para
evaluar la actividad electroquimica del paracetamol, teniendo el respaldo de
investigaciones recientes. Demostrando asi la sustentabilidad del presente trabajo. Con
este fin, se propone el andlisis de la actividad electroquimica del paracetamol empleando
un electrodo modificado con nanotubos de carbono de pared simple y quitosano. Por lo
que a partir de esta modificacion se espera que la sefal de oxidacion del paracetamol

aumente de forma proporcional comparada con el electrodo sin modificacion.

II1.2. Variables

En la presente investigacion se evalua el efecto de la modificacion de un electrodo con
nanotubos de carbono de pared simple y quitosano en funcién del pH y velocidad de
barrido (variables independientes) sobre la respuesta de corriente electroquimica del
paracetamol (variable dependiente), controlando parametros como concentracion del

paracetamol, técnica electroquimica empleada y tipo de electrodo base.

II1.3. Operacionalizacion de variables

La respuesta electroquimica del paracetamol serd medida por los valores de corriente y
potencial de oxidacidon mediante técnicas voltamperométricas y se expresara en funcion

de la modificacion del electrodo.

La modificacion del electrodo variara segun el tipo y concentracion de sustancia
modificadora empleada, asi como el método de aplicacion sobre la superficie del

electrodo.

Las variables controladas se mantendran constantes como es el caso del pH, tipo de
electrodo base, y condiciones instrumentales para asegurar la validez interna del

experimento.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

El 4rea de estudio de esta investigacion es la electroquimica analitica, rama de la quimica
encargada del estudio de fendomenos redox mediante técnicas electroquimicas, con
aplicaciones en el desarrollo de sensores para la deteccion de analitos farmacéuticos como
el paracetamol. También se enmarca dentro de la nanotecnologia aplicada, al incorporar
nanotubos de carbono como modificadores del electrodo, mejorando su sensibilidad y

desempefio.

IV.2. Diseifo de investigacion

El presente estudio tiene un disefio experimental con un enfoque cuantitativo, de nivel
aplicado y alcance explicativo, ya que busca analizar el efecto de la modificacion del
electrodo con nanotubos de carbono y quitosano sobre la respuesta electroquimica del
paracetamol. Se trata de un experimento de laboratorio, donde se controlan variables

como pH, tipo de electrodo, concentracion de paracetamol y técnica de medicion.

IV.3. Poblacion y muestra

La poblacion del estudio estd conformada por el conjunto de posibles sistemas
electroquimicos formados por electrodos (modificados o no) y soluciones de paracetamol
en distintas concentraciones, bajo diversas condiciones experimentales.

La muestra fue seleccionada de manera intencional en base a los antecedentes reportados
y esta compuesta por electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono
de pared simple y quitosano y disoluciones de paracetamol de 10.0 mmol/L. preparadas

en tampon fosfato pH 3.0.
IV.4. Reactivos, instrumentos y equipos, metodologia de trabajo

IV.4.1. Reactivos

Todos los reactivos: quitosano y nanotubos de carbono fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich y Merck. Todos fueron de grado analitico. La solucion de paracetamol se prepard
a partir del filtrado de una pastilla de 500 mg disuelta en agua tipo ultra pura en una fiola
de 250 mL. El agua ultra pura fue obtenida también del sistema purificador de agua
Thermo Scientific. H;PO4, NaH2PO4 y Na2HPO4 obtenidos de Merck fueron usados para
la preparacion de las disoluciones buffer entre pH 2.0 y 7.0.
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IV.4.2.Instrumentos y equipos

Se empleo un potenciostato Dropsens puStad 400 con un sistema de tres electrodos, uno
de carbono vitreo, un electrodo de referencias de plata, cloruro de plata y un electrodo
auxiliar de platino (obtenidos de Chi-instruments); se utilizd para desarrollar todas las
mediciones de voltamperometria ciclica (CV), voltamperometria de onda cuadrada
(SWYV). Un potenciometro digital Orion—430 equipado con un medidor de pH. Una
balanza analitica OHAUS con sensibilidad de 0.0001 g fue usada para pesar las masas de
todos los reactivos. Un sistema purificador de agua Thermo Scientific y un bafio de

ultrasonido Drawell.

IV.4.3. Softwares

Para el tratamiento y desarrollo de todas las curvas voltamperométricas y graficos se

empled el programa DropView 8400.

IV.5. METODOLOGIA DE TRABAJO

IV.5.1. Preparacion de la celda electroquimica

La celda electroquimica estuvo conformada por un electrodo de referencia de Ag/AgCl,
KCl 3 M., un alambre de platino como contra electrodo y el sensor modificado. La
solucion de la celda se prepard con 9.5 mL de agua ultra pura de 18 uS, 0.50 ml de
solucion electrolitica de 0,010 mol/L (buffer fosfato), 0.25 mL de PCM (1,0 mmol/L).
Los voltamperogramas ciclicos se midieron entre 0,1 y 1,0 V a una velocidad de barrido
de 0,1 V/s. Para realizar los voltamperogramas de onda cuadrada se agrego entre 10,0 y
100,0 pLL de PCM (0,1 mmol/L) mediante una frecuencia de 10 Hz y una amplitud de
pulso de 0,05 V a 0,0 V durante 10 s. La composicion de la celda electroquimica se

muestra en la figura 5.
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Electrodo de trabajo de carbono vitreo

Figura 5. Celda electroquimica con electrodos

IV.5.2. Preparacion y caracterizacion de los electrodos.

Los electrodos de carbono vitreo (GCE) fueron limpiados antes de su modificacion con
una pafio suave y silice de 0.05um, posteriormente se colocaron en un bafio de ultrasonido
en una solucion de HNO; diluido para eliminar sustancias organicas. Después, al
electrodo recién limpiado, se afiadidé 30.0 pL de sustancia modificadora. La sustancia
modificadora optimizada constdé de 2.0 mg de nanotubos de carbono de pared simple
(SWCNTs) dispersos en 0.5 mL de quitosano puro. El electrodo recién preparado se dejo
sobre una corriente de aire caliente para asi eliminar el exceso de solvente y tener una

pelicula fina de nanotubos de carbono.

El objetivo de la caracterizacion fue verificar que la sustancia modificadora mejore las
propiedades conductoras del carbono vitreo. Para ello se utilizé una solucion de prueba
de hexacianoferrato de hierro I y III. Los cambios en los potencial y corrientes anodicas
y catodicas del sistema redox Fe II y III fueron evidencia de los cambios sobre la
superficie del electrodo debido a la modificacion.

La superficie de area activa se calculd con la ecuacion de Randles-Sevcik.
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IV.5.3.Evaluacion de la actividad del paracetamol con el electrodo modificado

Se estudid el efecto que tiene la superficie modificada sobre la electro-oxidacion de
paracetamol (PCM) con disolucion estandar de paracetamol de 10.0 mmol/L. Donde se
esperd observar una corriente de oxidacion mayor y un menor valor de potencial con el

electrodo modificado.

IV.5.4.Busqueda de valor de pH 6ptimo

El pH se estudio de forma independiente con el objetivo de verificar su relacion con la
sensibilidad del electrodo, para este paso se empled la técnica de voltamperometria
ciclica. Para ello fue necesario la optimizacion del electrodo en la seccion IV.5.1. El
procedimiento consiste en medir directamente las soluciones estandar de paracetamol
monitoreando el aumento de la corriente en funcioén del pH, donde la sefal mas alta; fue

la mas optima.

IV.5.5.Elaboracion de curvas de calibrado y parametros estadisticos

Con las mejores condiciones del electrodo optimizado se elaboro las curvas de calibrado
usando disoluciones estandar de paracetamol de 3.33 y 10.0 mmol/L y empleando una
técnica mas sensible como la voltamperometria de onda cuadra. La curva de calibrado

nos ayuda a determinar la sensibilidad, el limite de cuantificacion y el limite de deteccion.

IV.5.6.Validacion e interferencias de la metodologia.

La validacion permite obtener la exactitud del método. Esta se estudio y calculd con el
uso de disoluciones estandar de paracetamol de concentracion conocida a niveles de los
umol/L. El dato tedérico y el dato experimental serdn comparados y se espera una
diferencia menor o igual al 10.0%. El estudio de interferencia se desarrollé con la
comparacion de la actividad electroactiva del paracetamol empleando un electrodo

modificado (SWCNTs-CHT/GCE) y otro sin modificar (GCE).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

V.1. Cilculo de la superficie de area activa

Para poder tener una evidencia medible de la efectividad del uso de quitosano y nanotubos

de carbono en la modificacion del electrodo de carbono vitreo se calcul6 el area superficie

activa del electrodo modificado. Los resultados mostraron un incremento en la superficie

de area con dicha modificacion. Los voltamogramas ciclicos y la curva de corriente en

amperios (A) frente a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v)"? entre 0.1 y 0.4 V/s

usando K4/K3Fe(CN)g (5,0 mmol/L) se muestran en las Fig. 6A y 6B, y los resultados del

area activa de cada electrodo se resumen en la Tabla 2.
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Figura 6. (A) voltamperogramas ciclicos de K4+/K3Fe(CN)g (5.0 mmol/L) a velocidades de barrido
0.1-0.4 V/s usando SWCNTs-CHT/GCE; y (B) curva del pico de corriente anddica y catddica vs
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido para K4/K3;Fe(CN)s.
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Estos datos de area (A) en cm? se calcularon utilizando la ecuacion de Randles-Sevcik,

de la siguiente manera (38):
I, =(2,69x10°) n3?D"2Cv 12A
Donde: 2,69x10° = Constante de Randles-Sevcik
n (electrones) = le”
D (coeficiente de difusion para K4/KzFe(CNg) = 7,6x107° cm?s™!
A = 4rea (cm?)
C (concentracién de K4/KsFe(CNp)) = 5,0 x 10 mol cm,

Ip/v'? = pendiente que se obtiene del valor de la pendiente de la curva de cada

electrodo.

Tabla 2. Valores de las areas activas de los electrodos calculada por VC

Electrodo pendiente (Ip/v 1?) Area (cm?) Area total | Ref.
(cm?)
Ipa Ipc Aa Ac
GCE 0.00009 -4x107 | 0.0239 0.0106 0.0172 (39)
SWCNTs-CHT /GCE 0.0004 -0.0004 | 0.1064 0.1064 0.1064

Ipa; corriente de pico anddica; Ipc: Corriente de pico catddica; A,: area anddica; Ay: area catddica

Los voltamogramas de la Fig.6 muestran que la corrientes anddicas y catddicas aumentan
proporcionalmente con aumentos de la velocidad de barrido para Ka/K3Fe(CNs)
indicando un sistema de cinética rapida, ademads de un sistema altamente cuasi-reversible
en todo el rango de velocidades de barrido, con una diferencia de corriente anodica y
catddica promedio (Alp) igual a 0.9 pA. Este valor, casi de 1.0 indica que las corrientes
anodicas y catddicas son casi iguales, ideal para un sistema reversible. Por otro lado, el
cambio de potencial catodico y anddico (AV) fue igual a 0.2 V. este valor, superior a 0.1
V, indica una diferencia de potencial comln para un sistema quasi-reversible. Por lo tanto,
tenemos un sistema reversible en funcion de corriente, pero un sistema quasi-reversible
por potencial. Estos resultados muestran que la transferencia de carga sobre esta
superficie modificada es rapida y que la especie oxidada no migra hacia el seno de la
disolucion. Por otro lado, los valores de area resumidos en la Tabla 2 muestra claramente
un aumento en el area activa de casi el 84% entre el electrodo GC y el electrodo de
carbono vitreo modificado con quitosano y nanotubos de carbono de pared simple. El

aumento en el area activa del electrodo modificado puede ayudar a que la concentracion
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de paracetamol aumente en la superficie del electrodo y esto incremente la corriente de

oxidacion, mejorando la sensibilidad.

V.2. Estudio de la actividad electroactiva de paracetamol con
electrodos de carbono modificados con quitosano y nanotubos de

carbono de pared simple.

V.2.1. Estudio de la actividad electroactiva de paracetamol por voltamperometria

ciclica.
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Figura 7: Voltamperogramas ciclicos de paracetamol (10 mmol/L) con velocidades de barrido 0.10
V/s usando (A) electrodo de carbono vitreo (GCE), (B) electrodo de carbono vitreo modificado
con quitosano y nanotubos de carbono (SWCNTs-CHT/GCE), todos con buffer fosfato pH 3.0

La actividad electroactiva del paracetamol, usando una disolucion de paracetamol 10
mmol/L fue evaluada con el uso de dos electrodos de carbono diferentes, uno con carbono
vitreo sin modificar (GCE), y otro modificado con quitosano y nanotubos de carbono de
pared simple. Los resultados de la electro-oxidacion del paracetamol sobre los dos
electrodos con un barrido de potencial entre 0.0 y 1.2V y con velocidad de barrido de 0,10
V/s se muestran en la figura 7. La voltamperometria ciclica en el electrodo de carbono
vitreo sin modificar mostr6 una corriente con una baja densidad. La presencia de SWCNTs-
CHT en el electrodo produjo una mayor densidad de corriente debido a la resistencia

reducida a la transferencia de electrones.
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V.2.2. Estudio de la actividad electroactiva del paracetamol por voltamperometria

de onda cuadrada

La tabla 3 resume la informacion de parametros dptimos para la realizacion de la curva de
calibrado.

Tabla 3. Optimizacion de parametros

Corriente I (uA) Pase (V) Amplitud (V)  Frecuencia (Hz)  Tiempo (s) Edep (V)

[ 0.01 0.05 20 10 0
7S — 0.01 0.05 20 30 0
3 0.991 0.01 0.05 10 30 0
4 1.056 0.01 0.05 5 30 0
5 1.432 0.01 0.07 5 30 0
6 1.63 0.01 0.09 5 30 0
7 1.668 0.01 0.1 5 30 0
8 1.42 0.02 0.09 5 30 0
S — 0.005 0.09 5 30 0
10 1.527 0.008 0.09 5 30 0
5 — 0.009 0.09 5 30 0
12 1377 0.01 0.09 5 30 1
13 1.028 0.01 0.09 5 30 05
14 e 0.01 0.09 5 30 0.5
I — 0.01 0.09 5 30 1
12
10 “a
=
@ 6 N
8
o
-
6 4
[
2
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Figura 8: Voltamperogramas de onda cuadrada de PCM (20,0 pmol/L) con velocidades de barrido
0.10 V/s usando (A) SWCNTs-CHT/GCE y (B) GCE todos con buffer fosfato pH 3.0

La actividad electroactiva de PCM, también se estudidé con voltamperometria de onda

cuadrada usando una disolucion de PCM de menor concentracion (20,0 pmol/L). También
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fue evaluada con el uso de mismos tres electrodos usados en la seccion 7.2.1. Uno con
GCE, y otro con SWCNTs-CHT/GCE. Los voltamperogramas de onda cuadrada se
muestran en la figura 8. Con un potencial de barrido entre 0,0 y 1,2 V, con frecuencia de

5,0 Hz y una amplitud de 0,1 V.

V.2.3 Estudio de la reaccion de oxidacion del paracetamol en funcion del pH.
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Figura 9. Curva del cambio de potencial de oxidacion de PCM vs pH usando un electrodo de
carbono vitreo modificado con quitosano y nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTs-

CHT/GCE).
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Figura 10. Voltamperogramas de PCM 20.0 umol/L a valores de pH (3.02, 4.01, 5.6 y 6.19) con
buffer fosfato usando un electrodo de carbono vitreo modificado con quitosano y nanotubos de
carbono de pared simple (SWCNTs-CHT/GCE) por voltamperometria ciclica. Mismas
condiciones de la figura 9.
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Con el objetivo de verificar el efecto del pH sobre la corriente y potencial de oxidacién
de PCM, se optd por emplear la técnica de voltamperometria ciclica usando una
disolucion de PCM 20,0 pmol/L con el electrodo que mejor actividad hacia la oxidacion
de PCM presento en la seccion V.2.1 y V.2.2, el cual fue con SWCNTs-CHT/GCE. Se
observa que el pico anodico, el potencial se desplazd a valores potenciales menos
positivos al aumentar el valor del pH. En la figura 10 se observa que se obtiene un mayor
pico de senal a pH de 5.6. La curva de potencial (V) vs pH (figura 9), presentd una
ecuacion de regresion E(V) = -0.0537pH + 0.8863, donde el valor de la pendiente

Ep(V)/pH es casi el mismo del valor teérico de 0,059. Este resultado indica que la relacion

2H": 2¢ esigual a 1:1.

V.2.4. Elaboracion de curvas de calibrado y parametros estadisticos

A . e

-

>
Corriente (uA) = 0.2055*[PCM] + 0.8695
R? = 0.9816

Corrienta (uA)

Corriente | (uA)

o«

Potencial (V) vs Ag/AgCl [PCM] (umaol/L)

Corriente (UA) = 0.1537*[PCM] + 1.9216
R* = 0.B822 -~

Corriente | (uA)
Corriente (uA)
.
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Figura 11. Voltamperogramas de onda cuadrada y curva de calibrado de PCM empleando 3.33 mmol/L (A)
y 10 mmol/L (B) usando SWCNTs-CHT/GCE. Condiciones: pH 3,0 (solucién tamponada con fosfato) a
0.0 V durante 30 s. Frecuencia, 5 Hz; amplitud, 0,1 V; e incremento de potencial, 0.01 V

Teniendo ya la caracterizacion del electrodo en la seccion V.1 y el mejor valor de pH en
seccion V.2.3, hacia la oxidacion de PCM, se procedio al desarrollo de 2 curvas de
calibrado para determinar la sensibilidad y el limite de deteccion de este electrodo hacia
la deteccion de paracetamol, una curva fue realizada empleando 3.33 mmol/L de PCM y

la otra con 10 mmol/L de PCM. Las mediciones se desarrollaron por voltamperometria
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de onda cuadrada usando paracetamol entre 10 y 50 umol/L y 20 y 160 umol/L. Los
voltamperogramas y las curvas de calibrado se muestran en la figura 11. Los resultados
muestran claramente que la corriente aumento proporcionalmente con el aumento de la

concentracion. Las ecuaciones de la recta de las curvas de calibrado fueron:
(A) Ip(pA) = 0.8695+0.2055[PCM] y (B) Ip(nA) = 1.9216+0.1537[PCM]

Se observa que empleando rango de concentraciones mas bajas se obtiene una mejor
linealidad de la curva presentando un R? = 0.9816 y un mejor limite de deteccion con un
valor de 0.30 pmol/L. las concentraciones altas demuestran que el sensor puede ser usado
para un rango amplio de concentraciones por debajo de 10 y hasta 150 umol/L. a valores
mas altos de concentracion se pierde la linealidad posiblemente por la saturacion de la
superficie del sensor. La sensibilidad dio mejor en el rango de concentraciones mas bajas

con un valor de 0.2055 pA/pumolL.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMEDACIONES

VI1.1. Conclusiones

La técnica de voltamperometria de onda cuadrada ayudd a determinar los pardmetros
optimos para la realizaciéon de la curva de calibrado, asi el sensor electroquimico
desarrollado en esta tesis, SWCNTs-CHT/GCE present6 una robustez adecuada con un

limite de deteccion de 0.30 pmol/L y una sensibilidad de 0.2055 pA/pumolL™.

El electrodo SWCNTs-CHT/GCE presentd una mejor transferencia de electrones en la
superficie donde se oxida el paracetamol comparado con el electrodo de carbono vitreo
sin modificar. Ademas, del aumento de casi el 84% de la superficie de area activa del
electrodo. La técnica de voltamperometria ciclica, ayudo a determinar que la oxidacion del
paracetamol fue un sistema reversible en funcidon de corriente, pero un sistema quasi-
reversible por potencial, observandose la dependencia de E(V) sobre pH, esto se expresa
mediante la relacion lineal: E(V)=-0.0537pH + 0.8863 (frente a Ag / AgCl, R*=0,9998).
donde E(V) es la ordenada, pH es la abscisa, 0.8863 es el intercepto y -0.0537 es la
pendiente. A partir de ello se tiene que el valor de la pendiente 0.0537 (en el rango de pH
de 3.0 a 6.7) estaba muy cerca del valor tedrico de la ecuacidon de Nerst (0.059). Esto
quiere decir que el nimero de protones y electrones involucrados en el mecanismo de

oxidacion del paracetamol fue el mismo.

La reaccion electroquimica del paracetamol segin la ecuacion de Randles-Sevcik; fue por
difusion debido a que como se puede observar en la figura 6 la corriente del pico anddico
es proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido y la forma del voltagrama es

ancha y simétrica.

VI1.2. Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda estudiar con mayor precision el
efecto del pH sobre la sefial electroquimica del paracetamol dado que mostro mejores
respuestas en condiciones levemente acidas (pH 4-6), afectando la cinética de oxidacion.
Ademas, es importante una correcta caracterizacion y optimizacion del electrodo con la
sustancia modificadora. El complemento de técnicas como la voltamperometria ciclica y
de onda cuadrada es muy recomendable ya que ayuda a obtener informacion més precisa

sobre los mecanismos de transferencia de carga y cinética.
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