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En la actualidad existe una gran variedad de farmacos que sirven para el control
del dolor, inflamacién, artritis y otros problemas musculo-esqueléticos. Entre los
medicamentos de mayor consumo se encuentra el paracetamol o acetaminofén;
dicho farmaco debido a su amplio uso y su gran biodisponibilidad, al ser
expulsado del cuerpo humano a través de fluidos biolégicos se integra a las
corrientes de agua residual, ocasionando contaminacién de la misma que,
posteriormente pueden llegar como agua de riego a cultivos o a fuentes de agua

potable.

En nuestro pais aun no se cuenta con metodologias oficiales que permitan
determinar la concentracion de acetaminofén en aguas residuales, y para el
estudio de muestras farmacéuticas se utilizan las mismas metodologias de
algunos paises Europeos y E.U.A, quienes cuentan con métodos de determinacion
del activo por técnicas oficiales como HPLC y valoraciones en medio no acuoso.
En la literatura se han reportado ademas otras técnicas como electroforesis
capilar, espectroscopia visible e FTIR y métodos por técnicas electroanaliticas,
siendo estas ultimas muy prometedoras por sus buenos parametros de analisis

aunado a un bajo costo.

Atendiendo estas particularidades, es imperante que en México se cuente
con metodologias alternativas econdémicas, rapidas, confiables y selectivas para la
determinacion y cuantificacion de dicho farmaco, por lo que en el presente trabajo
se tiene como objetivo establecer técnicas electroanaliticas que permitan la

determinacién de acetaminofén de manera sencilla, selectiva y a un bajo costo.

Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 2
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2.1.Acetaminofén.

El acetaminofén es una amida aromatica acilada, que fue introducida por primera
vez como un antipirético/analgésico por Von Mering en 1893 y ha sido usado
como un analgésico para la medicacion casera desde entonces. Es un tratamiento
efectivo para el alivio de dolor y fiebre en adultos y nifios. Es la medicina mas
utilizada en muchos paises después del acido acetilsalicilico. En la figura 2.1 se
observa la molécula del acetaminofén (Act), también conocido como paracetamol,
N-acetil-p-aminofenol o 4-acetaminofenol. Este medicamento es seguro en dosis

estandar que van de 500 a 1000 mg c/6 horas en adultos™ 2.

HO N CHj

Figura 2.1. Molécula del acetaminofén o paracetamol.

El Paracetamol trabaja como un débil inhibidor de la prostaglandina. Esto se logra
bloqueando la produccién de prostaglandina, que esta involucrada en la

transmision del mensaje del dolor al cerebro.?

El material de inicio para la fabricacion comercial del paracetamol es el fenol,
como se muestra en la figura 2.2, el cual es nitrado para dar una mezcla de orto y
para nitro fenol; el isdbmero orto es removido por destilacién por arrastre de vapor,
y el grupo p-nitrofenol es reducido en p-aminofenol, después este compuesto es

acetilado para obtener paracetamol.”

- |
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I
/N
OH NO, NH, HsC NH
OO0
I
NaN03 NaBH4 CH3COCCH3
—_— . .
H,SO, Pd+NaOH Temperatura
controlada
OH OH OH

Figura 2.2. Sintesis del paracetamol.

2.1.1. Propiedades fisicas.

El Act es un polvo blanco, inodoro y cristalino con sabor picante, soluble en agua,
etanol (95%), acetona, glicerol, propilenglicol, cloroformo y metanol; es también
soluble en soluciones alcalinas e insoluble en benceno y éter. Punto de fusion de
169-172°C.*

2.1.2. Propiedades quimicas.

En cuanto a sus propiedades quimicas dicho farmaco presenta un peso molecular
de 151.17 g/mol, pKa de 9.5, estable en una solucién acuosa a pH de 6 y con una
estabilidad decreciente en &cido o condiciones alcalinas, el paracetamol es

lentamente hidrolizado en &cido acético y p-aminofenol.*

2.1.3. Importancia de su cuantificacion.

Debido a que el Act es uno de los farmacos con mayor consumo para el
tratamiento de la artritis reumatoide y dolor por afeccibn masculo esqueléticas; y
aunado a que ha ido en aumento su produccion por casas farmaceéuticas similares
y de genéricos intercambiables, es imperante llevar un buen control de calidad de
este producto en los comprimidos fabricados y en residuos que van a descarga

directa a las corrientes de agua residual. Existe una creciente preocupacion

Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 5
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acerca de la disposicion y distribucion de agentes quimicos y farmacéuticos en los
mantos freaticos y eventualmente en el agua potable de las ciudades. La OMS ha
propuesto lineamientos para 125 agentes quimicos, de los cuales solo en Estados
Unidos y en la Union Europea se aspira a evaluar un poco mas de la mitad.
Preocupa que algunos de estos agentes quimicos puedan actuar como disruptores
endocrinolégicos o tener un potencial toxico o cancerigeno para el humano y la

ecologia, en cuyo impacto la mayoria de los paises deberan poner mas atencién®.

2.1.4. Determinacion por técnicas oficiales.

Actualmente en algunos paises se realizan estudios y validaciones de éste
farmaco por metodologias oficiales de acuerdo a la USP y a la British
Pharmacopoeia. Las técnicas oficiales descritas son: la valoracidén directa con
NaOH en metanol que presenta ciertas fallas al realizar los estudios sobre
comprimidos coloreados ademas de ser un estudio tardado; y HPLC® de la cual la
principal desventaja es el costo del equipo ademas del tiempo requerido para el

analisis.

2.1.5. Determinacion por técnicas alternativas.

Dadas las limitantes mencionadas se ha trabajado a lo largo del mundo en el
desarrollo de otras metodologias alternativas para la determinacion del Act, la
mayoria de ellas en formulaciones farmacéuticas. Algunas reportadas en la
literatura son: electroforesis capilar’, valoraciones en medio &cido®,
espectrofotometria visible e FTIR®Y, que siguen manteniendo la limitante del
costo de los equipos y el tiempo requerido para el analisis en el caso de las

valoraciones.

- |
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Dentro de las técnicas reportadas en la literatura destacan las electroanaliticas,
las cuales son mas sencillas, el costo del andlisis es bajo, son rapidas

comparadas con otras técnicas y no requieren tratamiento previo.

Dichas técnicas se basan en el comportamiento electroquimico del Act,
encontrandose desarrollos potenciométricos, amperometricos y
voltamperométricos. Las ultimas dos técnicas faradaicas estan basadas en su
rapida oxidacién en un electrodo de pasta de carbdon o carbén vitreo. En los
estudios voltamperométricos el intervalo de potencial involucrado en este proceso
es de 600 a 800 mV*.

Dentro de los trabajos reportados mediante voltamperometria para determinar Act
en tabletas farmacéuticas de paracetamol se reporta el trabajo de Tungkananuruk
y colaboradores'®, quienes utilizan un electrodo de carbén vitreo vy
voltamperometria ciclica en buffer de fosfatos pH 7.0, Unicamente reportando un

limite de deteccion de 3x10° M en un intervalo lineal de 3x10°® M a 2.4 x10™ M.

Entre los trabajos mediante metodologias electroanaliticas se encuentra el
reportado por Gonzélez y colaboradores®®, quienes estudiaron la viabilidad de la
deteccion amperométrica del Act en un biosensor a base de peroxidasa extraida
del rabano. Este sensor trabaja en presencia de H,0,, la reaccién enzimatica esta
involucrada también en la oxidacion del Act, y lo que se registra como respuesta
es la corriente asociada a la oxidacibn de su producto (N-acetil-p-
benzosemiquinona imina). Llegando a un limite de deteccion de 3.1 x 10°M en un
intervalo lineal de 1.0 x 10° a 4.9 x 10“ M.

Wang C y colaboradores™* desarrollaron un electrodo modificado con una pelicula
de L-cisteina para la determinacion electroquimica de Act, en donde se observo
que su corriente maxima de onda anddica fue mayor en el electrodo con la

pelicula en un intervalo de linealidad de 2.0 x 107 a 1.0 x 10* M y un limite de

Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 7
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deteccién de 5.0 x 10® M. La aplicacién de este electrodo para la determinacion
de Act en tabletas de medicamentos y orina humana resulta confiable aunque no

se probd su utilidad en muestras mas complejas.

Otro método electroanalitico fue desarrollado por trabajo Ensafi® y
colaboradores, quienes utilizaron electrodos de pasta modificados con nanotubos
de carbon en multicapas y un derivado de la dopamina, el N-(3,4- dihidroxifenetil)-
3,5-dinitrobenzamida en la determinacion de Act. La corriente de los picos
anodicos obtenidos por voltamperometria diferencial de pulsos del Act se
incremento linealmente con su concentracién en un rango de 5x10-’ a 2x10> M

con un limite de deteccién de 1x10° M.

Siguiendo la estrategia mediante electrodos modificados, Li M y colaboradores™®,
propusieron la modificacion de un electrodo de carbén vitreo con polianilina y
nanotubos de carbon (PANI-MWCNTS) para el estudio del comportamiento
electroquimico del Act  empleando la  voltamperometria  ciclica,
cronocoulombimetria de potencial simple y voltamperometria de onda cuadrada
(SWV). Los resultados mostraron que dichos electrodos presentan excelentes
efectos de electrocatalisis en la reduccion-oxidacion del Act en un intervalo lineal
de 1x10° a 1x10™ M y a pesar de que presenta un limite de deteccién de 2.5 x 10°

"M este método no fue probado en presencia de interferentes.

Wei L y colaboradores®’ reportan un electrodo basado en impresién molecular
mediante peliculas delgadas de TiO, Los resultados muestran que el Act es
grabado en la pelicula en presencia de p-tert-butilcalix-areno como monémero
funcional, y puede ser removido completamente por lavado con etanol. El intervalo
lineal en el cuél el Act es determinado fue de 5x10° a 8x10™° M con un limite de
deteccion de 2x107 M, aunque el método no fue probado en presencia de
interferentes, deja la ventana abierta a la investigacion mediante el uso de

impresion molecular como técnica de reconocimiento.
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Como se ha discutido en general las técnicas que se han descritos requieren de
potenciales muy anodicos para la cuantificacion de paracetamol, lo que hace mas
factible que aumenten las interferencias en la medida analitica, esto ultimo debe
resolverse si se quiere explotar todas las ventajas que ofrecen las técnicas
electroanaliticas. En las siguientes secciones se analizaran a fondo los principios
de las técnicas electroanaliticas propuestas usadas en este trabajo, ademas de las
caracteristicas de electrosintesis del polipirrol como material para modificar
electrodos, de forma que al final podamos establecer una estrategia que permita

resolver el problema de los interferentes.

2.2.Técnicas electroquimicas®® .

Las técnicas electroquimicas son una de las ramas principales de la quimica
analitica, donde se hace uso de mediciones eléctricas (corriente, potencial o
carga) con fines analiticos. Las técnicas que destacan son las potenciométricas y

las voltamperométricas.

Algunas de las técnicas mas utilizadas son descritas a continuacion.

2.2.1. Voltamperometria.

La voltamperometria es por mucho la técnica electroquimica mas utilizada en los
analisis farmacéuticos. En general, los activos farmaceéuticos son rapidamente
oxidados o reducidos en el electrodo de trabajo debido a las propiedades de sus

grupos funcionales.
2.2.1.1. Voltamperometria ciclica.

Mediante voltamperometria ciclica se puede adquirir informaciéon cualitativa de las
reacciones electroquimicas, como lo es la termodinamica de los procesos redox, la

cinética de las reacciones por transferencia de electrones y el conjunto de los

Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 9
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procesos por reacciones quimicas y adsorcion. La voltamperometria ciclica es a
menudo el primer experimento realizado en un estudio electroanalitico. En
particular, ofrece una ubicacion rapida de los potenciales redox de las especies

electroactivas, asi como una evaluacion del efecto del medio en dichos procesos.

Esta técnica consiste en aplicar un barrido lineal de potencial en un electrodo de
trabajo usando un potencial en forma triangular (ver figura 2.3). Durante el barrido
de potencial se realizan mediciones de la corriente generada de acuerdo al
potencial aplicado. Un ejemplo del grafico resultante de corriente contra potencial

es denominado voltamperograma ciclico es presentado en la figura 2.3.

- Ciclo1 _|

E final

Barrido
inverso

<J

a9

Barrido
hacia
adelante

Potencial

E

inicial
Potencial de
cambio

Tiempo

Figura 2.3. Sefal de excitacién potencial-tiempo en un experimento de Voltamperometria ciclica.

En el ejemplo de la figura 2.4 se ilustra la respuesta esperada de un par redox
reversible durante un ciclo simple de barrido de potencial. Se asume que solo la
forma reducida R esta presente inicialmente. Entonces, un barrido de potencial
positivo es seleccionado para la primera mitad de ciclo, empezando desde un
valor donde no ocurre la oxidacién. Asi como el potencial aplicado enfoca el E°
caracteristico para el proceso redox, la corriente anodica empieza a incrementar,
hasta que un pico es alcanzado. Después de cruzar la regién de potencial en el
cual el proceso de oxidacion se lleva a cabo (al menos 90/n mV mas alla del pico),

la direccion del barrido de potencial es invertido. Durante el barrido inverso, las
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moléculas O (generadas en la mitad del ciclo anédico, y acumuladas cerca de la

superficie) son reducidas a R y un pico catddico es el resultado.

Los picos caracteristicos de un voltamperograma ciclico son ocasionados por la

formacion de una capa de difusion cerca de la superficie del electrodo.

o

=

-

9

)

m

[}

m - -

= Barrido hacia

@

= adelante

[ =

o

[N}

o

o

2

c Barrido

inverso

O«4—R

Potencial

Figura 2.4. Voltamperograma ciclico de un proceso redox reversible O + ne” = R.

Sistemas reversibles. Un sistema reversible es aquel en donde es posible oxidar
a la especie R mediante un barrido en sentido anddico y con un barrido de
potencial en sentido inverso regresar la especie R a su estado oxidado. Para un

proceso de este tipo, la corriente de pico (a 25°C) esta dada por la ecuacion de
Randles-Sevcik:

i, =(2.69x10°)n* 2 ACDY AV 2 (1)

Donde n es el nimero de electrones, A es el area del electrodo (en cm?), C es la

concentracién (en mol cm™), D es el coeficiente de difusién (en cm? s), y v es la
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velocidad de barrido (en mV s™). En consecuencia, la corriente es directamente
proporcional a la concentracion y decrece con la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido. La proporcion de la corriente de los picos anddico y catodico, ip i, es la

unidad para un conjunto simple reversible.

La posicion de los picos en el eje de potencial (E,) esta relacionado con el
potencial formal del proceso redox. El potencial formal para un conjunto reversible

es centrado entre Epa Yy Epc:

La separacion entre los potenciales de los picos (para un conjunto reversible) esta
dado por:

Sistemas irreversibles y quasi-reversibles. Para procesos irreversibles (estos
con intercambio lento de electrones), los picos individuales son reducidos en
tamafio y amplia separacion (figura 2.5, curva A). Los sistemas totalmente
irreversibles son caracterizados por un cambio en el potencial del pico con la

velocidad de barrido:

1/2
e, —E°- R o8- X (“”aFVj
on, F D RT
Donde a es el coeficiente de transferencia y n, es el nimero de electrones
involucrado en el paso de transferencia de carga. Asi, E, ocurre a un potencial
mas alto que E°, con el sobrepotencial de activacion relacionado a las constantes
heterogéneas de velocidad k° y a. Independiente del valor de k° cada
desplazamiento de pico puede ser compensado por un cambio apropiado en la
velocidad de barrido. El potencial de pico y potencial de medio pico (a 25°C)
diferiran por 48/an mV. Por lo tanto, el voltamperograma se vuelve mas alargado

cuando an decrece.
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E ‘—“"E

Figura 2.5. Voltamperograma ciclico para procesos redox irreversibles (curva A) y quasi-reversible

(curva B).

La corriente de pico, esta dada por:
. 5 1/2 1/2,,1/2
i =(2.99x10° h(an, "2 ACDYAVY2 i, (5)

Aln permanece proporcional a la concentracion, pero sera de menor altura
(dependiendo del valor de a). Asumiendo un valor de 0.5, la proporcién de la
corriente de los picos reversible a irreversible es 1.27 (por ejemplo, la corriente de

un pico en un proceso irreversible es el 80% de la de un pico reversible).

Para sistemas quasi-reversibles (con 10 >k° > 10®° cm s™) la corriente es

controlada por la transferencia de carga y transporte de masa. Un

FIRT ., 0
voltamperograma ciclico es una funcion de k/\/ﬂaD (donde a= nFv/RT). Como
0 . .
k / </maD incrementa, el proceso enfoca el caso reversible. Para valores

pequefios de ky\/ﬂaD (por ejemplo, a una v muy rapida) el sistema exhibe un

comportamiento irreversible. Sobre todo, los voltamperogramas de un sistema
quasi-reversible son mas alargados y exhiben una gran separacion de los
potenciales de pico comparados con los de un sistema reversible (Figura 2.5,

curva B).
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2.2.1.2. Voltamperometria de onda cuadrada.

La voltamperometria de onda cuadrada es una técnica diferencial de gran amplitud
en la cual la forma de la onda es una onda cuadrada simétrica, sobrepuesta a una
base de potencial escalonado que es aplicado al electrodo de trabajo (figura 2.6).
La corriente es censada dos veces durante cada ciclo de onda cuadrada, una vez
que llega al final del pulso inicial (t1) y una vez que llega al final del segundo pulso
(t2). La diferencia entre las dos mediciones es graficada contra la base de
potencial escalonado. Un diagrama adimensional de corriente tedrica inicial, final y
la diferencia de ambas es dada en la figura 2.7 para un sistema redox rapido. El
voltamperograma con forma de pico resultante es simétrico en el potencial de
media onda, y la corriente de pico es proporcional a la concentracion. También
tiene una excelente sensibilidad por el hecho de que la corriente neta es mas
grande que cualquiera de los otros componentes (inicial, final), la sensibilidad es
mayor que en la polarografia diferencial de pulso (en la cual la corriente catédica o
final no es usada). Una comparacion de voltamperometrias de onda cuadrada y
diferencial de pulso para casos reversibles e irreversibles indica que las corrientes
en la onda cuadrada son 4 y 3.3 veces mas grandes, respectivamente, que la

respuesta de su analogo diferencial de pulso.

Potencial

Tiempo

Figura 2.6. La forma de onda cuadrada muestra la amplitud Eg,; altura pulso AE; periodo de onda

cuadrada r; tiempo de retraso, Ty; y el nUmero de veces que es medida la corriente, 1y 2.
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-5 1 1 1 1 1 1
200 100 o el -200 =300 -400 -5S00
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Figura 2.7. Voltamperometria de onda cuadrada para transferencia reversible de electrones. Curva

A: Pulso anddico, Curva B: pulso catddico, Curva C: corriente neta.

La mayor ventaja de la voltamperometria de onda cuadrada es su rapidez. Una
velocidad de barrido efectiva esta dada por f y AEs. El término f es la frecuencia
de la onda cuadrada (en Hz) y AE; es la altura del pulso. Frecuencias de 1 a 100
ciclos por segundo permiten usar barridos de potencial extremadamente rapidos.
Por ejemplo, si AEs =10 mVy f = 50 Hz, entonces el barrido de potencial efectivo
es 0.5V s™. Como resultado, el tiempo de andlisis es reducido drasticamente, y un
analisis completo puede ser llevado en segundos, en comparaciéon con los 2-3
minutos de la voltamperometria diferencial de pulso. La velocidad inherente de la
voltamperometria de onda cuadrada puede incrementar enormemente el muestreo

en operaciones analiticas, en lotes y en flujo.

2.2.2. Cronoamperometria.

Dentro de los métodos amperométricos destaca la cronoamperometria que
involucra pulsos de potencial sobre el electrodo de trabajo desde un valor en
donde no ocurre ningun proceso faradaico a un potencial en donde la
concentracion superficial de las especies electroactivas es efectivamente cero. En

la figura 2.8 pueden observarse las diferentes representaciones
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cronoamperométricas para una solucion sin agitacion y un electrodo de trabajo
estacionario, donde se monitorea la dependencia resultante de corriente-tiempo, el
transporte de masa bajo esas condiciones es Uunicamente por difusion, la curva de
corriente-tiempo refleja el cambio del gradiente de concentracion en la vecindad
de la superficie. Esto involucra una expansion gradual de la capa de difusion
asociada con el agotamiento del reactante, y por lo tanto decrece la pendiente en
el perfil de concentracion conforme el tiempo transcurre. En consecuencia, la
corriente (en un electrodo plano) decae con el tiempo, dada por la ecuacion de
Cottrell:

..~ NnFACDY?
I(t):W:kt e (6)
Cuando itY? es constante por lo general se tiene un estado llamado

“‘comportamiento Cottrell”. En el dltimo caso, una corriente independiente del
tiempo (proporcional a la concentracion) es obtenida para t > 0.1 s debido a una
gran contribucion de la difusion radial. Se aplican consideraciones similares a
electrodos esféricos cuya respuesta de corriente sigue un pulso de potencial que
contiene términos dependientes e independientes del tiempo, y para valores
pequefios de t (t<50ms) la sefial cronoamperométrica contiene contribuciones de
fondo (asociada con las reacciones redox superficiales) que son comunes en

experimentos cronoamperomeétricos.

- |
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Figura 2.8. Experimento cronoamperomeétrico (a) forma potencial-tiempo; (b) cambio del perfil de

concentracién con el tiempo; (c) respuesta resultante de corriente-tiempo.

2.2.3. Cronopotenciometria o técnicas galvanostaticas.

En las técnicas descritas en las secciones anteriores el potencial es controlado
para obtener una respuesta en términos de corriente, pero en el caso de la
cronopotenciometria los experimentos son llevados a cabo aplicando una corriente
controlada entre el electrodo de trabajo y el auxiliar por medio de un galvanostato,

y la sefal de respuesta es el potencial entre ambos electrodos.

En la figura 2.9 se ilustran diferentes tipos de técnicas a corriente controlada. Es
necesario considerar en primer lugar la cronopotenciometria a corriente constante
(figura 2.9 a) en el ejemplo de un sistema con antraceno (An). La corriente estable
I, aplicada a un electrodo causa la reduccion del antraceno en un rango constante
del radical anién, An~. El potencial del electrodo se mueve a valores
caracteristicos de ese par y varia con el tiempo como An/An”, la proporcion de
concentraciones cambia en la superficie del electrodo. El proceso puede ser

observado como una titulaciéon de antraceno en la vecindad del electrodo por el
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flujo continuo de electrones, resultando una curva de E-t como el obtenido en una
titulacion potenciométrica. Eventualmente, después de que la concentracion de
antraceno cae hasta cero en la superficie del electrodo, el flujo de antraceno en la
superficie es insuficiente para aceptar todos los electrodos que son forzados a
atravesar la interface electrodo-solucién. EI potencial del electrodo cambia
rapidamente hacia valores mas negativos hasta que una nueva reduccién puede
comenzar. Al tiempo posterior a la aplicacion de una corriente constante, cuando
esta transicion de potencial ocurre, es llamado el tiempo de transicion, 7 ; y esta
relacionado con la concentracién y el coeficiente de difusion, el cual es el analogo
cronopotenciométrico del pico o corriente limite en experimentos de potencial
controlado. La forma y localizacion de la curva de E-t estd gobernada por la

reversibilidad.

En lugar de una corriente constante, puede ser aplicada una corriente que varie
como una funcion del tiempo (i=Bt) en una rampa de corriente (Figura 2.9 b).
Aungque esta técnica es llamada cronopotenciometria a corriente programada,

puede ser tratada teéricamente con poca dificultad.

Excitacion Reposo

{a)

(&)

Figura 2.9. (a) Cronopotenciometria de corriente constante, (b) Cronopotenciometria con

incremento lineal en la corriente.

- |
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2.2.4. Espectroscopia de impedancia electroquimica.

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) tiene como base la
aplicacion de un voltaje AC o corriente sinusoidal con una baja amplitud en un
cierto intervalo de frecuencia, la corriente o el voltaje responde al sistema con la
misma frecuencia e intensidad pero con un cierto angulo de desfase (¢). En la
figura 2.10 se observa dicho comportamiento, en el cual el potencial sinusoidal se
expresa como funcién del tiempo (ecuacién 7), donde E(t), Eo y w son el potencial
al tiempo t, la amplitud de la sefial y la frecuencia radial, respectivamente, la
corriente de la respuesta esta representada por la ecuacion 8. El célculo de la
impedancia del sistema esta dado por la relacion entre ambas ecuaciones. La
impedancia (z) es la relacion del voltaje aplicado entre la corriente, la cual
representa la oposicion al flujo de electrones o de la corriente en un circuito debido

a la presencia de resistores, capacitores e inductores (ecuacion 9).2% %

E(t)=Eg COS(@L)cvrrvrrrererrreeersessesssssessessessssssessesssssssssesesssns (7)

L(t) = 1y COS(0 + ) crvrrrererrrereerie et enve e (8)

,_E®O_ E cos(at) . cos(at)
CI() 1, cos(et — )

ANV
IRV

Fase-cambio

Figura 2.10. Respuesta sinusoidal de la corriente resultante al aplicarse un voltaje determinado.
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La impedancia puede expresarse como un numero complejo, donde la resistencia
es la componente real y la reactancia capacitiva es la componente imaginaria.

Esto se expresa de la siguiente manera (ecuacion 10)

Z(J)=Z ey + 1Zimag -veveerveeveeneerieaeaeeee e (10)

Y su magnitud absoluta esta dada por la siguiente ecuacion:

‘Z‘:\ereal +Zzimag © e raiaeiiasesasiaasraaseeasiaaseaaannas (11)

El &ngulo de fase esta definido por la relacion:

imag

Z
AN G = (12)

real

Por lo tanto al graficar Zimg VS. Zea COMO Se observa en la figura 2.11, resulta en
un grafico circular centrado en Zea=Rq + Ret/2 Y Zimag=0 con un radio de Rc/2, el

cual es llamado diagrama de Nyquist.

.

2 e

Figura 2.11. Gréfico de impedancia para el circuito equivalente.

Las caracteristicas generales de los graficos son facilmente interpretadas. El
componente imaginario de la impedancia en el circuito de la figura 2.12 viene

Gnicamente de la capacitancia (C4) y su contribucion cae a cero a altas
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frecuencias, porque eso no ofrece impedancia. Toda la corriente es corriente de
carga, y la Unica impedancia que se observa es la resistencia 6hmica. Como la
frecuencia cae, la impedancia finita de Cy se manifiesta asi misma como una Zinag
significante. A frecuencias muy bajas, la capacitancia Cy4 ofrece una alta
impedancia; por lo tanto el flujo de corriente pasa en su mayoria a través de R¢ y

Rq, por lo que el componente imaginario de la impedancia cae de nuevo.

e

Figura 2.12. Circuito equivalente para un sistema donde la impedancia de Warburg no es

importante.

Debido a que los diagramas de Nyquist no ofrecen informacion exacta de la
frecuencia son utilizados los graficos de Bode los cuales se representan en log f
contra |Z| y el &ngulo de fase @; otra posibilidad es graficar la parte imaginaria de
la impedancia (-Zimag) contra el logaritmo de la frecuencia (log f) como se muestra

en la figura 2.13.

I i
107 10 10" 10° 10" 10 10° 10* 10

f1Hz

Figura 2.13. Representaciones graficas de impedancia.
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Un modelo de representacion de estos sistemas son los circuitos equivalentes de
Randles, el cual puede observarse en la figura 2.14 y reproduce bastante bien la
respuesta de un simple proceso de transferencia de carga con difusiéon de los
productos o reactantes o ambos a través de la interfase de la doble capa
electroquimica, donde Rct representa la resistencia a la transferencia de carga
qgue es inversamente proporcional a la densidad de corriente (jcor) COnectada en
paralelo con la capacitancia de la doble capa electroquimica (Cdl), Rs, es la
resistencia de la solucion, la cual contiene todas las resistencias ohmicas del
sistema (resistencia del electrolito, resistencia de la superficie, resistencia de las
conexiones, etc.) y zw es la impedancia de Warburg (ecuacion 13).

W =00 20— ) (13)

a) Cd!
{
RS
Rct
W=ow "2(1-j)
Z—Rs+ Ret + W
f+iecd Ret +W)]

Figura 2.14. Circuito equivalente de Randles (a) y su respuesta en el plano complejo (b) para un

proceso de corrosién controlado por transferencia de carga o difusion.

La difusién electroquimica crea una impedancia conocida como impedancia de
Warburg. Esta impedancia depende de la frecuencia y del potencial de

perturbacion. A baja frecuencia la impedancia Warburg es grande, pues los
reactantes pueden desplazarse lejos.?! La ecuacion 14 representa la impedancia

Warburg infinita, donde 1/ Yo es la impedancia cuando w=1rads s*~0.16 Hz. La
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impedancia Warburg infinita, es sélo valida cuando la capa de difusion es de
espesor infinito. Como este no es siempre el caso, es decir, si la capa de difusion
esta limitada, la impedancia a bajas frecuencias no obedece la ecuacion anterior, y
suelen utilizarse el Warburg finito y el Warburg poroso. El elemento Warburg finito
(ec. 15) describe un proceso a través de un medio donde una de las fronteras
obstruye las especies en difusion. El elemento Warburg poroso (ec. 16) describe la
difusibn en un medio donde una de sus fronteras impone un valor fijjo de

concentracion a las especies en difusién.?

Z= 1_ ................................................. (14)
Yoo/ )@
Z, = COt B/ J v, (15)
Yo/)
Z. = AN B[ J@ e, (16)
Yo /]

El elemento de fase constante (CPE), es un elemento que surgié como respuesta
a la desviaciéon respecto del comportamiento capacitivo ideal, de los sistemas
reales. Esta expresion matematica, se muestra en la ec. 17, y se observa que el
condensador es un elemento de fase constante cuando n=1 al igual que el
Warburg infinito cuando n= %. Para la mayoria de metales reales y electrodos
sélidos se tiene 0.9 < n < 1, y el CPE asemeja a un condensador, aunque el
angulo de desfase es algo menor que -90° a todas las frecuencias, y Co es la

capacitancia cuando w = 1rad s™, sélo en este rango de valores.?

Cuando se tiene una pintura o un polimero expuesto a un ambiente corrosivo la
mayoria de los investigadores concuerdan con la aplicacion de un circuito

equivalente como el de la figura 2.15.
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e Donde:

R.= Resistencia a la solucion.

= Capadtancia del recubrimiento.

— Ry~ Resistencia de los poros.

C~ Capadtancia de la doble capa elécirica.

R;= Resistencia a la polanzacion.

@ o Soim = Angulo de fase minimo ysu
frecuencia minima.

Figura 2.15. Diagrama tipico de EIS y su respectivo circuito equivalente (EEC) para un polimero.

Los cambios en la capacitancia Cc con respecto al tiempo de inmersion indican un
mecanismo de adsorcion de las moléculas de agua en el recubrimiento, Rpo
“resistencia de los poros” da informacion concerniente a la degradacion de las
propiedades protectoras del recubrimiento. Para el caso de una pelicula
homogénea sin defectos, Rpo es aproximadamente de 10® Q-cm?y el espectro de
impedancia muestra una constante de tiempo en todo el intervalo de frecuencia,
pero la presencia de defectos deterioran las propiedades protectoras del
recubrimiento y los diagramas de impedancia presentan dos constantes de tiempo
con un minimo en el angulo de fase (¢ min) a frecuencias intermedias que indican la
degradacion del recubrimiento en funcién del tiempo de inmersion (Rp, < 10° Q-
cm?). También se observa en estos diagramas que una segunda constante (Cdl)
es mas evidente conforme avanza el tiempo y la Rp disminuye a medida que

incrementa el area corroida, Acorr. 24

2.3.Polipirrol.

2.3.1. Polimeros conductores.

Durante los ultimos afios de investigacion se han desarrollado dos tipos de

materiales conductores electrénicos con matriz polimérica, los conductores
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extrinsecos y los intrinsecos. Los conductores extrinsecos con matriz polimérica
con materiales compuestos estan formados por un polimero, generalmente
termoplastico, y una carga: negro de humo, polvo metalico, hilos metalicos, etc.
Por encima de la concentracion de percolacion los caminos conductores
existentes a lo largo del material confieren conductividad electrénica. La matriz
polimérica permite procesar al material en operaciones industriales para conseguir

distintos tipos de productos y acabados.

Los conductores intrinsecos son materiales poliméricos cuyas moléculas son
capaces de conducir la electricidad y desde el primer reporte de conductividad
eléctrica en un polimero conjugado (poliacetileno) en 1977 por Shirakawa, Heeger
y MacDiarmid®®, el campo de los polimeros conductores ha atraido el interés de

miles de investigadores.

La posibilidad de combinacion de las propiedades de los polimeros organicos y las
propiedades de semiconductores ha sido la principal ventana de oportunidad para
varias aplicaciones, incluyendo recubrimientos antiestaticos y anticorrosivos,
sensores, baterias y super capacitores, luz emitida por diodos (LEDs), etc. Los
polimeros conductores pueden ser preparados por via quimica o polimerizacién
electroquimica; de las cuales la ultima es la generalmente preferida ya que provee
un mejor control de peliculas delgadas y morfologia, ademéas de polimeros mas

limpios comparados con la oxidacion quimica.

Las técnicas mas utilizadas para lograr la electropolimerizacion son: la
potenciostatica (potencial constante), galvanostatica (corriente constante) y
potenciodindmica (barrido de potencial, ej. voltamperometria ciclica). La
conductividad eléctrica es lograda en una pelicula de un polimero conductor por
oxidacion (p-dopaje) o reduccion (n-dopaje), respectivamente seguidas por la
insercion de especies anionicas 0 cationicas. Debido a los enlaces dobles
alternados con los enlaces sencillos de la cadena principal del polimero, las
especies cargadas formadas en el dopaje son capaces de moverse a lo largo de la
cadena de carbonos (deslocalizacion) permitiendo el transporte de electrones y de

esta manera se obtiene un material conductor eléctrico.
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Los polimeros conductores mas comunes son: poliacetileno, polipirrol (Ppy, Figura

2.16), politiofeno, polianilina, etc.

Figura 2.16. Molécula de Polipirrol (Ppy).

Métodos de sintesis se clasifican de acuerdo a su naturaleza:

a)

b)

d)

e)

Por sintesis directa. (método desarrollado por Shirakawa en 1971). La
pared interna de un recipiente de vidrio se recubre con un catalizador
Zieger-Natta. El paso de una corriente de acetileno da lugar a una pelicula
brillante de poliacetileno.

Por oxidacion quimica del mondmero. En una disolucion monomeérica se
aflade un oxidante cuyo potencial corresponda al potencial de oxidacién del
monémero: sales de Fe** en disoluciones de pirrol. Se forma un precipitado
negro de polipirrol. La presencia de otras sales mejora las propiedades del
polimero al favorecer su oxidacién reversible.

Por oxidacién electroquimica. Analoga a la oxidacién quimica. Ahora el
proceso es heterogéneo y se produce sobre el anodo de una celda
electroquimica que contiene un disolvente y una sal. Esta permite el paso
de corriente y favorece la oxidacion del polimero.

Por oxidacion en plasma. La generacion de un plasma inicia la
polimerizacion en la superficie sobre la que se proyecta.

A partir de precursores. Un polimero precursor, generalmente soluble, es
aplicado en la superficie deseada. Por calentamiento se descompone

dando una molécula gaseosa y un polimero conductor insoluble.
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La conductividad de un polimero neutro es baja (10”7 — 10° S.cm™). Al ser oxidado
la conductividad del material aumenta progresivamente hasta alcanzar 10-10™
S.cm™. La oxidacién supone la generacién de radical-cationes o dicatiénes a lo

largo de la cadena polimérica (Figura 2.17 ay 2.17 b.).

a) Radical cation

Figura 2.17. La oxidacion del Pirrol genera radicales cationes (a) o dicatidnes (b).

El principio de electroneutralidad de la materia se mantiene por incorporacion de
contraiénes (aniones) (A"). La oxidacién es un proceso progresivo (y reversible)
que da lugar a la formacion de un compuesto polimero-contraién de
estequiometria variable. La conductividad varia progresivamente con el grado de
oxidacion. Un solo material, cubre, de forma continua, un intervalo de

conductividades de 6 a 10 érdenes de magnitud.”

2.3.2. Caracteristicas generales del polipirrol.

Entre los numerosos polimeros conductores fabricados hasta la fecha, el polipirrol
(Ppy) es por mucho el mas estudiado. Las razones para el gran interés que ha
generado el Ppy son su facil oxidacion, la solubilidad de su mondémero en agua

ademas de ser comercialmente disponible. Por lo tanto, el Ppy presenta muchas
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ventajas incluyendo la estabilidad ambiental, buenas propiedades redox y la
habilidad de dar una alta conductividad eléctrica. Como resultados de esta
propiedad intrinseca, el Ppy ha dado muchas aplicaciones prometedoras
incluyendo baterias, super capacitores, (bio) sensores electroquimicos, textiles
conductivos, actuadores mecanicos, campos de interferencia electromagnética
(EMI), recubrimientos antiestaticos y sistemas dosificadores de farmacos. Las
propiedades intrinsecas del Ppy tienen alta dependencia con las condiciones de
electropolimerizacion, ya que para esto se requiere entender los diferentes pasos
involucrados en el mecanismo de electrodeposicion del polimero. Con este
conocimiento, se puede prever un mejor control para obtener peliculas de Ppy con

propiedades quimicas y fisicas mejoradas.

El Ppy se puede formar por métodos electroquimicos como son la
voltamperometria ciclica, cronoamperometria y cronopotenciometria, a través de
la oxidacion del monémero de pirrol (Py) en radicales catidnicos, estos atraen
electrostaticamente a los aniones presentes en solucién que dopan al polimero
induciendo con esto la formacion de cavidades apropiadas para ellos, en el anexo
A se discute el mecanismo de polimerizacion mas a detalle. La voltamperometria
ciclica es la mas utilizada para caracterizar la conductividad de las peliculas de
este polimero, este es el método de predilecto para estudiar la reversibilidad de la
transferencia de electrones debido a que la oxidacion y la reduccion puedes ser
monitoreadas mediante diagramas de corriente-potencial; otra técnica
electroquimica es la coloumetria, la cual mide la cantidad de electricidad
involucrada en el procesos de oxidacion, se sabe que la carga inicial para
polimerizar al mondmero y la carga involucrada en el proceso de dopaje permite la
estimacion del nivel de dopaje en el polimero conductor, que es usualmente entre
0.20 a 0.33 para el Ppy.

La cronoamperometria por su lado es un método que permite el estudio de la
cinética de la polimerizacion y especialmente en los primeros pasos. La

preparacion de peliculas en soluciones acuosas requieren una gran cantidad de
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sal para obtener un polimero con caracteristicas deseadas, como la conductividad;
la estabilidad del Ppy en solucion acuosa también depende del pH ya que este

puede sufrir protonacién y desprotonacién durante el proceso®’.

Una de las principales aplicaciones para el Ppy en el campo de la quimica
analitica es como membranas selectivas al idbn con el que se dopd. La selectividad
por este ibn aumenta en gran medida dado que al formarse el polimero se crea
una restriccion conformacional evitando asi la difusién de aniones interferentes
dentro del polimero. El desarrollo de los polimeros conductores como membranas

2834 3 jones permite en gran medida la miniaturizacién de los sensores

selectivas
quimicos, caracteristica Unica que permite construir sistemas de deteccion
portatiles que son excelentes para estudios en campo 0 para cuantificaciones in-

situ.

- |
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3. JUTIFICACION
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En México no se cuenta con reglamentos 0 normas propias para la determinacion
y cuantificacion de acetaminofén ya que por lo general se utilizan las referidas en
la USP. Dichas normas, ademas, requieren equipos costosos y/o un tiempo de
analisis muy alto, por lo que se hace necesario desarrollar técnicas alternativas
gue permitan la determinacion de acetaminofén de manera sencilla, selectiva, a un
bajo costo, tan exactas y precisas como las técnicas oficiales internacionales,

ademas de ser prometedoras para aplicarse en diferentes sistemas acuosos.

- |
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4. OBJETIVOS
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4.1.Objetivo principal.

Establecer un método de analisis voltamperométrico altamente selectivo mediante
la optimizacion de peliculas de Ppy dopadas con Act (Ppy-Act) para su

cuantificacion.

4.2.0bjetivos especificos.

e Encontrar las mejores condiciones para lograr la electrosintesis de
peliculas de las ppy-act usando métodos potenciostaticos vy
galvanostaticos.

e Optimizar las condiciones para la electrosintesis de las peliculas ppy-act
en cada uno de los métodos de electrosintesis, de acuerdo a la
sensibilidad.

e Encontrar los parametros fisicoquimicos y cinéticos que describen el
crecimiento de las ppy-act.

e Caracterizar las variables analiticas de la técnica voltamperométrica
usando el ppy-act optimizado.

e Realizar cuantificaciones de Act en muestras farmacéuticas comerciales

por el método propuesto.
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5. EXPERIMENTAL
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5.1.Equipos y reactivos.

Paracetamol (4-acetaminofenol) 98% marca Aldrich para la preparacion de
estandares, pirrol (Py) 98% marca Aldrich purificado por destilacion en atmdsfera
de Ny puro, cloruro de amonio granular 99.6% marca J.T. Baker, hidroxido de
amonio 29% J.T. Baker para la elaboraciéon del Buffer NH," - NH3, hidroxido de
sodio 99-100% marca Riedel-de Haén para imponer el pH, NaCl 99% marca
Aldrich como electrolito soporte, resina epdxica Araldit y catalizador HY, barras de
grafito 3mm de diametro 99.999% marca Sigma —Aldrich para los electrodos de
trabajo. Para la preparacion de soluciones se utilizd6 agua desionizada por un

sistema Milli Q (Millipore) con resistividad de 18.2 MQ cm.

Se utilizé una celda de tres electrodos: electrodo de trabajo de grafito de @ 3mm,
contraelectrodo de barra de grafito de @ 3 mm, electrodo de referencia de Ag/AgCI

con doble camisa Luggin (900200 Orion).

Las peliculas de Ppy fueron electrosintetizadas por cronopotenciometria. Todas
las técnicas electroanaliticas se realizaron utilizando un sistema electroquimico

BASI Epsilon de Bioanalytical Systems, Inc.

Estudios de Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) realizados con un
sistema electroquimico IM6-Zahner, proporcionado por el departamento de

materiales de la UAM-Azcapotzalco.

Las micrografias MEB fueron obtenidas por un microscopio de barrido electrénico
de alta resoluciéon JEOL 7600F de emisién de campo, proporcionado por el area

de quimica analitica de la UAM-Iztapalapa.

La validacion fue realizada mediante un equipo HPLC modelo Waters de Millipore

con detector UV a una absorbancia de 275 nm.
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5.2.Preparacion del electrodo.

El electrodo de trabajo se prepar6 con una barra de grafito de acuerdo a la figura
5.1, cortandola aproximadamente a 2.5 cm de largo e introduciéndola en una
punta de micropipeta de 100 pyL previamente cortada a una longitud de 2 cm, de
manera que sobresalgan 0.5 cm de la barra de grafito; posteriormente se prepara
una mezcla de resina epodxica Araldit - catalizador HY (proporcién 0.6 y 0.4
respectivamente) y se rellena la punta con la barra de grafito dentro evitando la
formacion de burbujas, se deja en reposo durante 24 horas a una temperatura de

45°C; de esta manera se tiene controlada el area de trabajo.

Araldit 60%

Curado
2.5 cm 2cm I 0.5 cm + durante
x3mm Y= catalizador 24 hrs.a
(%) HY 40% 45°C

Sl llloW o ©

Area de trabajo
3mm @

Figura 5.1. Diagrama de fabricacion del electrodo de trabajo con &area controlada a 3 mm de

diametro.

5.3.Metodologia.

Caracterizacion de sistemas: Para realizar la caracterizacion electroquimica de
los sistemas se prepara una solucion estandar de Act 0.01M; posteriormente se
realiza un estudio por voltamperometria ciclica para poder establecer si las
especies son electroactivas a los intervalos de potencial propuesto de -600 mV

hasta 800 mV en sentido anédico y una velocidad de barrido de 10 mV s™.
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En el caso del andlisis electroquimico del Ppy se prepara una solucién del
mondémero Py 0.1M con Act 0.01M en buffer de NH;*-NHz 1 M pH 10, y se realiza
de la misma manera un estudio por voltamperometria ciclica aplicando un barrido
en direccion anodica de -600 mV a 1200 mV, a una velocidad de barrido de 10

mVs™ y aplicando 6 ciclos.

Electrosintesis de peliculas de Ppy-Act. Se realiza la electrosintesis de Ppy
usando voltamperometria ciclica usando una solucion de Py 0.1M, con Act 0.01M,
observando una gran resistividad en el sistema. Debido a que el Act se requiere
en su forma anionica, se decide utilizar el buffer de NH4*-NH3 a un pH 10, ya que
el pKa del Act es 9.5; para asegurarse que la mayor parte de las moléculas de Act
se encuentre en su forma anionica se afiade NaOH para imponer un valor final de
pH de 12.5, esta vez observando un aumento de la corriente por cada ciclo
consecuente tanto en zona anddica como catddica, sin embargo la pelicula Ppy-

Act no alcanza a modificar en su totalidad la superficie del electrodo.

Tomando en cuenta lo anterior se prueba el crecimiento por medio de
cronoamperometria, en la misma solucion mencionada anteriormente se fija el
potencial, con ensayos a diferentes valores comprendidos en un intervalo desde
50 mV hasta llegar a un sobrepotencial de oxidacion de 1500 mV sin obtener una
superficie completamente modificada; posteriormente se realizan ensayos por
cronopotenciometria, en donde se fija una corriente de 1 mA en un intervalo de
tiempo de 2 minutos, logrando una modificacion completa de la superficie del
electrodo, hecho por el cual se elige esta técnica para realizar la electrosintesis del

polimero.

Uso de voltamperométrica de onda cuadrada para la cuantificacion de Act.
Con el material crecido mediante cronopotenciometria se propone una técnica
voltamperométrica de analisis considerando las propiedades del sistema, se
sugiere sumergir el material en una muestra problema que contenga una
concentracion conocida de Act, de forma que éste ultimo difunda selectivamente;

posteriormente sumergirlo en un electrolito soporte como el NaCl 0.1M y por
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medio de voltamperometria de onda cuadrada realizar un barrido anédico de -600
mV a 800 mV para registrar la oxidacion del Act que difundié dentro del material y
relacionarlo asi con la concentracion en las muestras problema. Posterior al
andlisis se propone realizar un tratamiento oxidativo por medio de
cronoamperometria para eliminar el Act que haya quedado dentro del polimero y
de esta manera “limpiar” para dejar disponibles de nuevo los sitios de

reconocimiento.

Obtencion de las mejores condiciones de crecimiento de las Ppy-Act
maximizando la sensibilidad voltamperométrica. Para obtener las mejores
condiciones de crecimiento se utiliza un método estadistico de optimizacion
(Método Box-Behnken), para lo cual se fijan como variables significativas de la
electrosintesis: concentracion de Py, concentracion del Act, tiempo y corriente
aplicada mediante cronopotenciometria, la optimizacién se aplica para maximizar

la sensibilidad del sistema.

Caracterizacion analitica de la respuesta voltamperométrica. Con la pelicula
de Ppy-Act electrosintetizada bajo las mejores condiciones de crecimiento se

realizara la caracterizacion analitica evaluando los siguientes parametros:

Sensibilidad (S): Se registra la corriente maxima de pico anddico a
diferentes concentraciones de Act en un intervalo de 1x10° M hasta 1x10™* M,
ajustando a una linea recta los resultados con tendencia lineal por minimos

cuadrados para obtener la pendiente correspondiente empleando el método

recomendado por la IUPAC.”

Limite de deteccidn: El limite de deteccidn de un procedimiento analitico
individual es la cantidad minima de analito en una muestra que puede ser

detectada pero no necesariamente cuantificada, expresada en la ecuacion 18:
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Donde Lg, es el limite de deteccion, ys es el valor de la ordenada y sy que se
define con la ecuacion 19, la cual estima los errores aleatorios en la direccion vy,
donde y; es la respuesta del instrumento, ¥ son los puntos sobre la recta de

regresion calculada correspondientes a los valores individuales de x.

_ 2i(Yi — i )2
S, _\/? ............................................ (19)

Limite de cuantificacién: El limite de cuantificacién de un procedimiento
analitico individual es la cantidad minima de analito en una muestra la cual puede
ser determinada con una adecuada precisién y exactitud®®. Se empleara la
ecuacion 20:

La=Y, +10S /oo (20)

Donde Lq es el limite de cuantificacion, ys es el valor de la ordenada y syx es la

desviacion estandar de y con respecto de x.

Reproducibilidad: Se electrosintetizé el Ppy en un electrodo de grafito bajo
las mejores condiciones de crecimiento al menos 10 veces, y se probo la
respuesta mediante voltamperometria de onda cuadrada en una curva de
calibracion. Para obtener la reproducibilidad se calculdé la desviacion estandar
relativa de las sensibilidades obtenidas con cada electrodo.

Repetitividad: Con un mismo electrodo modificado con Ppy
electrosintetizado en las mejores condiciones se realizaron al menos 10
calibraciones con estandares de Act y se calculo la sensibilidad para cada uno,
para obtener la repetitividad se calculé la desviacién estandar relativa de las

sensibilidades obtenidas.

Estudio de interferentes: Este estudio se lleva a cabo con soluciones de

Act a una concentracion fija de 1x10* M, y afiadiendo el interferente a una
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concentracion igual a la del Act (1x10™* M), o bien una concentracién 10 veces
mayor (1x10° M) y hasta 100 veces mayor (1x10? M), posterior se mide
nuevamente la corriente maxima de pico por medio de voltamperometria de onda
cuadrada y se calcula el error relativo maximo, midiendo por lo menos 3 veces

cada uno para tener validez estadistica.

Efecto del pH: Este estudio se lleva a cabo con soluciones de Act 1x10™*M
en NaCl 0.1 M como electrolito soporte y haciendo variar el pH por medio de HCl e
NaOH, en los siguientes valores de pH: 3, 5, 7, 10 y 11. Nuevamente haciendo
uso de la voltamperometria de onda cuadrada se mide la corriente de los

diferentes sistemas.

Caracterizacion fisicoquimica de la pelicula de Ppy-Act. Se realizaron estudios
de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) del electrodo modificado
con Ppy-Act electrosintetizado bajo las condiciones oOptimas. Se midié la
impedancia en tres sistemas a diferentes concentraciones de Act: 1x10™* M, 5x107
M y 5x10° M en un intervalo de frecuencias desde 8 MHz a 3 mHz, comparando
los resultados obtenidos con un electrodo sin tratamiento oxidativo y con un

electrodo con el tratamiento.

Estudio en muestras reales. Se pesan pastillas farmacéuticas de paracetamol
para determinar la masa real. De acuerdo al contenido de paracetamol reportado
en el marbete del medicamento, se pesa una masa de 0.0154 g y se lleva a un
matraz de 10 mL aforandolo con la solucién buffer propuesta para obtener una
concentracion 1x102 M, se sénica la solucién durante 10 min y se realizan
diluciones para obtener una concentracién final de Act 5x10° M. Se realiza una
curva de calibracion con estdndares de Act en un intervalo de concentraciones en
donde la concentracién de la muestra sea un punto medio. Se ajustan los datos a
una linea recta por minimos cuadrados para obtener la ecuacion de la misma. La
concentracion real de la muestra sera calculada sustituyendo la respuesta de la

muestra real en dicha ecuacion.
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Para muestras mas complejas se realizara el mismo procedimiento para obtener la
solucién de paracetamol a una concentracién de 5x10™ M, y la concentracion sera
calculada por medio de una calibracion por adicion patrén, en una celda que
contenga la muestra problema a la concentracion mencionada y se hardn 10
adiciones de 10 pL del estandar de Act 1x10? M y se medira la respuesta por
medio de voltamperometria, en este caso debido a la presencia de otras especies
en la solucion, serd necesario integrar el area bajo la curva para relacionar la
carga (Q/mC) vs. concentracion, estos datos se ajustaran a una linea recta por
minimos cuadrados y la ecuacién obtenida sera utlizada para calcular la
concentracion de la muestra real.

Se realiza un andlisis t de student a un nivel de confianza de 95% para descartar
la existencia de diferencias significativas entre las concentraciones calculadas y

las reportadas por los fabricantes.

Validacién del método: ElI método fue validado por el método oficial 2A00710 de
la USP* utilizando HPLC con una columna C18, 5 micron poro pequefio (0.46x15
cm), eluyente agua: metanol: acido acético glacial (69:28:3), flujo: 2.0 mL/min,

inyeccion 10 pL con detector UV absorbancia 275 nm a 45°C.
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6. RESULTADOS Y
DISCUSIONES
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6.1.Caracterizacion electroguimica de los sistemas.

Por medio de voltamperometria ciclica en un estandar de Act 1x10% M tanto en
electrodos de grafito y electrodos modificados con Ppy-Act, es posible observar
que el Act es electroactivo en el intervalo de potencial propuesto, es decir, en un
barrido de potencial en direccibn anddica de -600 mV a 800 mV partiendo el
potencial de corriente nula. Como se puede observar en la figura 6.1, en el estudio
realizado con una barra de grafito se observan 3 procesos de oxidacién a
diferentes potenciales: (a) -150 mV, (b) 200 mV y (c) 650 mV, siendo la onda
anddica (b) la mas intensa, a la cual se le atribuye la sefial de oxidacion del Act y
la sefial a) posiblemente al p-aminofenol como producto de oxidacion del Act. Con
el barrido ahora en sentido catddico se observan 2 procesos de reduccién: a (d) 70
mV y a (e) -190 mV. Realizando el mismo estudio pero ahora utilizando un
electrodo modificado por cronopotenciometria bajo las condiciones mencionadas
en el apartado 5.3, es decir, Ppy-Act en la misma soluciéon de Act 0.01 M, se
pueden observar 2 procesos de oxidacion al realizar el barrido en sentido anddico
uno a (f) -100 mV y otro a (g) 269 mV, de los cuales la sefial mas intensa
corresponde al Act, la cual ahora se presenta a potenciales mas anddicos, esto
posiblemente a que el Act al estar dentro de la pelicula requiere mayor energia
para ser oxidado. Al realizar el barrido en sentido catédico se observan los 2
procesos, uno a (h) 60 mV y otro a (i) -200 mV.

Los procesos mencionados anteriormente estan regidos por la siguiente reaccion
redox, en donde el acetaminofén se oxida a benzo-p-quinona-imina y este a su

vez se oxida al producto final p-aminofenol:

Act <> BPQI +2e” +2H"
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Figura 6.1. Voltamperograma ciclico de Act 1x10M en buffer de NH,*-NH; 1M a pH 10, barrido de
potencial en sentido anddico de -600 mV a 800 mV, velocidad de barrido 10 mVs™, 1 ciclo, ondas
anddicas (a-c) y catddicas (d-e) corresponden a un electrodo de grafito, ondas anédicas (fyg) y

ondas catddicas (h-i) son obtenidas en un electrodo de grafito modificado con Ppy-Act.

El voltamperograma ciclico realizado para la electrosintesis del Ppy se observa en
la figura 6.2, para lo cual se realizdé un barrido anddico de potencial desde -600

hasta 1200 mV, con una velocidad de barrido de 10 mVs™ y durante 6 ciclos. A
diferencia del sistema anterior en este voltamperograma se observa una onda de

oxidacion bien definida a un potencial de 730 mV, la cual es atribuida a la

oxidacion del Py y los oligémeros solubles.

A pesar de lo que se observa en el voltamperograma fisicamente se puede

observar que no se modifica por completo la superficie del electrodo, aun y cuando
se eleve el numero de ciclos en la voltamperometria ciclica. En vista de lo anterior

fueron probadas otras técnicas de electrosintesis como la cronoamperometria y la

cronopotenciometria, siendo ésta ultima la que dio los mejores resultados.
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Figura 6.2. Voltamperogramas ciclicos de Act y Py; Act 0.01 M en buffer de NH,-NH;z a pH 10
electrodo de grafito libre y grafito modificado con Ppy 0.1M con Act 0.01M, E de -600 mV a 1200

mV en sentido anédico, velocidad de barrido 10mVs"1, 6 ciclos.

6.2.Electrosintesis de peliculas de polipirrol-acetaminofén.

Como se mencioné en la secciébn anterior se realizaron por medio de
cronopotenciometria ensayos preliminares modificando los valores de las
diferentes variables cronopotenciométricas de las que depende la electrosintesis
del Ppy-Act:

e Corriente: Se realizaron experimentos aplicando corrientes en un intervalo
de 100 pA a 4 mA, de los cuales solo en el intervalo de corriente de 2-4 mA
fue posible observar fisicamente el crecimiento de la pelicula debido a un
cambio de coloracion en la superficie del electrodo, es decir, del color
normal del grafito gris opaco a negro brillante caracteristico del polimero.

e Tiempo: Los ensayos fueron llevados a cabo en el intervalo de tiempo

desde 1 minuto hasta 15 minutos.
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e Concentraciones: Se realizaron ensayos en intervalos de concentraciones
de Py de 0.1 a1 M y Act de 1x10* a 1x10? M; observando una dificil
disolucion del Py a concentraciones 1 M,

e pH: Se realizd un estudio de pH y su efecto en el crecimiento del polimero,
tomando en cuenta que el pKa del Act es de 9.5, se espera tenerlo en su
forma anidnica por encima de este pH. Al trabajar el Act en un sistema Py /
Act / NH;"-NHs pH 10 y llevandolo hasta pH 12.5 por NaOH se garantiza el

crecimiento de la pelicula con Act.

6.3.Propuesta de wuna técnica voltamperométrica para cuantificar

acetaminofén.

Se propone el uso de la voltamperometria de onda cuadrada debido a su

eficiencia para observar sefiales faradaicas y la disminucién de ruido.

Por sus caracteristicas y por lo reportado en la literatura, las peliculas de Ppy son
un sistema altamente selectivo hacia el ion dopante, siendo este capaz de difundir
dentro de la pelicula. Considerando esta propiedad en esta investigacion se
propone utilizar el Ppy para preconcentrar Act proveniente de la muestra dentro de
la matriz polimérica y su posterior oxidacion por voltamperometria de onda
cuadrada en un medio limpio para registrar el maximo de corriente de la onda de
oxidacion del Act, esperando encontrar una relacion entre la corriente y la

concentracion del analito en la muestra.

Los ensayos entonces se llevaron a cabo sumergiendo el electrodo modificado
con Ppy-Act en una muestra problema que contenia Act a una concentracion entre
1x10° M a 1x10? M pH 10 durante 2 minutos con agitacién; posteriormente se
sumergio en un electrolito soporte de NaCl 0.1M para realizar un barrido de
potencial para oxidar el Act que haya quedado dentro del materia, el barrido se
realizd en sentido anddico de -600 mV a 800 mV, asi mismo se realizé una

optimizacion puntual de los parametros: pulso de potencial, frecuencia y amplitud
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hasta obtener los valores de 30 mV, 10 Hz y 250 mV respectivamente, los cuales
permitieron presentar la onda de oxidacion mejor definida . Como se observa en la
figura 6.3 existe una dependencia de la corriente maxima de pico con la

concentracion del ion con el que fue dopado el polimero.

4.30

3.80

3.30

2.30
= = Act 4x10-6 M
== Act 4x10-5M
===+ Act 4x10-4 M
------- Act 4x10-3 M
— Act 1x10-2M

1.80

1.30
-600 -400 -200 0 200 400 600 800

Figura 6.3. Voltamperometria de onda cuadrada, con carga de analito durante 2 minutos en
estandar de Act desde 1x10°® hasta 1x10°M, pulso de potencial 30 mV, amplitud 250 mV,
frecuencia 10 Hz, barrido de potencial en sentido anédico -600 a 800 mV.

El tiempo de preconcentracion, en el cual se espera que el analito difunda dentro
de la pelicula, fue estudiado realizando ensayos desde 1 minuto hasta 20 minutos,
sin observar una diferencia en la intensidad de corriente posterior a los 2 minutos

de carga.

Debido a que en la literatura se tienen reportados trabajos para la determinacion
de acetaminofén por medio de diferentes electrodos, como es el caso del carbon
vitreo; se estudia la viabilidad utilizando un electrodo de grafito sin modificar, para
llevar a cabo estas pruebas se realizaron calibraciones con diferentes
concentraciones de paracetamol por diluciones de la muestra comercial. La

respuesta se registra por voltamperometria de onda cuadrada y como se observa
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en la figura 6.4, hay dos procesos de oxidaciébn con solapamiento de los picos
anodicos, por lo cual no es posible distinguir la onda de oxidacion del
acetaminofén para su cuantificacion, informacion que nos da la pauta para seguir
con las pruebas de optimizacion de método bajo condiciones de modificacion
superficial del electrodo.

7.00

6.00

5.00

4.00 — -Act Se-6M

= - =Act le-5M
====Act S5e-5M

i/mA

3.00
seerees Act 7e-5M

Act le-4M
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1.00

Figura 6.4. Calibracién de muestra A por adicién patrén en electrodo de grafito sin modificar,
Voltamperometria de onda cuadrada, pulso de potencial 30 mV, amplitud 250 mV y frecuencia de
10 Hz.

6.4. Obtencion de las mejores condiciones de electrosintesis de la
pelicula de polipirrol-acetaminofén.

De acuerdo a los estudios previos descritos en la seccion 6.2 se toman los valores
de las variables enlistadas para maximizar la respuesta del material crecido por
cronopotenciometria en términos de la sensibilidad, para lo cual se utiliz6 el

método estadistico Box-Behnken para obtener las condiciones a las cuales se
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observa la mejor sensibilidad como respuesta mediante voltamperometria de onda

cuadrada.

Tabla 1: Intervalo de valores empleados en cronopotenciometria para la

electrosintesis de Ppy dopado con Act.

VARIABLE INTERVALO
BAJO ALTO
i/ mA 2 4
[Pyl /M 0.1 0.8
[Act] / M 1X10*  1X10?
Tiempo / min 1 15

Tomando estas cuatro variables se realizaron 27 experimentos de acuerdo a la

ecuacion 21:

Donde N es el numero de experimentos, k es el nimero de factores y Cy son los

puntos centrales.

De los ensayos realizados bajo las condiciones descritas por medio de éste

método se llegd a la ecuacion de superficie de respuesta resultante (22).

y = 2877.41+ [Py](1267.76) + [ Act](~239825) + i(~1168.23) + t(~63.06) + [Py]* (~1484.55) +
[Act]? (~6938154) +i2(241.06) +t°(3.23) + [Py][ Act](386246) + [Py]i(~449.83) + [Py]t(=79.71) +
[Act]i(~1476.58) + [Act]t(14241.7) +it(0.62)

En la expresién anterior se observa que el factor de la electrosintesis con mayor
impacto en la sensibilidad es la concentracion del Act, asi mismo se espera llegar

a una sensibilidad deseada de 0.435 mA con una correlacion r?= 0.99.
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De acuerdo al método Box-Behnken la mejor sensibilidad obtenida se logré

utilizando las siguientes condiciones de crecimiento enlistadas en la tabla 2:

Tabla 2. Condiciones Optimas para la electrosintesis de Ppy-Act.

Variable Valor
optimo

[Act] 5.05 mM

[Py] 100 mM

[ 4 mA

t 8 min

Es interesante resaltar que al realizar pruebas consecutivas con el material crecido
en las condiciones éptimas, se observé un aumento progresivo en la sensibilidad
de experimento a experimento hasta alcanza un valor constante a partir de la
sexta calibracion; lo que sugiere que la pelicula se modifica progresivamente al
someterla a los potenciales de oxidacion mejorando la difusion del Act a través del

Ppy hasta un momento limite.

6.5.MICROSCOPIA DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM)

Con el propésito de estudiar la morfologia del material polimérico crecido se
realizaron micrografias por Microscopia de Barrido Electronico (SEM).

En la figura 6.5a se observa el Ppy crecido sobre la superficie del electrodo
magnificando la imagen a 110X, donde se observa un crecimiento para el polimero
en forma laminar, lo que queda mas claro al magnificar la imagen hasta 4000x y
visualizando una escala de 1 um (figuras 6.5b). Con la figura 6.5c es posible
comparar el electrodo modificado contra una superficie de grafito sin modificar.
Cabe destacar que el crecimiento normal del Ppy es en forma granular®® en
contraste con el presente trabajo donde se observa un crecimiento laminar, esto

posiblemente se debe a que el crecimiento granular se observa en general
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empleando cronoamperometria y en el caso de este trabajo se electrosintetiza

usando cronopotenciometria.

10pm UAM-I 4/8/2010
15.0kV SEI L WD 15.0mm 6:31:37

Figura 6.5. Microscopia de barrido electrénico (SEM usando una aceleracion de 15 kV), a)
Electrodo de grafito modificado con Ppy-Act, escala 10 um, b) Electrodo de grafito modificado con
Ppy-Act, escala 1 um y c¢) Electrodo de grafito sin modificacién, escala 1 um.

6.6. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS)
6.6.1. Analisis de las Ppy-Act sin fase de pretratamiento.
Con la finalidad de evaluar algunas de las propiedades electroquimicas y
fisicoquimicas de la pelicula de Ppy-Act tales como: la resistencia a la
transferencia de carga, la conductividad, asi como el coeficiente de difusién de los
iones Acetaminofén (Act) dentro de la matriz polimérica, se realizan espectros de

impedancia electroquimica y se ajustan a modelos teéricos no lineales®’.

Para realizar estas pruebas fue necesario preparar estandares de Act a tres
concentraciones: 1x10™, 5x10° y 5x10° M. Para cada sistema se obtuvo el

espectro de impedancia con un intervalo de perturbacion a frecuencias desde 8
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MHz hasta 3 mHz, aplicando un pulso de potencial de 10 mV a partir del potencial
de corriente nula de -120 mV, frecuencia de 1 KHz a 1 conteo de 6 a 8 pulsos por
década y de 4 a 6 medidas por periodo; cabe mencionar que entre cada
experimento consecutivo no se realizé ninguna limpieza de Act dentro del polimero

(seccion 5.3).

En la figura 6.6 se muestran los diagramas de impedancia en la representacion de
Nyquist (Zrea VS. Zimaginaria) Obtenidos para cada una de las concentraciones de Act
estudiadas, donde la figura a) corresponde al intervalo de impedancia completo y
el diagrama b) a un intervalo mas pequefio para poder observar el proceso de
difusion y capacitancia . Estos diagramas de impedancia indican por lo menos dos
mecanismos que ocurren durante el tiempo de exposicion en la soluciéon de
prueba: uno relacionado a las caracteristicas eléctricas de la membrana de pirrol
visualizado por formacién de un semicirculo muy bien definido a altas frecuencias,
un segundo mecanismo relacionado con la transferencia de carga seguido de un
proceso difusivo, el cual se manifiesta por una linea recta con un angulo de 45° a
muy bajas frecuencias, este hecho indica que hay un proceso de difusién de los

iones a través de la matriz polimérica de Act.
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Figura 6.6. Diagrama de Nyquist para el electrodo modificado con Ppy-Act a diferentes
concentraciones de Act: 5x10°M, 5x10°M y 1x10™M:; figura a) intervalo de Zreal completo y figura

b) es un acercamiento en un intervalo 0 a 200 Ohms.

Por otro lado, la figura 6.7 es una representacion del diagrama de Bode obtenido
para las mismas concentraciones, en el cudl se observan de igual forma los tres
procesos descritos anteriormente, los cuales pueden ser representados por un
circuito eléctrico equivalente con dos constantes de tiempo mas un elemento

difusivo.

Para la primer parte o constante de tiempo se observa una caida en el angulo de
fase e impedancia a altas frecuencias, correspondiente a la presencia del
polimero. Conforme disminuye la frecuencia, se observa un aumento en la
impedancia debido probablemente la capacitancia de la doble capa electroquimica
en la interfase electrodo-polimero y la resistencia a la transferencia de carga en la
superficie del electrodo de grafito, posteriormente se observa otro aumento en el

angulo de fase, lo que esta asociado a un proceso difusivo.
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Figura 6.7. Diagramas de Bode a diferentes concentraciones de Act (5x10°M, 5x10°M y 1x10™M)

para el polimero Ppy-Act que modifica el electrodo de grafito.

Para el ajuste tedrico de los resultados experimentales mencionados
anteriormente, se propone Yy utiliza el circuito eléctrico equivalente mostrado en la
figura 6.8, que incluye: la resistencia de la solucion (Rs), un elemento de fase
constante de la pelicula del polimero (CPEpyy), la resistencia del polimero (Rc), un
elemento de fase constante de la doble capa electroquimica (Cdl), la resistencia a
la transferencia de carga (Rtc) y la impedancia de Warburg del polimero (Zw). En
este circuito se consideraron elementos de fase constante (CPE) en lugar de
capacitores, con la finalidad de tomar en cuenta la rugosidad de la superficie del
electrodo. La impedancia total del sistema estudiado se determina mediante la

siguiente expresion matematica (23).

R
Poy + Rt (23)

Z =R
1+(jo Ry -Cop, f 1+ Q(j00) " o j)

+

sol

En la ecuacién anterior Q es una constante de dimensiones Qcm?s™®™ que se
relaciona con la capacitancia del electrodo, el exponente n en el CPE toma valores
de 1 a 0 siendo n=1 para un capacitor ideal, n=0 para una resistencia y n=-1 para

el caso de un inductor; es necesario comentar que un sentido fisico de este
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elemento no es muy claro. El término j es el nUmero imaginario (j=-/~1) y w es la

frecuencia angular (w=2tf), f es la frecuencia.

| | Cdlppy

Rppy
Rs

CPE cdl

Doy Ny
o

Rtc

Warburg

Figura 6.8. Circuito eléctrico equivalente propuesto para simular los diagramas de impedancia

experimentales.

La figura 6.9 compara las mediciones de impedancia experimentales con las
obtenidas por el ajuste no lineal con el circuito equivalente propuesto, de igual
manera para el caso de la figura a) se muestra un intervalo de impedancia
completo y la figura b) corresponde a un intervalo mas pequefio para poder
observar los procesos de difusion y capacitancia;, los mejores parametros

obtenidos del ajuste se muestran en la tabla 3.

- |
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Figura 6.9. Diagrama de Nyquist representativo obtenido para la pelicula de Ppy-Act en una

solucién de Act 5x10”° M. La linea sdlida en lo diagrama fue obtenida por un ajuste no lineal de los

datos experimentales con el circuito equivalente propuesto.

Tabla 3. Parametros electroquimicos obtenidos para el electrodo modificado con

Ppy-Act mediante el ajuste del circuito equivalente.

CgHgNO, OoCP Cc Rc n Cdl Rct n W ) D
M [mV] [Flem®] [Q-cm?] [Flcm?]  [Q-cm?] [S-sec™  [cm®s™]
5x10° 2124 2.79x10° 561 1  6.38x10" 2168.46 0.72 1.41x10* 5.637x10°
5x10° -67 5.35x10° 4.34 1 3.5x10* 3411.01 0.75 9.98x10° 2.824x10°
1x10™ -56 8.00x10° 4.62 1 3.2x10* 729285 0.68 8.31x10° 5.109x10°
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Se aprecia que el valor de la resistencia de la pelicula de Ppy-Act, Rc, disminuye
mientras el valor de la capacitancia, Cc, aumenta al aumentar la concentracion del
ion Act. Esto ultimo indica que a medida que aumenta la concentracion de iones

en el medio la conductividad de la pelicula aumenta.

El coeficiente de difusion D se puede obtener a partir de la ecuacion 23:

D— RT

2AF ZGWC

Donde D es el coeficiente de difusién del ion Act (cm? s), A es el area del
electrodo (7.068x102 cm?), Zw es el coeficiente de impedancia de Warburg (Q cm?
s'?), C es la concentracién del Act (mol/cm®), R es la constante de gas ideal

(8.314J K* mol™®) y F es la constante de Faraday (96485.339 C mol™).

El coeficiente de difusion del ion Act calculado disminuye conforme la
concentracion de Act aumenta, esto posiblemente se deba a que conforme
aumenta la concentracién de iones van saturando los sitios disponibles para que

estos puedan difundir.

6.6.2 Analisis de las Ppy-Act con fase de pretratamiento.

Se realizaron espectros de impedancia a los sistemas de Ppy-Act a las mismas
condiciones experimentales descritas en la seccién 6.6.1, pero ahora aplicando la
fase de pretratamiento entre cada experimento. Los resultados de estas pruebas
se pueden observar en los diagramas de Nyquist representados en la figura 6.10
en los cuales se observa el mismo efecto de difusion que en las pruebas

anteriores.
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Figura 6.10. Diagrama de Nyquist para el electrodo modificado con Ppy-Act a diferentes
concentraciones de Act: 5x10°M, 5x10°M y 1x10™M, aplicando pretratamiento oxidativo
entre cada experimento.

En la figura 6.11 se presenta el circuito eléctrico equivalente propuesto para estas
pruebas, el cuél cabe resaltar que cumple con el mismo modelo propuesto en las
pruebas sin fase de pretratamiento; los resultados experimentales ajustados a este

circuito se pueden observar en la figura 6.12.
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Figura 6.11. Circuito eléctrico equivalente propuesto para simular los diagramas de impedancia
experimentales.
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Figura 6.12. Diagrama de Nyquist representativo obtenido para la pelicula de Ppy-Act en una

solucion de Act 5x10™° M con fase de pretratamiento. La linea solida en lo diagrama fue obtenida

por un ajuste no lineal de los datos experimentales con el circuito equivalente propuesto.
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Los mejores parametros obtenidos del ajuste no lineal se muestran en la tabla 4,
cabe mencionar que para la concentracidon mas baja de Act no se pudo calcular un
coeficiente de difusion, como se vera mas adelante, esto coincide con el limite de
deteccion voltamperométrica de la pelicula, por o que puede presumirse que a

estas concentraciones no es posible observar la difusion en Impedancia.

Tabla 4. ParAmetros electroquimicos obtenidos para el electrodo modificado con

Ppy-Act mediante el ajuste del circuito equivalente, aplicando pretratamiento

oxidativo.
CgHoNO, OoCP Cc Rc Cdl Rct n Zw , D
[M] [mV] [Flcm® [Q-cm? [Flcm®  [Q-cm? [S-sec™  [cm?s™]

5x10° 57 2.10x10° 10.68 32107 630678 0.85 ] -
5x10° 111  2.00x10° 649  3.5x107 3842.16 078 4.15x10*  4.88x10"
1x10" 48 1.74x10° 897 32x10° 396585 076 4.71x10*  1.57x10°

Se puede apreciar el mismo efecto en el valor del coeficiente de difusién que para
el sistema estudiado en la seccién 6.6.1, el cual es directamente proporcional a la
concentracion e inversamente a la resistividad. En el caso de la capacitancia, Cc,
ésta se mantiene practicamente constante en cada experimento, esto
posiblemente se debe a que al realizar el pretratamiento oxidativo se limpia el
polimero de los iones de Act, dejando nuevamente todos los sitios de
reconocimiento libres. La anterior hipotesis podria también explicar el aumento del
coeficiente de difusion pues, al aumentar el gradiente, se esperaria que los iones

difundieran de mejor forma a través de la pelicula.

Cabe mencionar que dichos estudios han sido realizados en su mayoria para el
analisis de corrosion en diversos materiales, siendo esta la segunda propuesta
para la evaluacion de coeficientes de difusidon en matrices poliméricas, la primera
propuesta fue realizada por Licona T.J. y colaboradores, de este mismo grupo de
trabajo.
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6.7.Caracterizacion analitica.

6.7.1. Sensibilidad, limite de cuantificacion y limite de deteccién.

La caracterizacidon analitica de la respuesta voltamperométrica usando el electrodo
modificado con las mejores condiciones encontradas en el apartado anterior y
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.3 se obtuvo la curva de
calibracion relacionando corriente vs concentracion de Act en la muestra,
ajustando los datos a una linea recta por minimos cuadrados, como se observa en
la figura 6.13; de las cuales es posible observar que el electrodo modificado
presenta un comportamiento muy similar a un biosensor, encontrando dos
intervalos lineales, por lo que es posible cuantificar a concentraciones bajas (figura
6.13b) y altas (figura 6.13a), para cumplir el objetivo del presente trabajo se decide

utilizar el intervalo a concentraciones bajas y con la pendiente mas grande.

Los resultados para el ajuste son enlistados en la tabla 5 y se comparan con otros

trabajos reportados en la literatura.

0.16
0.14
0.12 |
0.10 -
« *
£ 0.08 |
]
0.06 -
0.04
0.02 -

0.00 ‘ . . ‘ |
0.0000  0.2000 0.4000 0.6000  ©0.8000 1.0000

[Act]/mM

Figura 6.13a. Curva de calibracion obtenida al aplicar el método propuesto mostrando dos
intervalos lineales, relacionando la corriente (i) con la concentracion mediante SWV, con un pulso
de potencial= 30 mV, Amplitud= 250 mV y Frecuencia= 10 Hz; m=0.264 mA-mM™.
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Figura 6.13b. Curva de calibracién obtenida al aplicar el método propuesto mostrando intervalo
lineal a bajas concentraciones del analito, relacionando la corriente (i) con la concentracion
mediante SWV, con un pulso de potencial= 30 mV, Amplitud= 250 mV y Frecuencia= 10 Hz;

m=0.264 mA-mM™.

Los resultados obtenidos en algunos casos mejoran el intervalo lineal y la
sensibilidad en términos de la pendiente para los trabajos reportados con
electrodos de carbén vitreo como es el caso de Solomon y col. 8 electrodo de
| 39 y

electrodo de grafito de lapiz modificado con Ppy empleado por Sahin y col.’ Los

pasta de carbén modificado con ZrO, utilizado por Mazloum-Arkadani y co

cuales presentan un mejor limite de deteccion en el orden de concentraciones de
1x10” M, no obstante siendo el mismo método empleado para calcularlo, la linea
base en estas investigaciones no presenta efecto matriz como en el presente

trabajo, como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacion analitica del método empleando un electrodo modificado

con Ppy-Act bajo las mejores condiciones de electropolimerizacion.

Pardmetro analitico  Este trabajo Electrodo de Electrodo de Electrodo
Electrodo carbén vitreo® pasta de modificado
modificado carbén con  con Ppy-Act

con Ppy-Act Zro,%* (punta de

lapiz). ©°

r’ 0.98 0.98 0.99 0.99
Sensibilidad/ 0.264+0.016 -0.085
mA.mM™
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Limite de 5.75x10° 9.12x10”’ 7.9x10”
deteccién [M]
Limite de 8.09x10°
cuantificacion [M]
Intervalo lineal [M]  8.09x10® a 1.5x10* a 1x10° a 2.5 5x10° a
2.5x10™ 6 x10* x103 5x10™

6.7.2. Efecto del pH.

Siguiendo con la caracterizacion analitica del electrodo modificado con Ppy-Act se
realiz6 un estudio del efecto del pH en la altura maxima de pico anddico asociada
a la oxidacion del Act, obteniéndose los resultados que muestran en la tabla 6.
Como se puede observar, la corriente llega a un maximo a pH 10, que coincide
con el pH propuesto desde el inicio de este trabajo; a pH’s mas altos la corriente
disminuye drasticamente, esto se puede deber a que a estos pH’s la pelicula
comienza a degradarse y se pierden los sitios de reconocimiento del Act aunado al
hecho que a estos pH’'s se tiene una concentracion de iones OH™ muy alta

compitiendo con los iones de Act.?’

Tabla 6. Corriente maxima de pico anédico a una concentracion de Act 1x10* M a

diferentes pH’s.

pH i/mA
3 231
5 4.07
7 4.23
10 4.42
11 1.73

- |
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6.7.3. Efecto de interferentes.

De acuerdo a lo descrito en la seccion 5.3, se realiza un estudio del efecto de
algunos interferentes encontrados comunmente en agua, algunos de los cuales no
son electroactivos en el intervalo anddico utilizado como los iones nitrato, sulfato,
bicarbonato, acetato, fosfato, fldor, cloruro, glucosa y SDS, este ultimo usado
como excipiente en comprimidos farmacéuticos. En la tabla 7 se presentan los
resultados al medir los sistemas por triplicado en términos del error relativo
maximo, obteniendo valores no mayores al 5% en todos los casos, a una
concentracion de los interferentes 100 veces mayor comparandola con la del Act.
Se corrobora entonces que efectivamente la pelicula es altamente selectiva al
Act.

Tabla 7. Error relativo maximo de la corriente de pico anddico del Act a una

concentracién 1x10™ M en presencia de interferentes a concentracién de 1x1072 M.

Interferente % Max. Error
relativo

NO3 2.10
S0,? 4.39
HCO3 5.80
AcO 0.29
H,PO, 1.99
HPO,? 4.26
F 243
Cr 4.47
Glucosa 1.34
SDS 2.71
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6.8.Estudio en muestras reales.

El analisis en muestras reales se realiz6 como se explica en la seccién 5.3, en dos
tipos de medicamentos comerciales: uno de paracetamol Gl (muestra A) y otro de
paracetamol compuesto con amantadina y clorfenamina (B), las cuales reportan
en su empaque un contenido de paracetamol equivalente al 84% de 500 mg y al

90% de 300 mg respectivamente.

Se utilizaron curvas de calibracion con estandares a diferentes
concentraciones de las muestras comerciales para realizar la determinacién del
acetaminofén, tomando en cuenta una concentracion real de 5.23 (+0.06) x10™° M
para la muestra de paracetamol y 5.08 (+0.05) x 10 M para el paracetamol
compuesto, las cuales fueron obtenidas por HPLC de acuerdo al método oficial
2A00710 de la USP*. Fue calculado el andlisis t de student para contrastar la
concentracion calculada con la concentracion real, del cual los valores obtenidos
son presentados en la tabla 8, ti=3.18 y 4.3 respectivamente, te,=2.61 y 1.44,
n=4 y n=3 respectivamente; con lo que se demuestra que para todas las muestras

analizadas no hay diferencia significativa entre ambas concentraciones.

Tabla 8. Resultados obtenidos de la determinacion de Act en muestras reales
preparadas a una concentracion de 5x10° M de acuerdo a informacién del

marbete. Analisis t de student considerando el 95% de nivel de confianza.

Muestra Concentracion Concentracion texp  torit
experimental/M HPLC/M

Paracetamol Gl 5.2 (+ 0.01) x10°  5.23 (+ 0.06) x10> 2.23 3.18

Paracetamol 5.13 (+ 0.05)x10°  5.08 (+ 0.05)x10° 1.44 4.30

compuesto
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7. CONCLUSIONES
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Sin duda se tiene una propuesta de una técnica reproducible, de menor
costo y que hasta el momento ha mostrado mejores limites de deteccion y

cuantificacion que en otros trabajos reportados usando carbon vitreo.

El estudio de la respuesta a pH’s 3, 5, 7, 10 y 11, demuestra el acierto de que a

pH 10 se observa una altura maxima de corriente de pico anodico.

Usando concentraciones de interferentes en la solucion de carga hasta 100 veces
mayor con respecto a la concentracion mas alta de Act, no se observaron errores
significativos en la intensidad de la onda anddica del Act, lo que comprueba la alta

selectividad del material usado.

Los estudios de espectroscopia de impedancia electroquimica corroboran la teoria
de un proceso difusivo por parte del ion Act dentro de la pelicula polimérica de
Ppy, evidenciando un aumento en la capacitancia, disminucion de la resistencia
asi como del coeficiente de difusién dado por el aumento en la concentracién de

iones en el medio.

Las micrografias por SEM demuestran sin duda una ventana de estudio para la
morfologia y crecimiento de Ppy mediante un régimen galvanostatico y su efecto

directo en la sensibilidad de reconocimiento al idbn con el que se ha dopado.
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9. ANEXO: MECANISMO DE POLIMERIZACION DEL POLIPIRROL

El mecanismo de electropolimerizaciéon es un tema controversial ya que hay un
gran numero de mecanismos propuestos hasta la fecha. Una de las principales
dificultades encontradas en la determinacion de los diferentes pasos de la
reaccion es la rapidez de la polimerizacion. En adicidn, la insolubilidad del Ppy en
conjunto con su naturaleza no cristalina hace de esta estructura una dificil

caracterizacion y analisis de propiedades fisicas.

El mecanismo descrito por Diaz y sus colaboradores? es el mas encontrado en la
literatura. Waltman y Bargon® han confirmado este mecanismo por estudios
tedricos basados en la correlacién entre la reactividad y la densidad del electron

no apareado del radical cationico.

Etapas de la reaccidon. Este mecanismo comienza con la transferencia de

electrones (E) seguida por una sucesion de reacciones quimicas (C) y reacciones
de transferencia de electrones. El término E(CE)n es una extension del termino
ECE comunmente usado para describir todas las reacciones involucradas en la

formacion de la pelicula®.

El mecanismo puede ser descrito por los siguientes pasos:

Paso 1. Este paso implica la oxidacién del monémero R en la superficie del

electrodo para formar un cation radicar R* (1), como se muestra en la figura 19 :

T
= I—2

Figura 19
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Las diferentes formas de resonancia de este catién son representadas en la figura
20.

.t e / e /
N N N+
I | I
H H H
2 3 4
Figura 20

Debido a que el mondmero es oxidado a R", la reaccion de transferencia de
electrones es mas rapida que la difusion de R de la solucién a la superficie del
electrodo. Como resultado al potencial aplicado, las moléculas de monémero
cerca del electrodo se encuentran a si mismas en su estado oxidado R*. Esto
resulta en una gran concentracion de R* mantenida por la continua difusion de R
hacia el electrodo. Este radical catibnico monomérico puede someterse a

diferentes reacciones dependiendo de su reactividad:

e Cuando R" es relativamente estable, puede difundir hacia la solucion y
reaccionar con los productos solubles de bajo peso molecular.

e Cuando R" es muy inestable, puede reaccionar rapidamente cerca del
electrodo con el solvente o el anion ademas formar productos solubles de
bajo peso molecular.

e Entre estos dos extremos, R™ puede ademéas someterse a reacciones de

dimerizacion.

Paso 2: Este radical cation R™, teniendo una gran densidad de electrones sin
aparear en posicion a dimeriza via resonancia, como se muestra en el esquema
21. El conjunto entre los dos radicales resulta en la formacion de un puente entre

sus posiciones a y la formacion del dication dihidromero, figura 22.
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Figura 21y 22.

Paso 3: La pérdida de los dos protones formados del dimero aromatico 6 (paso de

estabilizacion) mostrado en el esquema 23.

Figura 23.

Paso 4: La reaccion de polimerizacion seguida de la oxidacién del dimero 6 (ver
figura 24) en el radical catién 7. Desde que el electron no apareado esté localizado
sobre los dos anillos, el potencial de oxidacion de 6 es mas bajo que el potencial
de oxidacion del monémero. El dimero 6 es por lo tanto mas facil de oxidar al
mismo potencial utilizado para oxidar al monémero. Otra consecuencia de esta
estabilizacion es que el radical catidon dimero se vuelve menos reactivo que el
monomero. Las posiciones 5-5" son igualmente las areas mas reactivas y la forma

9 en resonancia es predominante con respecto a las otras formas.

- |
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BN UNNAWY.
S E Y WY WY

10 9
Figura 24

Paso 5: La forma 9 en resonancia reacciona por posicién 5 o 5’ con un radical
cation monomero 3 para formar el dication trimero 11 que se desprotona para dar

el trimero neutral 12, como se muestra en la figura 25.

Paso 6: La electro-oxidacion del 12 da el radical cation 13 (ver figura 26). Las
posiciones del trimero 5-5’ (posicion a) y 3-3’ (posicién ) pueden someterse a
reacciones conjuntas con los oligdmeros siguientes incluso si las posiciones 3
estan estéricamente inaccesibles, el conjunto a predominara. Como sea, la
cadena de oligbmero asi como la deslocalizacién del electron no apareado,
incrementa progresivamente y el conjunto a no sera unicamente el conjunto mas
grande posible. Cuanto mayor sera la cadena mayor sera el numero de enlaces 3

formados.
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Figura 26.
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Paso 7: La propagacion continua via la misma secuencia: oxidacion, apareamiento
y desprotonacion hasta que el producto final del polimero es obtenido (ver figura
27).

Figura 27

Paso 8: La electropolimerizacién no da el Ppy neutral no conductor pero si su
forma oxidada conductora (dopada). Actualmente, la cadena del polimero final
lleva una carga positiva cada 3 a 4 unidades de Py, que es compensada por un
anion. La estructura de un polimero dopado es presentada en el esquema 28

donde A es el anién electrolito.

Las peliculas obtenidas consisten de 65% de polimero y 35% del anion (% en
peso). La reaccion global de polimerizacion puede ser resumida por la ecuacion

presentada en la figura 29.

Figura 28

- |
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(n+2) / A\

X
X= NH,NR,NAr

|

A
\ / X n \ / +(2n +2)H* + (2n + 2 + np)e”

np+

x

Figura 29

Las diferentes reacciones de la formacion de la pelicula son a menudo seguidas
por determinacion estequiométrica del nimero de electrones donados por cada
molécula. Este valor generalmente encontrado esta entre 2 y 2.7 donde 2
electrones sirven en la formacién de la pelicula y el exceso de carga esta
normalmente en acuerdo con el nimero de aniones encontrado en el polimero por

analisis elemental.

Hay muchas razones del porque este mecanismo puede ser el mejor
representante de esta reaccion. En primer lugar, este mecanismo esa en acuerdo
con las observaciones de EPR (Resonancia electrénica paramagnética) que
muestran la existencia de un radical tipo 1°. En adicién, la eliminacién de H de la
posicion a indicado por este mecanismo que esta en acuerdo con la caida de pH
de la solucion durante la polimerizacion. Este mecanismo esta ademas en acuerdo
con el nimero de electrones consumido durante la reaccion, el cual ha sido
determinado de 2.25 a 2.33 para el Py. Algunos estudios de cronoabsorcion han
mostrado que esta pelicula crece linealmente con respecto a t y no a t'?. Estas
observaciones muestran que el paso determinante durante el crecimiento de la
pelicula es un conjunto de procesos y no la difusion del monémero hacia el

electrodo.

Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 78



Desarrollo de un método de analisis voltamperométrico para la cuantificaciéon de acetaminofén empleando electrodos
modificados con polipirrol

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS (ANEXO )

1. B. L. Funt and A. F. Diaz, Organic Electrochemistry: an Introduction and a
Guide, Ed. Marcel Dekker, New York (1991), 1337.

2. E. M. Genies, G. Bidan and A. F. Diaz, Spectroelectrochemical study of
polypyrrole films, Journal of Electroanaytical Chemistry and interfacial
electrochemistry, 149 (1983) 101.

3. R. J. Waltman and J. Bargon, Reactivity/structure correlations for the
electropolymerization of pyrrole: An INDO/CNDO study of the reactive sites
of oligomeric radical cations, Tetrahedron, 40 (1984) 3963.

4. M. E. G. Lyons, Advances in Chemical Physics, Polymeric Systems, Ed. I.
Prigogine and S. A. Rice, John Wiley & Sons, New York (1997), 297.

5. G. B. Street, Handbook of Conducting Polymers, 1st edition, Ed. T. J.
Skotheim, Marcel Dekker, New York (1986), 188.

- |
Q.A. Juan Manuel Montiel Leén Pégina 79



