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Transporte de carga y propiedades electrocataliticas
de complejos de Ru insertados en el polimero
Nafion-TMS

Resumen

En este trabajo de tesis se reportan las propiedades electrocataliticas y de transporte de
carga del polimero Nafion-trimetilsililado (Naf-TMS) y de éste con complejos de
Rutenio ([Ru(phen)s]®*, [Ru(bpy)s]?*). El transporte de carga y la electrocatalisis se
estudian a través de la deteccion electroquimica de los neurotransmisores adrenalina
(AD) y dopamina (DA) en diferentes medios de reaccién. En la primera etapa del
trabajo, se introduce un procedimiento para la disolucién del polimero Naf-TMS vy la
incrustacion e inmovilizacion de los catalizadores electroactivos de rutenio. Estos
catalizadores pueden actuar como mediadores e incrementar la velocidad de transporte
de carga entre la solucion y la superficie del electrodo. Se prepararon membranas
poliméricas de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos y se caracterizaron mediante
espectroscopia infrarroja (IR), espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-vis) y
microscopia de fuerza atomica (AFM). Para los estudios electroanaliticos, los polimeros
se depositaron en superficies de carbon vitreo (GC). Se realizaron estudios para la
deteccion de AD y DA empleando éstos electrodos modificados con Naf-TMS
(GC/Naf-TMS) y con Naf-TMS/Ru-complejos (GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]** y GC/Naf-
TMS/[Ru(bpy)s]?*) a diferentes valores de pH y en presencia de neurotransmisores. Se
encontré que los sistemas presentan buenas propiedades de transporte de carga. Se
propone que el posible mecanismo por el cual Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejo,
oxidan facilmente a los neurotransmisores pueden involucrar interacciones hidrofobicas
y electrostaticas lo que permite modular las propiedades de las membranas para

posibles aplicaciones analiticas.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Procesos de transferencia electronica (reacciones redox)

Una gran variedad de fendmenos fisicos y quimicos en la naturaleza estan
relacionados con procesos de transporte de carga tanto i6nica como electrénica.
Procesos tales como la fotosintesis, la combustion, la respiracion celular o la
transformacion de la glucosa en energia, son fendmenos naturales con implicaciones
quimicas y bioldgicas muy importantes. Estudiando los procesos de transferencia
electronica y adquiriendo conocimiento de las propiedades fundamentales de los entes
quimicos y bioldgicos microscépicos que hacen las funciones en la naturaleza, uno
puede ser capaz de transformar o imitar procesos naturales para reproducir sus
funciones en aplicaciones tecnoldgicas, tales como celdas de combustible, celdas
solares, fotosintesis artificial y sensores quimico-biol6gicos. Para estudiar las
propiedades de transferencia electronica, los sistemas quimicos se deben acoplar a un
transductor que permita una conexion entre su mundo microscopico y el nuestro
(macroscopico). EI mundo de las moléculas y los sistemas bioldgicos es generalmente
liquido y el de los transductores, es solido (metales, semiconductores), por lo que la
electroquimica en interfaces sélido/liquido es una de las herramientas mas poderosas
para investigar las propiedades de transferencia electronica y sus posibles aplicaciones.
Investigaciones experimentales y estudios tedricos han mostrado que la velocidad de los
procesos de transferencia electronica puede ser afectada enormemente por el uso de
superficies modificadas [1].

La modificacion de superficies de electrodo puede realizarse empleando diversos

métodos fisicos y quimicos.



1.2 Modificacién de superficies de electrodo

Entre los métodos fisicos de modificacion se encuentran la anodizacion de
superficies de electrodo por aplicacion de voltajes muy anddicos, pulido y activacién
con radiacion laser [2]. Entre los métodos quimicos se encuentra uno de los més
versatiles, que es el uso de polimeros depositados sobre las superficies de electrodo, los
cuales a su vez pueden estar modificados con electrocatalizadores y en general especies
quimicas con determinadas propiedades dpticas, cataliticas o eléctricas.

En general, los electrodos modificados quimicamente consisten en la inmovilizacion
de una especie quimica sobre una superficie de electrodo, para impartir las propiedades
de esa entidad quimica a la superficie modificada. La alteracion deliberada de las
superficies de electrodo puede satisfacer las necesidades de muchos problemas
electroanaliticos y constituir la base para nuevas aplicaciones y diferentes dispositivos
de deteccion. Existen diferentes modos por los cuales los electrodos modificados
pueden beneficiar las aplicaciones analiticas. Estos incluyen aceleracion de las
reacciones de transferencia electronica, acumulacion y preconcentracion preferencial,
entre otras. Dichas etapas pueden impartir mayor selectividad, sensibilidad o estabilidad
en dispositivos electroquimicos sensores de sustancias. Otras aplicaciones importantes
incluyen liberacion controlada de farmacos, electrocatalisis y electrosintesis.

Los electrodos modificados con polimero se preparan a menudo por la deposicién de
una solucion que contiene el polimero disuelto, sobre la superficie del electrodo y
permitiendo que el disolvente se evapore. También se puede hacer un revestimiento por
inmersion o centrifugado, o por electropolimerizacién en presencia del monomero
disuelto en una celda electroquimica. Este ultimo método ofrece un control preciso del
espesor de la pelicula (y a menudo de la morfologia), y es particularmente atractivo en
relacién con superficies de sensores miniaturizadas. La estructura quimica de algunos
revestimientos poliméricos comunes se muestra en el Esquema 1.

Entre los materiales poliméricos mas estudiados se encuentra el Nafion® (Dupont),
que es un polimero perfluorosulfonado intercambiador de cationes (Esquema 1a). El
Nafion® se ha utilizado ampliamente como modificador de electrodos debido a sus
excelentes propiedades de permeabilidad i6nica, alta conductividad de protones,
selectividad, de intercambio i6nico, resistencia mecanica, quimica y térmica y es inerte
biologicamente. Ha sido ampliamente utilizado como una membrana de intercambio de

protones en celdas de combustible, detectores electroquimicos, baterias [3], sintesis



electroorganica [4] y en sistemas electroanaliticos como sensor quimico-bioldgico
debido a que muestra una gran afinidad por cationes orgénicos e inorgénicos [5].
Ademés ha sido usado como modelo para entender los procesos fotoquimicos en
vesiculas y membranas bioldgicas [6]. La estructura quimica del polimero consiste de
un esqueleto hidrofobico de tetrafluoroetileno (del tipo Teflon®) combinado con zonas
hidrofilicas del polimero que contienen un grupo sulfénico unido a una especie
cationica, ya sea proton (Esquema 1a) o un ion alcalinotérreo. Esta parte permite el
proceso de intercambio i6nico por lo que el Nafion® puede extraer y preconcentrar
grandes cationes organicos e inorganicos, desde un medio acuoso con el cual se
encuentre en contacto, y subsecuentemente la concentracion de estos cationes es medida

por su respuesta electroquimica a un barrido o paso de potencial.
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Esquema 1. Estructura de recubrimientos poliméricos comunes: (a) Nafion® (b)
polivinilferroceno; (c) polivinilpiridina; (d) polipirrol.

Debido al fenémeno de intercambio i6nico, el Nafion® puede anclar grandes cantidades

de cationes organicos e inorganicos en la superficie de un electrodo. Los iones



preconcentrados en la pelicula son oxidados o reducidos y la corriente resultante se
registra y relaciona directamente con la concentracion de iones en solucion acuosa. Las
ventajas ofrecidas por el fendmeno de preconcentracion, mediante interacciones
hidrofobicas e hidrofilicas, pueden ser observadas solo al establecerse un equilibrio, el
cual depende de factores como; el tamafio, carga, concentracion y fuerza idnica del
analito. Sin embargo, el fendmeno de preconcentracion puede tornarse en una
desventaja cuando se requieren tiempos de respuesta rapidos del electrodo (por ejemplo
en estudios in vivo de sustancias neurotransmisoras). Por lo que es deseable eliminar el
grupo funcional que posee las propiedades de intercambio catidnico y por lo tanto de
preconcentracion.

En la matriz de Nafion® se han distinguido tres regiones las cuales incluyen porciones
semicristalinas combinadas con areas no cristalinas en donde los grupos sulfonicos
aniénicos estan agregados [7], [8]. Se ha mostrado que el Nafion® en la forma de
hidrégeno es un catalizador solido “superacido” muy efectivo [9] para una variedad de
reacciones organicas [10]. El grupo sulfonico altamente acido de Nafion® es muy
reactivo lo que hace que sea un buen sitio de reaccion donde se pueden crecer fases
inorganicas [11]. En 1980 Murata y Noyori modificaron el Nafion® a través de una
sililacion de la que obtuvieron el Nafion-trimetilsililado (Naf-TMS) [12] (Esquema 2).
Aungue muchos estudios e investigaciones se han dedicado a Nafion®, a la fecha solo se
ha reportado un trabajo [13] acerca de las propiedades quimicas, fisicas y analiticas del
Naf-TMS, entre las cuales se encuentra una respuesta rapida para las reacciones de

transferencia electronica.

'[(CFE'CFQ)JH'CF'CFQ]H'

CF:-Cle
SO;-Si(CH; )

Esquema 2. Estructura quimica del polimero Naf-TMS [12]



Por otro lado, las caracteristicas benéficas de las membranas poliméricas pueden ser
mejoradas mediante la inmovilizacion de catalizadores quimicos en su interior. Los
modificadores mas interesantes y estudiados son aquellos que poseen actividad
electroquimica y que pueden ser inmovilizados facilmente a través de diversos
mecanismos de accion como interacciones de tipo electrostatico o covalente. La
incorporacion de centros redox en membranas poliméricas, es un enfoque muy
prometedor para mejorar el transporte de carga y producir materiales funcionales con
propiedades oOpticas, cataliticas y redox deseables. La inmovilizacion de materiales tales
como el Ru(Il) y Ru(I1l) en superficies de electrodos modificados, ha encontrado como
posibles aplicaciones sensores electroluminiscentes altamente sensibles y selectivos [14
y 15], biosensores de glucosa [16] y sensores bioquimicos, ademéas de que han sido
introducidos como receptores de luz en materiales hibridos para aplicaciones
fotovoltaicas [17]. Asimismo, las resinas poliméricas modificadas han mostrado
posibles aplicaciones como electrolitos solidos. En sensores electroquimicos, la
introduccién del analito en la pelicula polimérica es un proceso muy importante y
fundamental. En estas aplicaciones es compulsorio contar con un transporte rapido tanto
de carga como de masa para un trabajo eficiente. Como se ha demostrado antes [13], el
Naf-TMS es capaz de inmovilizar catalizadores de Ru a traves de interacciones de tipo
hidrofébico mediante las cuales su inmovilizacion es uniforme en la pelicula y con eso

se espera encontrar un transporte de analito y de carga eficiente a través de la pelicula.

1.3 Deteccidn de sustancias bioldgicas empleando electrodos modificados

Debido a que una gran variedad de sistemas bioldgicos son facilmente oxidables o
reducibles, los métodos electroquimicos presentan muchas ventajas para la
determinacion cuantitativa de estas sustancias debido a su rapidez, bajo costo, alta
sensibilidad y bajo limite de deteccion. Sin embargo, en electrodos sin modificar los
productos de oxidacion generalmente se adsorben fuertemente en el electrodo
bloqueando su superficie y generando sefiales distorsionadas que no sélo dependen de la
cantidad de sustancia en la solucion, razén por la cual se emplean preferentemente
electrodos modificados para la deteccion de sustancias de interés biologico.

Entre los sistemas biolégicos mas importantes, se encuentran los
neurotransmisores, los cuales son moléculas que controlan el comportamiento y las

condiciones fisiologicas regulando la comunicacion entre las redes neuronales. Estas
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moléculas estan involucradas en una gran variedad de procesos neurofisiologicos como
el ciclo del suefio, el aprendizaje, la memoria y el apetito. Dafios en la secrecion o
absorcion de estas sustancias pueden resultar en enfermedades neurodegenerativas (mal
de Parkinson), adiccion a las drogas de abuso, esquizofrenia y sindrome de depresion
[18].

La epinefrina, también conocida como adrenalina (AD) es un neurotransmisor del tipo
catecolamina muy importante en el sistema nervioso central. Fue descubierta por
Takamine y Aldrich en 1902 y sintetizada por Stolz y Dalkin en 1904 [19]. Es una
hormona sintetizada, secretada y liberada por la medula de las glandulas adrenales y
estimula una serie de acciones del sistema nervioso simpatico llamadas respuestas
“lucha o corre”. La AD controla el comportamiento del sistema nervioso y niveles
anormales en su concentracion afectan la regulacion de la presion sanguinea, el ritmo
cardiaco y el metabolismo del glicobgeno. La AD junto con la noradrenalina es
responsable de incrementar el ritmo cardiaco, regula la presién sanguinea, dilata las
pupilas, controla el paso de aire en los pulmones y estrecha los vasos sanguineos [20].
Usualmente la AD se libera por estrés fisico (como el ejercicio) o emocional
(conmocién) que pueden activar el sistema simpatico-adrenal seguido por un
incremento en la concentracion de AD en la sangre y orina. La AD actla como un
mensajero quimico celular y muchas enfermedades estan relacionadas con su
concentracion. Actualmente se piensa que algunos fendmenos de salud como un
incremento en la incidencia y desarrollo de cancer, esta relacionado con la presencia de
adrenalina en la sangre en la cual su concentracion varia usualmente entre 0 y 5 nM
[21]. También se han encontrado niveles anormales de concentracion de AD en
pacientes con enfermedad de Parkinson. Anormalidades en la concentracion de AD
causados por una disfuncion metabdlica puede generar varias condiciones patolédgicas
como: deficiencias en la hormona tiroidea, paro cardiaco y arritmias.

Otro de los neurotransmisores mas importantes es la dopamina (DA). Esta sustancia fue
descubierta a finales de los 50°s en una region del cerebro conocida como “nucleo
caudado”, a una concentracion grande (50 nmol/g). Mas adelante, se encontré que las
personas con enfermedad de Parkinson tenian una concentracién muy baja (casi nula) de
DA en esta region del cerebro. También se descubrié que las drogas de abuso tales
como la cocaina y las anfetaminas pueden inhibir el proceso de absorcion de la DA, esta
accion celular se correlaciona con cambios en el comportamiento inducido por estas

drogas. Adicionalmente se ha encontrado una correlacion entre el enlazamiento de
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drogas antipsicoticas con los receptores de dopamina y su eficacia para controlar los
sintomas de la esquizofrenia.

Tanto la AD como la DA existen como cationes organicos [22] a pH’s fisiologicos.
Ambos neurotransmisores se encuentran en niveles bajos de concentracion en suero
humano (nanomoles y micromoles por litro respectivamente). La determinacion de los
niveles de AD, junto con los de dopamina (DA) es importante en el diagnostico de
varias enfermedades neurodegenerativas y otros desdrdenes mentales [23] La AD se ha
usado como medicamento, por ejemplo para tratamiento de shock analéptico, asma y
enfermedades del corazon y la DA para tratar el mal de Parkinson. Por lo tanto, la
deteccion y andlisis cuantitativo de AD y DA a pHs fisioldgicos, es de importancia
significativa puesto que estan involucrados en el estudio de las funciones fisiologicas
y/o diagnostico de algunas enfermedades. Para cumplir con estos objetivos analiticos, se
han empleado varios sistemas modificadores de electrodos entre los que se encuentran,
nanoparticulas de oro electrodepositadas en polipirrol [24], acido cafeico [25] y
monocapas autoensambladas [26]. También se han empleado materiales compositos
poliméricos de nanotubos de carbén/Nafion-[Ru(bpy)s]** [27] para mejorar la deteccion
electroquimica de analitos biologicos.

En este trabajo de Tesis se pretende investigar las propiedades analiticas del polimero
Naf-TMS y Naf-TMS modificado con catalizadores de Ru(ll) para la deteccién de

sustancias neurotransmisoras como la adrenalina y la dopamina.



1.1. Hipotesis

Basados en resultados previos [13] y en las caracteristicas que presentan las
membranas perfluorosulfonadas como Nafion®, estudiaremos las propiedades analiticas
de Nafion-Trimetilsililado esperando encontrar que los mecanismos que gobiernan el
transporte de carga dentro de estas membranas sea a través de interacciones del tipo
electrostatico e hidrofébico, que pueden mejorar la deteccion de sustancias
neurotransmisoras. La subsecuente modificacion con catalizadores de rutenio permitira
mejorar las caracteristicas analiticas de las membranas poliméricas para la deteccion de

adrenalina y dopamina.

1.2. Objetivos

Objetivo general

Preparar y caracterizar superficies de electrodo modificadas, asi como membranas
preparadas a partir del polimero Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos. Se planean
estudios electroquimicos con electrodos de carbon y caracterizacion espectroscopica y

superficial.

Objetivos particulares

e Establecer la metodologia de preparacion y control de los parametros
experimentales para la deposicion de las peliculas poliméricas de Naf-TMS sobre
las superficies de electrodo.

e Caracterizar las membranas de Naf-TMS y Naf-TMS modificadas con complejos
de rutenio: ([Ru(phen)s]?* y [Ru(bpy)s]**).

e Estudiar las propiedades analiticas y de transporte de carga de Naf-TMS y Naf-
TMS/Ru-complejos empleando técnicas de caracterizacion espectrofotométricas,

superficiales y electroquimicas.



Capitulo 2

Parte experimental

La metodologia de investigacion comprende la disolucién de la resina Naf-TMS,
su posterior modificacion con catalizadores de rutenio y su caracterizacion para
investigar las propiedades de transporte de carga ionica y electronica sobre electrodos
de carbén vitreo. Se establecen las estrategias de preparacion de las membranas
poliméricas y se investigan sus propiedades fisicas, quimicas y analiticas empleando

métodos de caracterizacion oOptica, estudios fisicos y electroquimicos.

2.1. Reactivos y sustancias

Todos los reactivos: Naf-TMS (sigma-aldrich), Dopamina (sigma), Adrenalina
(sigma), los complejos de rutenio -CssH24ClaNsRu-xH20 ([Ru(phen)s]**, dichlorotris
(1,10-phenanthroline)  ruthenium(ll)  hydrate, 98 %), CsoH24Cl2NsRU-6H20
([Ru(bpy)s]?* Tris (2,2"-bipyridyl) ruthenium(ll) chloride hexahydrate, 98%)- se
compraron en Sigma-Aldrich.

Etanol (Baker), H2SO4, H2NaPOs-H>O y HNaxPO4-12H,O se compraron en casa
comercial Merck. Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada (Milli-Q,
18.2 MQ) antes de cada experimento. Las diferentes concentraciones del analito fueron
preparadas por dilucién. EI Naf-TMS se compré como una resina en forma de perlas, las

cuales fueron disueltas segun se describe abajo.

2.2. Disolucién de Nafion-TMS

El Naf-TMS es una resina polimérica muy resistente al ataque quimico, incluso a
oxidantes fuertes y solventes organicos. Los polimeros perfluorosulfonados interactian
mas fuertemente con sistemas binarios de solventes [14]. En este trabajo, disolvimos el
Naf-TMS en una mezcla etanol-agua (50%:50%). Para la preparacién de una solucion

de 1% peso/vol, se colocd la cantidad necesaria de Naf-TMS a un reactor resistente a
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alta presion, que contenia la mezcla etanol-agua. El reactor fue purgado con Ar y
calentado a 250 °C por 2 horas. La solucion obtenida fue ligeramente viscosa y
transparente. Para la incorporacion de los complejos, se empled el mismo método pero
se adiciono la cantidad correspondiente del compuesto de rutenio a la mezcla etanol-
agua/Naf-TMS que se encontraba en el reactor. Las soluciones obtenidas, se emplearon

para la modificacion de los electrodos y su respectiva caracterizacion.

2.3. Técnicas de caracterizacion

2.3.1 Caracterizacion de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos por espectroscopia

infrarroja

Se mezclé KBr (Merck, grado espectroscopico de IR) con soluciones de Naf-TMS y
Naf-TMS/Ru-complejos y se seco a 90° C durante 24 h. La técnica utilizada para el
analisis de la muestra fue transmision. Los estudios espectroscopicos se realizaron en un

espectrofotometro de la marca Varian Digilab.

Fig. 2.1. Espectrofotomero de infrarojo Digilab.

2.3.2 Espectrofotometria UV-Visible de muestras de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos

Los estudios espectrofotométricos se llevaron a cabo en una celda de cuarzo y todas

las medidas se realizaron a temperatura ambiente. El equipo empleado para los analisis
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de absorcion de UV-Vis fue un espectrofotometro Cary-5000, marca Varian (Figura
2.2).

Tl gy

Fig. 2.2 Espectrofotometro UV-Visible Cary-5000 Varian.

2.3.3 Microscopia de fuerza atémica de muestras de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos

La Microscopia de Fuerza Atdémica (AFM por sus siglas en inglés) es una
técnica muy util e importante en el estudio de la microestructura de materiales. El
microscopio de fuerza atdmica usa una punta muy aguda (de silicio), unida a una
ménsula (palanca) flexible, la cual se mueve a lo largo y ancho de la superficie de la
muestra con ayuda de un escaner piezoeléctrico (Figura 2.3.A). Conforme la punta se
aproxima a la muestra, las fuerzas de atraccion de corto alcance entre la punta y la
muestra, causan gque la micropalanca se doble hacia la superficie. Conforme la palanca
se acerca aun mas a la muestra, hasta que incluso haga contacto, las fuerzas de repulsion
causan que la ménsula se doble hacia fuera de la muestra. EI AFM tiene un escéner x-y
gue mueve la muestra hacia atras y hacia adelante por debajo de la punta y un escaner z
gue mueve la palanca hacia arriba y hacia abajo. La interaccion local entre la punta y la
muestra causa una deflexion de la ménsula, la cual es monitorizada y traducida a una
imagen tridimensional en escalas de micro- y nandmetros a través de un sensor de
posicion. Este sensor, que es un foto-diodo, rastrea un laser que es reflejado desde la
parte superior de la punta. Cualquier flexion de la palanca hacia la muestra o lejos de
esta, causa cambios en la direccion del haz reflejado los cuales son registrados por el
detector. Entonces, si la punta del AFM pasa por una caracteristica elevada de la

superficie, la flexion (doblamiento) de la palanca, y el subsecuente cambio en la
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direccion del haz reflejado, se registra por el sensor de posiciéon. Se pueden captar
imagenes de la superficie de la muestra escaneando la ménsula sobre la region de
interés. Las hendiduras y las elevaciones de la muestra influencian la deflexion de la
palanca, por lo tanto controlando la altura de la punta sobre la superficie, el AFM
genera un mapa topogréafico exacto de la muestra.

La topografia y caracterizacion estructural de las peliculas Naf-TMS y Naf-
TMS/Ru-complejos se realizd empleando microscopia de fuerza atomica (AFM). Los
estudios se realizaron en modo de contacto con un microscopio de fuerza atdmica
Nanosurf Naio-AFM (Figura 2.3.B) con puntas de carburo de silicio empleadas como
sonda. Para estudiar las caracteristicas microscopicas de las superficies, se
monitorizaron secciones de 50, 10 y 5 um de las peliculas depositadas sobre vidrio y

removidas en agua una vez formadas.

A)

Sample Stage
with Magnet Positioning Screws

Fig. 2.3. A) Microscopio de Fuerza Atomica Nanosurf (Naio-AFM). B) Vista superior
del AFM.
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2.4. Modificacion de electrodos

Se emplearon electrodos de carbon vitreo (GC, por sus siglas en inglés) como
sustrato para depositar los polimeros correspondientes. Previo a la deposicion, el
electrodo se pulié sucesivamente con alumina de 0.1 y 0.04 puM de didmetro.
Posteriormente se lavO varias veces con acetona y agua desionizada en un bafio
ultrasonico. La modificacion consistio en la deposicion de una alicuota de la solucion
(etanol-agua) correspondiente de polimero (Naf~-TMS o Naf-~TMS/complejo Ru) sobre

el electrodo, el cudl se dejo secar a temperatura ambiente durante 16 horas.
2.5. Estudios electroguimicos

Los estudios electroquimicos se realizaron en una celda electroquimica de tres
electrodos. Como electrodos de trabajo se emplearon: GC desnudo, GC/Naf-TMS, y
GC/Naf-TMS/Ru-complejo. Como contraelectrodo se empled un alambre de platino y
como electrodo de referencia Ag/AgCl saturado. Los estudios se realizaron con un
potenciostato-galvanostato Epsilon (Bioanalytical Systems) y se empled el software
BASi-Epsilon EC (v. 2.13.77) para la adquisicion y control de datos (Figura 2.4).

Fig. 2.4. Celda Electroquimica de tres electrodos y Potenciostato — Galvanostato
Epsilon (Bionalytical Systems), BASi-Epsilon EC (v. 2. 13. 77).
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Capitulo 3

Resultados y Discusion

Las propiedades de las membranas Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos, fueron
estudiadas empleando técnicas de caracterizacion  espectroscopica  (IR),
espectrofotométrica  UV-Visible, Refractometria) y de caracterizacion superficial

(Microscopia de Fuerza Atdmica, AFM).
3.1. Espectroscopia IR de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos

Para mostrar la preservacion del polimero Naf-TMS después del proceso de
disolucion, y demostrar la presencia de los complejos de Ru en el polimero, se llevaron
a cabo estudios de espectroscopia infrarroja (IR). Los espectros infrarrojo de Naf-TMS
y Naf-TMS/Ru-complejo se muestran en la figura 3.1.

El espectro infrarrojo de la figura 3.1.A, correspondiente a Naf-TMS, es muy semejante
al que se ha reportado para Nafion en su forma K* [28, 29]. En el intervalo entre 1,400 y
500 cm™, se pudieron observar varias bandas de vibracion. Aproximadamente a 1,230
cm, se puede observar una banda que puede atribuirse al estiramiento asimétrico C-F,
mientras que la banda a 1,154 cm™ se puede atribuir al estiramiento simétrico C-F [29].
Estas dos bandas son anchas y parecen solapar otras bandas. Lo anterior sugiere que hay
varias transiciones provenientes del enlace C-F incrustado en diferentes entornos
estructurales [29]. En la region entre 1,100 y 500 cm™, aparece una banda muy aguda en
aproximadamente 980 cm™. De acuerdo a las referencias [29] y [30], estas bandas
surgen del estiramiento C-F de los grupos —(CF—CF(R)-CF3)-. También se pudo
observar una banda muy intensa en ~1,060 cm™. De acuerdo a reportes previos, esta
banda se puede asignar a la absorcion de estiramiento del grupo —S-O [28]. La banda en
636 cm* se debe al estiramiento de los grupos C-S de acuerdo a las referencia [31].

Por lo tanto, el polimero Naf-TMS mantiene sus propiedades quimicas después del

proceso de disolucion.
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Figura 3.1 Espectro infrarrojo de: A) Naf-TMS, B) Naf-TMS/[Ru(phen)s]** y C) Naf-
TMS/[Ru[(bpy)s]?*

En el espectro infrarrojo de Naf-TMS/Ru[(phen)s]?* seco, mostrado en la figura
3.1B, se pueden observar las bandas de absorcion caracteristicas para el modo de
vibracion de estiramiento de C-F. Se puede ver coincidencias en varias bandas con el
espectro de Nafion-TMS (Fig. 3.1.A). En la region de las huellas dactilares (1,300 —
1,800 cm™), el espectro infrarrojo mostré una pequefia absorcion en aproximadamente
1,430 cm™. Tal banda corresponde a las bandas de estiramiento de los grupos C=C y
C=N del ligante fenantrolina [32]. Las bandas adicionales (~ 848 y 721 cm™) se deben
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principalmente a vibraciones del ligante perturbadas ligeramente por el ambiente de
coordinacion.

El espectro infrarrojo de Naf-TMS/[Ru[(bpy)s]**se muestra en la Figura 3.1.C y
conserva las mismas caracteristicas de Naf-TMS/Ru[(phen)s]?*. En la region de las
huellas dactilares el espectro infrarrojo mostro una sefial en aproximadamente 1,430 cm-

!, Esta banda corresponde al estiramiento de los grupos C=N del ligante piridina.

3.2 Espectrofotometria UV-Visible de Naf-TMS/Ru-complejos

Una de las propiedades que presentan algunos de los electrocatalizadores de
rutenio insertados en la matriz de Naf-TMS es la absorcion de la luz, como es el caso
del [Ru(phen)s]** y [Ru(bpy)s]**.

Recordemos que el Ru es un metal de transicion del grupo VIII B que puede
formar un complejo hexacoordinado de geometria octaédrica (Oh). Esas seis posiciones
pueden ser ocupadas por seis ligantes iguales o distintos, o bien por ligantes en los que
alguno de ellos esté coordinado por mas de una posicion (ligante polidentado). Los
grupos que coordinan bien al Ru son grupos electrodonantes como nitrilos, heterociclos
como la piridina y las diiminas que tienen 2 grupos N donantes, tal es el caso de la
fenantrolina y el bipiridil, presentes en los complejos de estudio [33].

El complejo [Ru(phen)s]?* emite color amarillo-naranja bajo luz visible, es de
esperarse que este absorba luz en un intervalo de longitud de onda de 400-490 nm vy el
[Ru(bpy)s]?* se aprecia de color naranja intenso, por lo tanto se espera que absorba luz
visible dentro del rango 430-490 nm por lo que un estudio por espectrofotometria UV-
vis permite investigar la insercion de los catalizadores de rutenio a la red de Naf-TMS
se puede estudiar a traves de la evolucion de las bandas de absorcion optica observadas
en estos intervalos de longitud de onda.

El estudio se realiz6 con una membrana de Naf-TMS inmersa durante diferentes
tiempos en una solucién que contenia 0.1 mM de los complejos de rutenio. En la Figura
3.2 se muestra la incorporacion del complejo de rutenio la cual se puede observar a
través del incremento en la intensidad de la banda de absorcion de los espectros UV-vis.
En los graficos de absorcion obtenidos para Naf-TMS en presencia de 0.1 mM de
[Ru(bpy)s]?>* (Figura 3.2.A), se observa una banda ancha intensa en aproximadamente
450 nm, la cual incrementa en intensidad con el tiempo de inmersion en la solucion. El

valor maximo de absorbancia se alcanza a los 60 minutos. Para Naf-TMS inmerso en
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0.1 mM [Ru(phen)s]?* (Figura 3.2.B), la banda se observa en aproximadamente 443 nm
nm lo cual indica un desplazamiento hipsocrémico en comparacion con [Ru(bpy)s]** y
el méximo en la intensidad de la banda de absorcion no se alcanza en un tiempo de 60
minutos y su intensidad es mas pequefia comparada con la registrada para [Ru(bpy)s]?*.
Ambas bandas observadas se deben a la transicion d — n* de transferencia de carga
metal-ligando (MLCT, por sus siglas en inglés), por el cual la carga electronica se
transfiere parcialmente del metal (Ru) al ligando (bipiridil 6 fenantrolina). ElI nuevo
estado excitado puede presentar diversas relajaciones. Cuando su energia es suficiente
se puede poblar otro estado excitado en el cual la carga electronica estd principalmente
centrada en el metal central Ru (MC o estado d-d) que al ser no enlazante respecto de
los ligandos conduce a la disociacion de estos [34].

1.2 — A
0.8 : .« .
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. ' ‘ t/ min
('U_ ‘
> ‘ N §
~
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O 1 1 1 1 l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1
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Figura 3.2. Espectros de Absorcion UV-Vis registrados a diferentes tiempos de inmersién para
Naf-TMS en 0.1 mM del complejo correspondiente; A) 0.1 mM [Ru(bpy)s]**, B) 0.1 mM
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[Ru(phen)s]?*. Recuadro: Dependencia de la intensidad de la banda de absorcién como funcién
del tiempo de inmersion en la solucién correspondiente.

La incorporacion de [Ru(bpy)s]®* (recuadro 3.2.A) es notablemente mas réapida que la
observada para [Ru(phen)s]** (recuadro 3.2.B). El incremento observado de la
absorbancia para ambos complejos, esta relacionado directamente con la concentracion

dentro del polimero mediante la Ley de Beer-Lambert (Ecuacion 3.1).
A =¢lc (3.1)

Estudios electroquimicos reportados [13], confirman que la incorporacion de
[Ru(phen)s]?* en Naf-TMS es mas lenta en comparacion con [Ru(bpy)s]?*, en donde se
encontrd que esta especie electroactiva se incorporo en aproximadamente 2 minutos de
inmersion aplicando un barrido de potencial lineal. Esto a su vez permite suponer que
las interacciones de tipo hidrofobico juegan un papel importante en la introduccion de
especies quimicas al polimero Naf-TMS. A medida que el ligando del complejo se
vuelven mas hidrofobo, interacta mas fuertemente con Naf-TMS y por consiguiente se
difunde mas lentamente a través de la pelicula. La incorporacién mas lenta del complejo
[Ru(phen)s]?* en la pelicula, en comparacion con el [Ru(bpy)s]**, se correlaciona bien
con su tamafio, forma [35, 36] y la hidrofobicidad [37].

3.3 Caracterizacién superficial empleando microscopia de fuerza
atomica (AFM) de Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos

La microscopia de fuerza atomica (AFM) se ha convertido en una técnica estandar para
la imagen con alta resolucién de la topografia de las superficies. Esta técnica opera
midiendo la fuerza entre la sonda (una punta metalica) y las muestras. Permite estudiar
las caracteristicas superficiales micro y nanoscopicas de los materiales. En la Figura 3.3
se muestra la topografia de una pelicula de Naf-TMS en un area de 10 um?. Se puede
observar que el polimero forma una conformacion estriada de cadenas que siguen una
alineacion casi paralela entre ellas. Una imagen a mayor resolucion muestra que las
cadenas consisten de aglomerados formados de pequefios globulos (aprox. 100 nm)
unidos entre si. La formacion de estas cadenas es consistente con estudios de NMR en

donde se demuestra una estructura estriada tipo hélice similar al del polimero
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politetrafluoroetileno (PTFE) [38] y que puede deberse a una separacion entre la parte
hidrofilica e hidrofébica del polimero. Para demostrar esta hipOtesis es necesario

realizar experimentos en presencia de diversos solventes.

Fig. 3.3 Imégenes por AFM de una membrana formada con el polimero Naf-TMS registrada en
un area cuadrada de 10 um?. A) Representacion en el eje Z y B) representacion en el modo de
deflexion.

Fig. 3.4 Imagenes por AFM a diferentes magnificaciones con representacion en el eje Z, de
membranas A), A") Naf-TMS/[Ru(bpy)s]** y B), B*) Naf-TMS/[Ru(phen)s]?*. El recuadro en la
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figura A) es una imagen de alta resolucidén donde se muestra el detalle de un aglomerado del
complejo [Ru(bpy)s]?* insertado en la membrana polimérica.

La figura 3.4 muestra como cambia la estructura del polimero Naf-TMS cuando se
insertan los catalizadores de rutenio. Cuando el polimero se modifica con [Ru(bpy)s]**
se observa que la estructura estriada cambia a una estructura uniforme, la cual consiste
de pequefios aglomerados distribuidos a lo largo de cadenas alineadas entre si. Un
estudio a alta resolucion permite determinar el tamafio de los aglomerados el cual fue de

aproximadamente 700 nm.

3.4 Estudios electroquimicos con electrodos GC
modificados con Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos.

3.4.1 Deteccion electroquimica en medio &cido de los neurotransmisores adrenalina
(AD) y dopamina (DA) en electrodos GC modificados con Naf-TMS a pH 1

Las propiedades analiticas de electrodos modificados con Naf-TMS, se evaluaron
midiendo la corriente como una funcion de la concentracion de los neurotransmisores
adrenalina y dopamina empleados como sonda redox. La Figura 3.5.A muestra el primer
barrido de una serie de voltamperogramas diferenciales de pulso registrados con un
electrodo GC/Naf-TMS para un intervalo de concentraciones de neurotransmisor entre
20 nanomol/L y 20 micromol/L en 0.1 H2SO4. Se puede observar una sefial aguda a
aproximadamente 550+4 mV y 500+3 mV para adrenalina y dopamina respectivamente,
los cuales corresponden a la reaccién de oxidacion de los neurotransmisores. Ambas
sustancias sufren una oxidacion que involucra la transferencia de dos electrones y la

participacién de dos protones como se muestra en el esquema 3.1.

OH OH
A)
HO NH (o] NH
\cn_; \cn}
_— +2H + 2¢
HO @)
OH OH
B
) HO NH, (e] NH,
—_— + 2H" + 2¢
HO o
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Esquema 3.1. Reaccion de oxidacion electroquimica de A) adrenalina [39] y B)
dopamina.

En el recuadro de la Fig. 3.5.A, se muestra la respuesta lineal de la corriente de pico con
la concentracion de AD. La sensibilidad obtenida a partir de la pendiente fue 0.74 +
0.03 pA/uM, y considerando una razon sefial-ruido (3xruido/sensibilidad), el limite de
deteccion fue de 0.04 + 0.01 uM, el cual es similar a electrodos modificados con Nafion
después de la preconcentracion de un analito [40].

También se examino la respuesta analitica del electrodo GC/Naf-TMS en presencia de
varias concentraciones de DA. La sefial obtenida es aguda y presenta una dependencia
lineal con la concentracion del analito, como se puede observar en el recuadro de la
figura 3.5.B. El electrodo GC/Naf-TMS fue ligeramente mas sensible para censar
dopamina que adrenalina segun el valor calculado de sensibilidad que fue de 0.82 + 0.02
uwA/uM. El ruido obtenido en la deteccion electroquimica fue de aprox. 0.006 pA y por
lo tanto el limite de deteccion fue de 0.02 + 0.005 uM.

El mecanismo por el cual el Naf-TMS oxida facilmente a los neurotransmisores, ain no
estd definido. Sin embargo, a diferencia del Nafién, el Naf-TMS no es una resina de
intercambio catiénico, y por lo tanto no puede ser éste el mecanismo que facilite la
reaccion de oxidacion de los analitos. Por otro lado, se ha demostrado previamente [41]
que las interacciones de tipo hidrofobico juegan un papel fundamental para facilitar la
reaccion de electro-oxidacion. Las interacciones de éste tipo han sido muy bien
documentadas [41] y se ha encontrado que la adsorcion de catecolaminas esta
favorecida en las regiones hidrofébicas de los polimeros incrementando la corriente de
oxidacion. Ademas si consideramos que la introduccion del grupo trimetilsilil
incrementa la hidrofobicidad de la pelicula, es de esperarse que un ambiente hidrofébico
facilite ain mas la oxidacién de la adrenalina y dopamina. Sin embargo, es importante
sefialar que no se puede descartar la posible existencia de interacciones de tipo
electrostatico, puesto que el grupo altamente acido del grupo sulfonico del Naf-TMS
podria alojar parte de las catecolaminas catidnicas a éste pH. Esta suposicion la

demostraremos mas adelante con un estudio a diferentes valores de pH.
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Fig. 3.5. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos para A) AD y B) DA en 0.1 M
H>SO, registrados en electrodos GC/Naf-TMS en un intervalo de concentraciones entre 0.02 y
20 puM. Recuadro: Curva de calibracion mostrada en el intervalo de concentraciones de
micromoles por litro. Velocidad de barrido: 20 mV s, amplitud de pulso: 50 mV, duracién del
pulso: 200 ms.

TABLA 1. Pardmetros electroquimicos obtenidos para AD y DA en un intervalo de
concentraciones de 0.02 — 20 uM en 0.1 M H2SO4a una velocidad de barrido: 20mV s™.

Sensibilidad

Electrodo Analito E/mV  |1/pA UA / UM L.D./uM
AD 552 10 0.6+0.4 0.03
GC/Naf-TMS
DA 504 20 0.8+0.02 0.02

La etapa determinante en la reaccion de oxidacién de los neurotransmisores se investigd
a través de un estudio de Randles — Sevcik a diferentes velocidades de barrido, y
realizado a una concentracion determinada de adrenalina. Puesto que el comportamiento
electroquimico para dopamina fue similar al obtenido para adrenalina, en la figura 3.6

se muestran solo los voltamperogramas ciclicos obtenidos para adrenalina en un
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intervalo de velocidades de 10 — 500 mV s, La intensidad de corriente registrada en el
electrodo GC/Naf-TMS, mostrd6 una respuesta cuasi-reversible con un AE de
aproximadamente 312+10 mV, el cual en presencia de los catalizadores de Ru,
disminuye por mas de 100 mV en el caso del complejo [Ru(bpy)s]?*, y en aprox. 100
mV para [Ru(phen)s]?* (Tabla 1). La diminucion considerable del AE indica que el
transporte electronico se ve incrementado en presencia de los catalizadores. El proceso a
través del cual sucede lo anterior, se supone que sucede a través de un incremento en el
transporte de carga mediante un mecanismo de saltos entre los diferentes sitios redox
dentro del polimero [42]. En los tres electrodos modificados con Naf-TMS y Naf-
TMS/Ru-complejos, se encontré una muy buena dependencia lineal entre la intensidad
de corriente y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, lo que hace suponer que el
proceso imperante en la reaccion de oxidacion de los neurotransmisores es el proceso de
difusion, el cual depende enormemente de las especies alojadas en la pelicula

polimérica y de sus propiedades de transporte de carga.

TABLA 2. Pardmetros electroquimicos obtenidos para 200 uM AD en 0.1 M H>SOs a
una velocidad de barrido de 100 mV s segun la figura 3.6.

Electrodo AE / mV la/lc D/cm?st
GC/Naf-TMS 312410 1.6 1.3x10°°
GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]** 17845 1.4 7.3x10*
GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]** 225+7 1.4 8.4x10™
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Fig. 3.6. Voltamperogramas ciclicos a diferentes velocidades de barrido (10 a 500 mV s?)
registrados para 200 uM AD en 0.1 M H,SO, empleando un electrodo A) GC/Naf-TMS, B)
GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]?*, C) GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]?*. Recuadro: Dependencia lineal de
la corriente anddica y catddica con la velocidad de barrido.

3.4.2 Efecto de los catalizadores de rutenio en la reaccion de oxidacion de
neurotransmisores en electrodos GC/Naf-TMS/Ru-complejo en medio acido pH 1

El efecto de los catalizadores de rutenio insertados en el polimero Naf-TMS, se estudid
a través de la respuesta en corriente para la oxidacion de AD y DA como analitos redox
a varias concentraciones en solucion. La figura 3.7 muestra el primero de una serie de

voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos con electrodos GC/Naf-
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TMS/Ru[(bpy)s]?* y GC/Naf-TMS/Ru[(phen)s]?* en un intervalo de concentraciones
entre 0.02 — 20 uM para AD y DA en 0.1 M H2SOg. La respuesta lineal de la corriente
medida con respecto a la concentracion de los analitos se muestra en el recuadro
correspondiente. A partir de ésta dependencia lineal y considerando una razon sefial-
ruido (3xruido/sensibilidad), se obtuvieron los parametros analiticos como la
sensibilidad del método y limites de deteccidn, los cuales se pueden leer en la tabla 3.1,
para los dos neurotransmisores en los electrodos modificados. La presencia del
electrocatalizador disminuye el potencial requerido para inducir la reaccion de
oxidacion de AD, mientras que para DA no se observo ningan efecto en el potencial. En
cambio para la DA, la sefial de corriente obtenida a una determinada concentracion fue
mas aguda y de mayor intensidad a la obtenida para AD. La mejora observada en
presencia del catalizador puede deberse a una mayor eficiencia en el transporte de carga

a través de los centros redox de rutenio dentro del polimero Naf-TMS.

RUBPY RUPHEN

12LA  s32mv i 112LC  s28mv

4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 -02 00 02 04 0.6 08 10 12 1.4 1.6
E /V vs Ag/AgCl

Fig. 3.7. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos a diversas concentraciones (0.02 —
20 uM) de A) y C) adrenalina y B), D) dopamina en 0.1 M H,SO;, registrados con electrodos
modificados GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]** (paneles A 'y B, izquierda) y GC/Naf-
TMS/[Ru(phen)s]?* (paneles C y D, derecha). Recuadro: Curva de calibracién mostrada en el
intervalo de concentraciones de micromoles por litro. Velocidad de barrido: 20 mV s-1,
amplitud de pulso: 50 mV, duracion del pulso: 200 ms.
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TABLA 3. Pardmetros electroquimicos obtenidos para un intervalo de concentraciones
de 0.02 — 20 uM de AD y DA en 0.1 M H2SO4 a una velocidad de barrido de 20 mV s

* * g =g
Electrodo Analito E*/ I Sensibilidad  L.D./

mV IUA HA / uM HM

] ) AD 532 113 0603 0.03
GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s] DA 524 80 11404 0.01
] . AD 528 79 052402 0.04
GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s] DA 504 177  0.52+0.2 0.04

* Valores determinados a una concentracion de 20 uM del neurotransmisor.

3.4.3. Deteccion electroquimica de AD y DA en electrodos modificados GC/Naf-
TMS y GC/Naf-TMS/Ru-complejo a pH 7.2

Las caracteristicas electroquimicas de sondas redox del tipo catecolamina como la
adrenalina y la dopamina son dependientes del pH. Este fendmeno surge de condiciones
de tipo termodindmico y también refleja el tipo de interacciones involucradas en la
oxidacion de DA y AD. En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos en el
estudio de la reaccidn de electrooxidacion de los neurotransmisores a pH 7.2.

En la figura 3.8 se muestra una serie de voltamperogramas diferenciales de pulso
realizados a diversas concentraciones de AD empleando los diferentes electrodos
modificados como se indica en la figura. Empleando el electrodo modificado con Naf-
TMS (Fig. 3.8.A), se observan dos sefiales anchas pero bien definidas que se atribuyen a
la oxidacion de AD vy al par redox AD-quinona [43]. En concordancia con la ecuacion
de Nernst, el potencial de oxidacion para las catecolaminas se recorre hacia valores
negativos a valores altos de pH. En la figura 3.8.A, se observa que el potencial de
oxidacion de AD registrado en GC/Naf-TMS fue de 218 mV, mientras que en 0.1 M
H>SO4 fue de ~550 mV a una concentracion de 20 uM, lo que indica que se requiere de
menor energia para inducir la reaccién de oxidacion en medio neutro que a pH’s acidos.
Por otro lado, la intensidad de la corriente registrada para AD a la misma concentracion,
es mas baja que la registrada en medio acido. En el recuadro correspondiente se muestra
la dependencia de la intensidad de corriente obtenida con la concentracion de AD, la
cual es lineal en un intervalo de concentraciones del orden de micromolar.

En el caso de la DA en pH 7.2, se observan las mismas caracteristicas registradas con la
AD; el potencial de oxidacion se recorre hacia valores mas negativos y la intensidad de

corriente registrada disminuye comparada con un medio &cido (Fig. 3.9.A). Lo anterior
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permite suponer que se pueden realizar mediciones analiticas con los neurotransmisores
a pH fisiologico empleando los electrodos modificados con Naf-TMS, ya que éstos se
encuentran en un orden de concentracion micromolar en los sistemas bioldgicos.

El efecto de los electrocatalizadores [Ru(bpy)s]?>* y [Ru(phen)s]?* en la reaccion
de oxidacion de AD no es muy significativo (Tabla 4), lo que probablemente esté
asociado con la oxidacién de la AD-quinona la cual sufre una reaccién de ciclizacion
que a su vez experimenta una reduccion para generar el leucoadrenalinocromo [43]. El
potencial de oxidacion de la AD es muy similar al obtenido en los electrodos
modificados solo con Naf-TMS vy la sefial de corriente obtenida también es muy analoga
(Fig. 3.8By C, Tabla 4).

20 AD
A
15t
10t
5L
20
B
6 s
15t §2 . - ]
= ole®
g_ 10¢ 228 mv 0o 20, 40 60 80 b
~ “ / \“: [AD] / uM
5t o .
20 ' NAF-TMS/Ru[(kI)py)s]2+
C 2 —
15 r 4 /.//' / b
228mV Sz, e |
2 0 a
10F 0 ZO[AE) /SR/I 80 y ]
5L ]
. - INAF-TMS/Ru[(pIhen)g]Z

00 05 10 15
E /V vs Ag/AgCl

Fig. 3.8. Voltamperogramas diferenciales de pulso registrados sobre electrodos modificados A)
GC/Naf-TMS, B) GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]**, C) GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]** obtenidos a un
intervalo de concentraciones de AD entre 0.02 y 80 uM en solucidn buffer de fosfatos (PBS) pH
7.2. Recuadro: Curva de calibracion mostrada en el intervalo de concentraciones de micromoles
por litro. Velocidad de barrido: 20 mV s, amplitud de pulso: 50 mV, duracién del pulso: 200
ms.
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Para el caso de la DA, el efecto de los electrocatalizadores si es significativo. Las
capacidades analiticas de los electrodos modificados con Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-
complejos, se calcularon midiendo la intensidad de corriente del pico como una funcion
de la concentracion del analito, que resulté ser mucho mayor para los electrodos
modificados con los electrocatalizadores. Los voltamperogramas diferenciales de pulso
obtenidos a diversas concentraciones a pH 7.2 con electrodos GC/Naf-TMS, GC/Naf—
TMS/[Ru(bpy)s]?* y GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]** se muestran en la figura 3.9.A-C,
respectivamente. Los pardmetros analiticos comparados para los tres electrodos se
muestran en la tabla 4. Las curvas de calibracion se presentan en los recuadros
correspondientes y muestran una respuesta lineal de la corriente (r=0.99+0.012) con la
concentracion de los neurotransmisores. Para los electrodos modificados con Ru, la
corriente detectada fue aproximadamente 6 veces mayor que la registrada con GC/Naf-
TMS. La sensibilidad obtenida para la curva de calibracion obtenida con el electrodo
GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]** fue de 0.83+£0.02 pA/uM y para el electrodo GC/Naf-
TMS/[Ru(bpy)s]?* fue de 0.78 £0.02 pA/uM. Los limites de deteccion obtenidos fueron
13+2 y 153 nM respectivamente. Claramente se obtiene una mejora en la sensibilidad
y el limite de deteccidn disminuye en un orden de magnitud. Estos valores son similares
a los que se han reportado para otros electrodos modificados [13]. A través de la
insercion de complejos de rutenio en la pelicula de Naf-TMS, se puede incrementar la
sensibilidad y el limite de deteccion para DA, la cual se puede atribuir a un incremento
en la eficiencia de transporte de carga por “saltos”, debido a los centros cataliticos de
Ru y permite detectar concentraciones muy bajas de DA en el orden de 14+1 nM.

Como es sabido [44] aun pH entre 1y 7, la AD y la DA se encuentran en forma
cationica. Puesto que [Ru(phen)s]®* y [Ru(bpy)s]?* también lo son, una interaccion de
tipo electrostatico no explica la mejora en los pardmetros analiticos obtenidos. En lugar
de esto, suponemos que las interacciones de tipo hidrofébico asi como la mejora en el
transporte electronico a través de un mecanismo de saltos (“hopping”) [42a] entre los
catalizadores de rutenio y el analito, son los responsables de mejorar las caracteristicas
analiticas. En [Ru(bpy)s]** y [Ru(phen)s]** la esfera de coordinacion (que interacttia con
las moléculas de solvente) es hidrofobica, lo cual favorece este tipo de interacciones.
Como ya se ha demostrado antes, las fuerzas hidrofobicas son suficientemente fuertes

como para compensar las repulsiones electrostaticas [28, 29].
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Fig. 3.9. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos a diversas concentraciones de DA
en PBS pH 7.2 registrados sobre electrodos de carbdn vitreo modificados A) GC/Naf-TMS (1 —
20uM), B) GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]** (0.07uM — 20uM), C) GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s]?*
(0.07uM — 3uM). Recuadro: Curva de calibracion mostrada en el intervalo de concentraciones
de micromoles por litro. Velocidad de barrido: 20 mV s, amplitud de pulso: 50 mV, duracién
del pulso: 200 ms.

TABLA 4. Parametros electroquimicos obtenidos para un intervalo de concentraciones

de 0.02 — 80 uM AD y de 0.07 — 20 uM de DA en PBS pH 7.2 a una velocidad de
barrido: 20 mV s,

Electrodo Analito E/mV /pIA Seﬂielﬂﬁfd L.D/uM
AD 218 16 0.12+04 0.16
GC/Naf-TMS DA 160 21 0.1+0.01 0.1
AD 228 14 0.070.2 0.27
GC/Naf-TMS/[Ru(bpy)s]** DA 165 48 0.78+0.02 0.015
.. AD 228 14 0.090.9 0.21
GC/Naf-TMS/[Ru(phen)s] DA 146 31  0.83+0.02 0.013
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3.4.4. Dependencia del pH en el comportamiento analitico de adrenalina en
electrodos modificados con Naf-TMS.

Las caracteristicas electroquimicas de sondas redox del tipo catecolamina dependen del
pH, de modo que para encontrar las condiciones analiticas dptimas para la deteccion
electroquimica de los neurotransmisores a partir de su reaccion de oxidacion, se estudia
el efecto del pH en la respuesta electroanalitica. En esta seccion solo se discuten las
caracteristicas analiticas de la AD a diferentes pH’s puesto que, a diferencia de la DA,
la quimica redox es mas complicada y la de DA ya se ha reportado previamente [13].

En la figura 3.10 se muestra el estudio por voltamperometria diferencial de pulsos a
diferentes pH’s (3 - 11) en presencia de 20 uM AD empleando electrodos GC/Naf-
TMS. Como se puede observar, a partir de pH 3 en solucion buffer de fosfatos, se
encontraron dos picos de oxidacién, uno en 0.2 V y otro en 1.230 V los cuales a un pH
de 11 desaparecen completamente. El primero se recorre hacia valores mas negativos de
potencial con la disminucién del pH presentando una dependencia lineal del potencial
de pico con respecto al pH y mostrando una pendiente de -62 + 2 mV por unidad de pH
como se muestra en el recuadro de la figura 3.11.A. Lo que implica que la transferencia
de electrones es de tipo Nernstiano y estd acompafiada e influenciada por la
transferencia de protones en el mecanismo de oxidacion. Este fendmeno surge de
condiciones puramente termodindmicas y también refleja el tipo de interacciones
involucradas en la oxidacion de AD. El pico en 1.230 V, se hace visible a partir de una
concentracion de 4 umol/L AD y casi no varia en su posicion, por lo que se puede decir
que la oxidacion de esta especie no depende del pH. Este fenGmeno se observo en un
intervalo de pH 3 a 9 siendo mas importante a un pH de 7 correspondiendo muy bien
con los datos reportados en la literatura cuando la forma no protonada de la
adrenalinaquinona se presenta (usualmente arriba de un pH 3) y permite la reaccion de
ciclizacién para formar el adrenocromo [43]. Se encontrd que a valores extremos de pH
(muy é&cidos (Fig. 3.5.A) 0 muy basicos (Fig. 3.10)) el pico a potenciales de 1.230 V,

desaparece completamente.
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Figura 3.10. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos a una concentracion de 20 uM
AD vy registrados a varios valores de pH (3-11) usando electrodos de carbédn vitreo modificados
con Naf-TMS. Velocidad de barrido: 20 mV s™!, amplitud de pulso: 50 mV, duracién del pulso:
200 ms.

3.4.5. Comportamiento analitico de AD y DA a diferentes valores de pH en
electrodos modificados GC/Naf-TMS y GC/Naf-TMS/Ru-complejo

Es bien sabido que la determinacion de compuestos electroactivos en electrodos no
modificados algunas veces es dificil debido a la ausencia de efecto electrocatalitico y
del modificador apropiado. Ademas la eleccidén del electrolito de soporte es muy
importante en estudios electranaliticos porque su composicién y pH influencian las
propiedades de la solucion a analizar, asi como de la interface electrodo/solucion,
modificando la termodindmica y la cinética del proceso de transferencia de carga. En
esta seccion, se evallan los factores analiticos como el pH y el efecto de los
catalizadores a diversos pH, los cuales influencian la respuesta en corriente obtenida
para AD y DA. De este modo se pretende conocer las condiciones que permitan obtener
el mejor comportamiento analitico ya que éste depende grandemente del pH para
moléculas del tipo catecolamina. Los electrodos modificados con Naf-TMS mostraron
una buena sensibilidad y limite de deteccidén pequefio para los neurotransmisores en
medio acido. Sin embargo, a pH’s fisiol6gicos la respuesta para la reaccion de
oxidacion de AD muestra dos sefiales (Fig. 3.10), lo que afecta su deteccion
eectroquimica.

En la figuras 3.11 se muestra una serie de voltamperogramas diferenciales de pulso
obtenidos a diversas concentraciones de AD (Fig. 3.11.A) y DA (Fig. 3.11.B)
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registrados con electrodos modificados con Naf-TMS. En ambos casos se observo un
desplazamiento del potencial de pico anddico hacia valores menos positivos cuando el
pH se incrementa. Este desplazamiento esta regido por la ecuacién de Nernst y es de
tipo termodinamico. La intensidad de corriente de la sefial disminuye a valores mas
altos de pH. Considerando que a pH’s acidos no se observo el pico de la especiea 1.1 V
y ademas la sefial obtenida es mas grande. Podemos concluir que las mejores
condiciones de analisis en muestras estandar es a pHs &cidos.

20 o I pH 1I 1
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15+ o3 .
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o

5F 0.2 pH 1 -
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-0.8 -0.4 0.0 0.4

E/Vvs MSE
Figura 3.11. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos a una concentracion de 20 uM
A) AD y B) DA registrados a varios valores de pH (1-11) usando electrodos de carbdn vitreo

modificados con Naf-TMS. Velocidad de barrido: 20 mV s—1, amplitud de pulso: 50 mV,
duracion del pulso: 200 ms. Electrodos de referencia: A) Ag/AgClsay, B) HG/HG2SOssar)

El efecto de los electrocatalizadores para la reaccion de oxidacion de AD y DA se
estudid a diferentes valores de pH. La figura 3.12.A muestra los voltamperogramas
diferenciales de pulso registrados a 20 uM AD y DA a varios valores de pH usando
electrodos modificados con los complejos de rutenio Ru[(bpy)s]?* y Ru[(phen)s]?*, (Fig
3.12.A y 3.12.B respectivamente). Como se puede observar, al igual que los electrodos

modificados con solo Naf-TMS, el potencial de pico de la oxidacion de los
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neurotransmisores presenta una dependencia con el pH. Conforme el pH se incrementa,
se observa un desplazamiento del potencial hacia valores més negativos siguiendo una
dependencia lineal del potencial de pico con respecto al pH (recuadros mostrados en la
figura A y B) con una pendiente de -61mV/pH. De la ecuacion de Nernst uno deberia
esperar una pendiente de -59 mV/pH en un grafico E vs pH. Este resultado proporciona
una idea de que las interacciones electrostaticas también estan implicadas en la reaccion
de oxidacion de los neurotransmisores. Por ahora se estd investigando el papel de
sustancias interferentes, asi como los mecanismos de transporte de carga mas eficientes

en los sistemas poliméricos modificados con electrocatalizadores.

T T T T T T T T
0.0 0.4 0.8

E/V vs Ag/AgCI

Figura 3.12. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos a una concentracion de 20 uM
A) AD y B) DA registrados a varios valores de pH (1-11) usando electrodos de carbon vitreo
modificados con Naf-TMS/Ru[(bpy)s]**. Velocidad de barrido: 20 mV s—1, amplitud de pulso:
50 mV, duracion del pulso: 200 ms.
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Conclusiones

Los estudios de las propiedades analiticas de electrodos de carbon modificados
con Naf-TMS y Naf-TMS/Ru-complejos mostraron que el proceso de
transferencia de carga puede involucrar interacciones hidrofobicas vy
electrostaticas las cuales permiten modular las propiedades de las membranas
para posibles aplicaciones analiticas.

La modificacion de Naf-TMS con complejos de rutenio, incrementan la
velocidad del proceso de transferencia de carga y disminuyen la barrera de
energia para detectar neurotransmisores (AD, DA).

Los resultados encontrados pueden contribuir a un mayor uso del Naf-TMS
como modificador de electrodos en aplicaciones electroquimicas y amplia el
conocimiento acerca de interacciones no-covalentes de especies organicas e
hibridas dentro de peliculas poliméricas.

El efecto de los catalizadores [Ru(bpy)s]*? y [Ru(phen)s]*? inmovilizados en
Nafion-TMS, es mas significativo para la reaccion de oxidacion de DA que para
la reaccion de AD.

La determinacion cuantitativa y cualitativa de los neurotransmisores depende
fuertemente del pH. Esto permite modular las condiciones experimentales de
modo que se puedan obtener las mejores propiedades analiticas de los sistemas.

Como trabajo a futuro se pretende estudiar a fondo el fenémeno de transporte

electronico mejorado en estos sistemas que al parecer es a través de “saltos” de
carga.
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