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RESUMEN

En la presente tesis se describe la preparacidn, caracterizaciéon y uso del electrodo
modificado poli(azul de metileno)/electrodo de carbdn vitreo para la cuantificacion
de dipirona en solucién acuosa. La modificacidn del electrodo con polimero de azul
de metileno se desarrollé por electropolimerizacion en el rango potencial de -0.75
hasta 1V vs. SCE por 30 ciclos. El film polimérico depositado en la superficie del
electrodo fue estudiado por técnicas como voltametria ciclica, microscopia
electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). El
electrodo modificado poli(azul de metileno)/electrodo de carbdn vitreo mostrd
buena respuesta electrocatalitica para el fadrmaco dipirona en comparacién a un
electrodo sin modificar, con el incremento de su corriente de oxidacién que se
emplea para su cuantificacién en soluciones acuosas. Bajo condiciones dptimas, el
rango lineal de andlisis fue de 2x10“*mol/L hasta 5x103 mol/L concentracién de
dipirona y el limite de deteccion fue de 1x10*mol/L de dipirona.

Palabras clave: azul de metileno, electropolimerizacién, electrodo modificado, dipirona

ABSTRACT

The present thesis describes the preparation, characterization, and use of poly
(methylene blue)/glassy carbon electrode for the detection of dipyrone in aqueous
solutions. Modification of the electrode with methylene blue polymer was
developed for electropolymerization in the potential range from —0.75 to 1.0 V vs.
SCE for 30 scans. The properties of poly (methylene blue)/glassy carbon electrode
was studied by different methods such as scanning electron microscopy (SEM),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry. The modified
electrode showed good electrocatalytic response to dipyrone in comparison to an
unmodified electrode. Under optimal conditions, the proposed method showed a
linear response for dipyrone concentrations in the range 2x10*mol/L to
5x1073 mol/L of dipyrone and the detection limit was 1x10“*mol/L of dipyrone.

Keywords: methylene blue, electropolymerization, modified electrode, dipyrone
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1. Introduccion

Los productos farmacéuticos, en su mayoria compuestos polares, son facilmente solubles
en agua y transportados a través del ciclo del agua. El uso generalizado de los productos
farmacéuticos ha dado lugar a una descarga continua de estos productos y sus metabolitos
en las aguas residuales. En la actualidad, la contaminacién del agua por productos
farmacéuticos es reconocida como una preocupacion ambiental en varios paises (Fatta-
Kassinos 2011:251-275). Esto ha llevado a desarrollar areas de investigaciéon que incluyen
identificacidn, cuantificacién, tratamiento para su remocién y evaluacidon de efectos
bioldgicos (Nikolaou 2013: 1-12).

Segun Nikolaou, los productos farmacéuticos son considerados como contaminantes
emergentes ya que se encuentran en circulaciéon en el medio ambiente sin haber sido
regulados. La razén que impide su regulacién es la falta de informacién de su ocurrencia,
toxicidad y la falta de métodos analiticos apropiados para su determinacion (2013: 1-12).
Estos compuestos han sido detectados en una gran variedad de muestras de agua que
incluye a las aguas residuales, superficiales y subterrdneas a bajas concentraciones. La
cuantificacidn precisa de productos farmacéuticos, especialmente en muestras ambientales
es considerado un desafio analitico, por la complejidad de la matriz y los bajos niveles de
incidencia. En la actualidad, las técnicas de cromatografia de gases y liquida en combinacidn
con detectores apropiados provee la oportunidad de cuantificar compuestos farmacéuticos

en concentraciones hasta de ng/L (Vieno 2007: 5077-5084).

El presente trabajo estd enfocado en desarrollar un método electroquimico para la
deteccion de la dipirona o mas conocida como antalgina que es un farmaco cuya incidencia

en el agua podria ser un riesgo para la salud humana.

2. Antecedentes

2.1. Dipirona

La dipirona o metamizol, (sal de sodio de 1-fenil-2,3-dimetil-4-metil aminometanosulfonato-
5-pirazol), ver en la figura 1, es de origen aleman comercializado desde 1920 y ampliamente
utilizado en todo el mundo como analgésico, antipirético y antiespasmaédico (Andrade 2016:
459-477). Una de las principales ventajas del metamizol es que permite el control del dolor

y la fiebre a bajo costo (Arcila 2004: 99-101). Sin embargo, el balance entre beneficios y
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dafios es controversial ya que es posible causa de agranulocitosis y otras discrasias
sanguineas (Buitrago 2014:173-195). A partir de los afos 70 su uso fue restringido en
Estados Unidos y en varios paises de Europa. Sin embargo, el metamizol sigue utilizandose
de forma libre en algunos paises de Europa, Sudamérica y Asia, sobre todo en paises en vias
de desarrollo (Andrade 2016: 459-477). En Peru sigue siendo uno de los analgésicos mas

usados.

CH;

N
H;C ~CH,SOsH

H;C~ N @)

Figura 1. Estructura de la dipirona (Gopu y sus col., 2011)

Los métodos comunes para la determinacion de dipirona en productos farmacéuticos son
titrimétricos en medios acuosos (Srivastava 1985:735-737), cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) con detector UV (British Pharmacopoeia: 2015) y espectrofotométricos
(Lima 2003: 1011-1017)(Japanese Pharmacopoeia: 2016). También han sido reportados
métodos electroquimicos con electrodos modificados para analisis de dipirona (Pauliukaite

2010:590-598) (Dadamos 2012: 267-273).
2.2 Métodos electroquimicos

Los métodos electroquimicos, en especial los métodos voltamétricos se caracterizan por ser
exactos, precisos, simples, de bajo costo y no requieren del tedioso pretratamiento de
muestra. Por tanto, son utilizados para control de calidad rutinario de productos
farmacéuticos que contienen dipirona y que también podrian ser aplicados para el
monitoreo de farmacos de bajas concentraciones en plantas de tratamiento de aguas. En la
tabla 1 se presenta métodos electroquimicos recientes desarrollados para la determinacién

de dipirona.
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Tabla 1. Métodos desarrollados recientes para la determinacién de dipirona y sus aportes

Autores

Tema

Técnica de medicion

Rango lineal de
concentracion de
dipirona

2009

Muralidharan, B.y
otros

Determinacién de analgésicos en
formulaciones farmacéuticas vy
muestras de orina usando un
electrodo de carbdén vitreo
modificado con polipirrol

Voltametria diferencial
de pulsos

100-400 ng/mL

2010

Tesfaye, Alemu

Estudio voltamétrico de la
dipirona usando electrodos de
carbon vitreo

- Voltametria ciclica

- Voltametria
diferencial de pulsos

- Voltametria de onda
cuadrada

1.5x10° hasta
1.5x10°3 mol/L

2011

Boni, Ana y otros

Desarrollo de un  sensor
biomimético para la
determinacién de la dipirona, que
fue preparado por modificacién
de un electrodo de pasta de
carbono con cobalto
ftalocianina(CoPc)

Amperometria
acoplado a un sistema
de inyeccion en flujo
(FIA)

5x 10°® hasta

6.3 x 103 mol/L

2011

Gopu,
Gopalakrishnan y
otros

Modificacion de un electrodo de

carbon  vitreo con  nano-
rivoflavina para analizar el
comportamiento de 3
analgésicos:

- acetaminofeno
- acido acetilsalicilico
- dipirona

Voltametria de onda
cuadrada

0.025 hasta 0.4
ug/mL

2012

Dadamos, Tony vy
otros

Modificacién de un electrodo de
pasta de carbono con Niobato de
estroncio potdasico dopado con
niquel (KSr2Nio.7sNba4.25015) para la
determinacién de dipirona en
muestras farmacéuticas

Cronoamperometria

3.5 x 107 hasta

3.1 x10*mol/L

2015

Ghica, M. Emilia 'y
otros

Modificacién de electrodos de
pelicula de carbono con polimero
de tionina y nanotubos de
carbono para la determinacién de
dipirona y paracetamol

Voltametria diferencial
de pulsos

Amperometria

2.5x 10* hasta

2.5x 103 mol/L
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2.3 Polimeros conductores

Los polimeros conductores presentan gran aplicabilidad para la modificacién de electrodos,
los cuales pueden ser preparados por electropolimerizacidn, ya que provee un mejor control
de peliculas delgadas y morfologia, ademas de obtener polimeros mds limpios comparados
con la oxidacion quimica. La electropolimerizacién se realiza sobre el anodo de una celda
electroquimica que contiene un disolvente y una sal. Esto permite el paso de corriente y
favorece la formacién del polimero. La técnica mas empleada para lograr la
electropolimerizacién es la voltametria ciclica que permite controlar el crecimiento del film

polimérico.

La conductividad eléctrica en un film polimérico se logra por oxidacién (p-dopaje) o
reduccidn (n-dopaje), seguida por la insercién de especies anidnicas o catidnicas. Debido a
los dobles enlaces alternados, las especies cargadas formadas en el dopaje son capaces de
moverse a lo largo de la cadena de carbonos permitiendo el transporte de electrones

(Montiel 2013: 24-25).

2.4 Azul de metileno

La modificaciéon de la superficie de electrodos usando azul de metileno ha sido estudiada en
afios recientes (Costa 2012:8-14), (Kaplan 2010: 2694 — 2701). El azul de metileno es un
colorante redox del grupo de las azinas con 2 grupos amino terciarios que puede ser
polimerizado en la superficie de un electrodo por voltametria ciclica. Segun investigaciones
previas, a pH basico se favorece la formacion del polimero electroactivo. El film polimérico
del azul de metileno actiia como un catalizador inmovilizado en la superficie del electrodo y
permite el decrecimiento del sobrepotencial de alguna reaccidon deseada (Karyakin 1998:

149-155).
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3. Problemay justificacion
Debido a los efectos adversos de drogas comunes como la dipirona en baja o alta
concentracién y que es considerado un contaminante emergente de las aguas, es necesario
el desarrollo de técnicas analiticas alternativas en contraste con las técnicas comunes que
son generalmente caras, generan desechos contaminantes y requieren largo tiempo de
analisis. El problema radica en desarrollar un método analitico que permita la
determinacién de la dipirona de manera sencilla y con una prometedora aplicacidn en

matrices acuosas.

4. Objetivos:

4.1 Objetivo General:

El propdsito de este trabajo consiste en desarrollar un método electroanalitico empleando
un electrodo modificado con polimero de azul de metileno que mejore sus propiedades

electroquimicas para la determinacion de dipirona.

4.2 Objetivos especificos:

e Preparar del electrodo modificado por electropolimerizacion del azul de metileno
usando la técnica de voltametria ciclica

e Caracterizar el electrodo modificado usando las técnicas CV, SEM-EDS y EIS

e Evaluar el comportamiento electroquimico de la dipirona en el electrodo modificado
mediante la técnica CV

e Optimizar la determinacién de la dipirona empleando la técnica CV evaluando
variables como pH, velocidad de barrido y concentracién

e Caracterizar variables analiticas como: linealidad, limite de deteccion (LOD), limite

de cuantificacién (LOQ), repetibilidad, reproducibilidad, selectividad.
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5. Marco teorico

5.1 Electrodos modificados quimicamente por técnicas electroanaliticas

5.1.1 Electrodo de carbdn vitreo
5.1.1.1 Generalidades
En la década de 1960 en Reino Unido se obtuvo por primera vez carbdn vitreo a partir de
celulosa como material precursor, pocos afos después en Japén produjeron un material
similar a partir de resinas fendlicas. El método comun de obtencidn de carbdn vitreo es la
pirdlisis de precursores poliméricos. El material es preparado por medio de un tratamiento
de calefaccidn controlado a temperaturas hasta de 3000°C en atmdsfera inerte, el cual
asegura la eliminacion de oxigeno (O), nitrogeno (N) e hidrégeno (H). Dichos carbones
obtenidos se consideran no grafitizados y son de tipo amorfo. Se caracterizan por ser
térmicamente estables, resistentes a ataques acidos e impermeables a liquidos y gases

(Wang 2006:131),(Harris 1997: 206-218).

El carbdn vitreo, figura 2, es una clase de carbono no grafitizado de alta densidad y baja
porosidad, que es usado ampliamente como material para electrodos en electroquimica. El
electrodo de carbdn vitreo presenta excelentes propiedades eléctricas, mecdnicas, amplia
ventana potencial, es quimicamente inerte, reproducible y de bajo costo (Wang 2006:131).
No obstante, requiere de pretratamiento de su superficie para crear actividad vy
reproducibilidad en los electrodos. El pretratamiento fisico de pulido con alimina y lavado
con agua desionizada en ultrasonido ayuda a remover las impurezas de la superficie, ademas
de pretratamientos quimicos, electroquimicos en medios acidos, con calor, con laser son
utilizados para mejorar el rendimiento de los electrodos, incrementando la corriente de

fondo y los intercambios idnicos con la solucién en contacto (Vettorazzi 1994: 155-159).

Figura 2. Carbdn vitreo
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5.1.1.2 Estructura del carbon vitreo

Los primeros estudios de la estructura del carbdn vitreo asumen que presenta enlaces sp?y
sp>, tal vez unidos por puentes oxigeno. A tratamientos de temperatura mayor a 2000°C no
se presentan enlaces tetraédricos sp®. Otro modelo presentado por Jenkins y Kawamura en
1972, asume que la orientacion molecular del precursor polimérico se conserva hasta
después de la carbonizacidn, por lo tanto, la estructura tiene cierta semejanza con la de un
polimero, en las que se observa cintas curvadas y entrecruzadas de carbono grafitico. Este
modelo fue aceptado, sin embargo, presentaba deficiencias. Por ejemplo, en la figura 3, se
observan muchos microporos unidos, se esperaba que sea permeable a gases, sin embargo,
se conoce que el carbdn vitreo es altamente impermeable (Harris 1997: 206-218). Estudios
mas recientes realizados por microscopia electrénica de transmisidon de alta resolucion
(HRTEM) han revelado la presencia de elementos similares a los fulerenos, figura 4, lo cual
seria consistente con la baja reactividad del carbdn vitreo. El modelo relacionado con los

fulerenos proporciona una explicacién mas realista para la baja reactividad, dureza y

permeabilidad del carbdn vitreo (Harris 2005: 235-253).

Figura 4. Modelo de la estructura del carbdn vitreo de alta temperatura que contiene elementos

de tipo fulereno (Harris, 2005)
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5.1.2 Electrodos modificados quimicamente

5.1.2.1 Generalidades

Los electrodos experimentan fendmenos especificos que reducen su aplicabilidad analitica
y sintética. La principal es el ensuciamiento del electrodo por procesos de precipitaciéon o
adsorcion de analitos no deseados y la velocidad de reaccién electroquimica lenta de
algunas especies que requieren la aplicacidon de un sobrepotencial para producir la reacciéon
deseada (Bard 1983: 302-304). Estos fendmenos pueden ser controlados manipulando la
naturaleza quimica de la superficie del electrodo. El concepto de electrodo modificado
guimicamente nacié de la frustracién de los electroquimicos por controlar la naturaleza
guimica de la superficie del electrodo. (Murray 1987: 379-390). Si se eligen los reactivos
adecuados, pueden obtenerse propiedades deseables como catalisis de reacciones
electroquimicas, ausencia de efectos de adsorcion y caracteristicas dpticas especiales (Leena

2012).

Se entiende por electrodo modificado quimicamente a un electrodo hecho de un material
conductor o semiconductor que es recubierto por un film monomolecular, polimolecular,
idnico o polimérico, por medio de reacciones faradaicas (transferencia de carga), que exhibe

propiedades quimicas, electroquimicas y épticas en el film (Durst 1997: 1317-1323).

La modificacion de la superficie de los electrodos estd ganando atencidn en los Ultimos afos.
Comparado con los electrodos convencionales, la inmovilizacién de un film polimérico
transfiere propiedades electroquimicas a la superficie del electrodo. Este proceso imparte

alto grado de sensibilidad y selectividad al electrodo.

5.1.2.2 Polimeros conductores
Los polimeros conjugados en los que el electrén puede deslocalizarse a través de la cadena
principal se definen como polimeros conductores. Poliacetileno, polifenileno, polipirrol,
politiofeno, etc; presentan enlaces i conjugados y son ejemplos de polimeros conductores
(figura 5). Se pueden sintetizar por polimerizacién quimica de monémeros apropiados. Por
otro lado, la polimerizacién electroquimica de compuestos aromdaticos o heteroaromaticos
es un método facil y eficiente para producir peliculas de polimeros conductores en el

electrodo (Qin 2011: 187-198).
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Figura 5. Polimeros conductores (Qin, 2011)

5.1.2.3 Principio de electropolimerizacién
Muchos polimeros conductores pueden ser sintetizados electroquimicamente, para ello se
requiere que el mondémero pueda ser oxidado en un sistema de solvente adecuado. Los
mondmeros disueltos en un electrolito se oxidan electroquimicamente a un potencial
generando radicales catidnicos, estos se absorben en la superficie del electrodo, se acoplan
y se desprotonan formando un dimero neutro. La posterior oxidacién secuencial del dimero
y posterior acoplamiento de los radicales da como resultado la formacidn del polimero en
la superficie del electrodo (figura 6). La técnica de voltametria ciclica suele ser la mas
eficiente para la electropolimerizacién. También se utilizan electrolisis potenciostatica
(potencial constante) y electrolisis galvanostdtica (corriente constante) (Inagi 2014: 801-

803), (Qin 2011: 187-198).
0
X X x 7, +/ X \
X=0,5NR m\

Figura 6. Electrosintesis de un polimero conductor (Qin, 2011)
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5.1.2.4 Electrocatdlisis

Los polimeros conductores son ampliamente utilizados como electrocatalizadores. Una
importante motivacién para la modificacion de electrodos con polimeros conductores es
cuando un analito de interés presenta una cinética de reaccion muy lenta en un electrodo
desnudo, por tanto, las reacciones de oxidacién o reduccidn ocurren a potenciales muy
positivos o muy negativos, es lo que se conoce como sobrepotencial (Zhou 2016:
2868-2876).

En la figura 7 se ilustra la idea de disminucion del sobrepotencial acelerando la reaccién
deseada con un polimero conductor inmovilizado que actia como catalizador. La forma
oxidada del catalizador “0” es rapidamente reducida en el electrodo, y luego su forma
reducida “e” reacciona con el analito en la solucidn (Murray 1987: 379-390). Los electrodos
de trabajo modificados presentan una mejora en la reversibilidad y la cinética de los

procesos en el electrodo en comparacién con los electrodos de trabajo sin modificar.

>_< Solution
@) & O X & S «— Diffusion ¢——
O X; & @) P —— Diffusion —»

Sk S S F Rear:;tion a:rolymerc-hsolution
ectron " interface of tast reacting,
transport Reaction inside polymer slowly permeating substrate
by hopping by slowly reacting, fast (12)

permeating substrate (77)

nn

Figura 7. Electrocatalisis mediada por una pelicula de polimero redox (Murray 1987)

5.1.3 Quimica del azul de metileno y su polimerizacion
La modificacién de la superficie del electrodo puede llevarse a cabo utilizando colorantes

organicos ya que los colorantes redox son capaces de someterse a electropolimerizacién.

5.1.3.1 Estructuray propiedades del mondmero
El azul de metileno (AM) es un colorante organico de formula molecular C16H1sCIN3S, masa
molar 319.85g/mol y nombre quimico 3,7-bis (dimetilamino)- cloruro de fenazationio o
cloruro de tetrametiltionina (figura 8). El azul de metileno pertenece a la familia de la tiazina

con dos grupos amino terciarios y es ampliamente utilizado como indicador redox con
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potencial formal en el rango de -0.1 a -0.4 (vs. SCE) a pH 4-11. En solucién acuosa es de color
azul intenso debido a fuerte absorbancia de luz y su forma reducida es incolora (Ju 1994:
1165-1170), (Bard 2012: 588-589).

Estudios de voltametria ciclica indican que el nimero de e- transferidos en el proceso de
reaccion del electrodo para azul de metileno es 2, asi el nimero de H* participando es 3 a
pH<5.4; 2 a pH 5.4-6 y 1 a pH>6, (figura 9). Ademas, con el incremento de pH del medio, los
potenciales de pico de oxidacién y reduccién se desplazan en direccidn negativa y la

diferencia de potenciales de pico es menor cuando se incrementa el pH (Ju 1994: 1165-

1170).
N
~
H,C - CH;
\T S+ I.T/
CHs CHj
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Figura 8. Azul de metileno
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Figura 9. Electropolimerizacién del azul de metileno a pH bajos y altos (Inzelt 2012: 37-

38).
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5.1.3.2 Polimerizacion del azul de metileno

La electropolimerizacion es una de las técnicas mds comunes para obtener peliculas
delgadas de polimeros de colorantes. La principal ventaja de la electropolimerizacién del

azul de metileno radica en la estabilidad a largo plazo del polimero obtenido.

La descripcion de cdmo se lleva a cabo la polimerizacion del mondmero azul de metileno por
el proceso de electrdlisis, es controversial. El esquema de la figura 10 es sugerido por Liuy
sus col.(1999: 159-165), quienes a partir de espectros Raman del monémero y polimero del
azul de metileno, sugirieron que el proceso de polimerizacién tiene lugar en los grupos

amino —N(CH3),.

cr
CHa H + +CH
H3>“’<I;©\”< = 3‘>N/©:m( 5
cr
cr
2n H3‘;> \;<C"5 iR =
Hy CHa

2
I\ S N: N
ot

CI'\CHS C»ﬁ C|-\CH3
n

Figura 10. Polimerizacién del azul de metileno (Liu y sus col, 1999)

Por otro lado, Karyakin y sus col. (1998: 149-155) investigaron la electropolimerizacion
de las azinas y a partir de voltamogramas ciclicos y espectros visible e IR, elucidaron la
estructura del polimero de azul de metileno (figura 11). Segun su estructura propuesta,
el polimero presenta acoplamientos anillo-anillo y también sugieren que hay enlaces

entre mondmeros por puentes amino.
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Figura 11. Estructura hipotética del polimero de azul de metileno (Karyakin y sus col.,

1998)

5.2 Estudio voltamétrico

La voltametria tuvo su origen con la polarografia en 1922 con el trabajo del quimico checo
llamado Jaroslav-Heyrovsky, quien introdujo el electrodo de gota de mercurio y que recibio
el Premio Nobel en quimica en 1959. El término voltametria refiere a una clase de técnica
electroanalitica que se basa en la medicién de la corriente que se desarrolla en una celda
electroquimica en condiciones de polarizacion de la concentracion. La celda electroquimica
consta de tres electrodos: electrodo de trabajo, electrodo auxiliar y electrodo de referencia.
La relacion se explica cuando se aplica un rango de potencial al electrodo de trabajo y la
corriente resultante fluye a través de la celda y queda registrada. El control del potencial
aplicado al electrodo de trabajo sirve como fuerza motriz para la reaccidn, y las especies
quimicas en la solucion son oxidadas o reducidas en la superficie del electrodo (Farghaly

2014: 3287 —3318).

La voltametria es una técnica versatil para la investigacion. Permite la determinacion
cuantitativa de compuestos orgdnicos e inorganicos disueltos. Ademas de estudios
fundamentales de oxidacion y reduccidon en varios medios, procesos de adsorcién en
superficies, mecanismos de reaccidn y estudios cinéticos de las reacciones. Los métodos
voltamétricos son aplicados para la determinacidon de compuestos farmacéuticos de interés
cuando son acoplados a un HPLC, por lo que se convierten en una herramienta efectiva para

analisis de mezclas complejas (Kounaves : 709-725).
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5.2.1 Componentes de la celda electroquimica de tres electrodos

Los componentes basicos de un sistema electroanalitico moderno para voltametria son un
potenciostato, una computadora y una celda electroquimica para 3 electrodos (electrodo
de trabajo, electrodo de referencia, contraelectrodo). Un potencial de excitacion
proveniente de la fuente de voltaje es aplicado entre el electrodo de trabajo y el
contraelectrodo, cambiando su potencial relativo con respecto al potencial fijo del electrodo
de referencia que es medido por el voltimetro. La corriente resultante entre el electrodo de
trabajoy el contraelectrodo es medida con el amperimetro. Véase en la figura 12. Diferentes
materiales han sido usados como electrodos de referencia, contraelectrodos y electrodos

de trabajo (Tektronic 2015),(Tesfaye 2011).

Simplified 3-Electrode
Circuit Electrochemical Cell

CE
Adjustable RE

t
|

Figura 12. Circuito de medicién simplificado para la realizacién de voltametria ciclica

(Tektronic ,2015)

5.2.1.1 Electrodo de trabajo

La seleccion del material del electrodo de trabajo es un paso critico para un experimento
exitoso. Entre los factores que hay que considerar: el material debe exhibir favorable
comportamiento redox con el analito, reproducibilidad en la transferencia de electrones
sin ensuciamiento del electrodo, amplia ventana de potencial, la conductividad
eléctrica, las propiedades mecanicas, el costo, la disponibilidad y la toxicidad.

Los electrodos de trabajo estdan hechos de metales electroquimicamente inertes en un
amplio rango de potenciales. Los mds usados son mercurio, platino, oro y varias formas

de carbono como carbén vitreo y pasta de carbono. Entre estos, el electrodo de platino
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es el favorito ya que presenta buena inercia electroquimica, amplio rango de potencial
y se puede fabricar de muchas formas. La desventaja radica en el alto costo (Skoog 2008:
3973-3982).

Los electrodos de oro son aun mas inertes que el platino, pero su potencial es limitado
en el rango positivo debido a la oxidacion de este (Harris 2003:317).

Los electrodos de carbono permiten escanear potenciales mas negativos que el platino
o el oro. La forma mas comun es el carbdn vitreo que es relativamente costoso, sin
embargo, presenta comportamiento reproducible. Por otro lado, los electrodos de pasta
de carbono estan hechos de carbono granulado mezclado con un aceite como el nujol y
empacados dentro de una cavidad inerte, los cuales tienen la desventaja de sufrir dafios

mecanicos durante su uso. (Tesfaye 2011: 7)

5.2.1.2 Electrodo de referencia

Un electrodo de referencia es aquel que tiene un potencial estable y definido. En varias
mediciones electroquimicas es necesario mantener uno de los electrodos de la celda a
potencial constante. El electrodo de referencia permite controlar el potencial de un
electrodo de trabajo. Los electrodos de referencia deben tener un potencial estable en
el tiempo, con la temperatura y no debe ser polarizable, es decir, que su potencial no se
vea alterado como consecuencia de los cambios en la interfase, debido al paso de una
corriente apreciable.

Los electrodos de referencia mas comunes para soluciones acuosas son el electrodo
saturado de calomel (Hg/Hg»Cl>/KCl), el electrodo de plata cloruro de plata (Ag/AgCl). El
valor potencial del electrodo de calomel SCE es 0.242V vs el electrodo normal de
hidrégeno (NHE), mientras para el electrodo Ag/AgCl es 0.197V vs. NHE (Skoog 2008:
3973-3982).

5.2.1.3 Contraelectrodo
El contraelectrodo o electrodo auxiliar proporciona una ruta alternativa para el flujo de
corriente, por tanto, sélo una insignificante cantidad de corriente llega al electrodo de
referencia. En la mayoria de las técnicas voltamétricas, las reacciones en la superficie
del electrodo auxiliar ocurren en cortos periodos de tiempo y raramente producen un
cambio apreciable de las concentraciones de especies oxidadas o reducidas. Asi el
aislamiento del contraelectrodo de la muestra no es necesario. La mayoria de electrodos
auxiliares consisten de un material conductor quimicamente inerte como platino, oro y

grafito (Harris 2003:378), (Montero 2003:300).
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5.2.1.4 Electrolito soporte
Las mediciones electroquimicas son cominmente llevadas a cabo en un solvente que
contiene un electrolito soporte. El agua es el solvente mas utilizado y una de las mejores
opciones de electrolito soporte es el nitrato de potasio KNOs que es soluble y
electroquimicamente inerte. El cloruro de potasio KClI también es una buena opcidn,
aunque el ién cloruro es susceptible a oxidacidon a potenciales positivos. Entre los
solventes no acuosos y usados con frecuencia estd el acetonitrilo, propileno,
dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO). Los sistemas buffer como el acetato
o fosfato son usados cuando es necesario el control pH. El electrolito soporte presente
en la solucidon incrementa la conductividad. Esto ayuda a eliminar efectos de
electromigracion. En la practica, la concentracion del electrolito soporte va entre 0.1M
y 1M, mientras que la concentracion del analito raramente excede 0.01M en

experimentos de voltametria. (Tesfaye 2011:10)

5.2.2 Técnicas electroquimicas
5.2.2.1 Voltametria ciclica (CV)

En voltametria ciclica, una sefial de potencial de forma de onda triangular produce la
respuesta de corriente en un electrodo de trabajo sumergido en una soluciéon no
agitada. En la figura 13, los voltajes externos a los cuales tiene lugar la inversién (-0.2 y
+0.8V) se llaman potenciales de inversion. A menudo el ciclo de excitacién se repite
varias veces. El intervalo de potenciales de inversion elegido para un experimento es
aquel en que tiene lugar la oxidacién o reduccién de uno o mas analitos controlados por

difusién (Skoog, 2008: 737).

Potencial, V vs. ECS

Tiempo, 5

Figura 13. Sefal de excitacién de voltametria ciclica (Skoog 2008:737)
La figura 14 muestra la respuesta de la corriente cuando una solucion 6mM de KsFe(CN)e
y 1M de KNOs se somete a una seial de excitacion ciclica. Cuando el potencial alcanza

valores menos positivos que +0.4V, se empieza a formar una corriente catddica debido
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alareduccion del ién hexacianoferrato(lll) al idén hexacianoferrato(ll) (Skoog 2008: 3973-

3982).
Fe(CN)}~ +e 2 Fe(CN)E™

Cuando alcanza el punto A, tiene un rapido descenso de la corriente a medida que la
concentracion superficial de Fe(CN)3~ se hace cada vez menor. En el punto B se invierte
la direccién de barrido, pero la corriente sigue siendo catddica hasta que el potencial se
hace cada vez mas positivo y la corriente cae a cero, entonces llega a ser anddica. La
corriente anddica resulta de la reoxidacién de Fe(CN)g™ que se ha acumulado cerca de
la superficie del electrodo. Esta corriente alcanza un maximo en Cy después disminuye

a medida que Fe(CN)¢™ se consume en la reaccién anédica (Skoog 2008: 738).

Catodica

Intensidad, uA

Anddica

—20
[)

0.8 0.4 1] 0.2
Potencial. V vs ECS

Figura 14. Voltamograma ciclico de una solucién 6mM de KsFe(CN)s y 1M de KNO; (Skoog
2008: 738)

Los pardmetros importantes en un voltamograma ciclico son:
e El potencial de pico catéddico Ep.
e El potencial de pico anddico Ep,
e La corriente de pico catodico Iy

e La corriente de pico anddico lp,

Para una reaccién de tipo reversible las o y lpc SONn aproximadamente iguales, pero de signo

opuesto y la diferencia de Epay Epc €s 0.0592/n, donde n es el nimero de electrones que

participan en la semireaccion (Skoog 2008: 739).
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5.2.2.2 Voltametria de onda cuadrada (VOC)

La voltametria de onda cuadrada es un tipo de voltametria de pulsos que se caracteriza
por su sensibilidad y rapidez. En la figura 15 se muestra la sefial de excitacién que se
obtiene al superponer una onda cuadrada en un tipo de escalera. La corriente es medida
durante intervalos de tiempo cortos, en la parte final de la onda positiva al tiempo t;1 , y
en la parte final de la onda negativa al tiempo t;, de cada onda cuadrada. Trabajando a
estas condiciones, que corresponde a una frecuencia de impulsos de 200Hz , un barrido
de 1V se hace en 0.5s. En una reaccidn de reduccion reversible, la diferencia de
intensidades de corriente se registra en funcidn del potencial en escaléon y el
voltamograma obtenido es directamente proporcional a la concentracion. Durante cada
impulso catddico, llega un aporte brusco de analito que se reduce en la superficie del
electrodo y durante el impulso anédico, el analito que acababa de reducirse se reoxida.
De esta manera cada impulso anddico suministra una alta concentracidn de analito en la
superficie del electrodo dispuesta al siguiente pulso catédico (Harris 2003: 372-406),
(Alves 2009: 185-188).

La VOCen relacion a VC es mas rapida y presenta mayor sensibilidad ya que la intensidad
de corriente global resulta de la suma de 2 corrientes: anddica (fase positiva del impulso)
y catddica (fase negativa del impulso), véase en la figura 16. Los limites de deteccidn

publicados de voltametria de onda cuadra estan entre 10”7 y 108 (Skoog 2001: 471-505)

; : : 3 ’
-—p tiempo
T tin tp

Figura 15. Sefal de excitacién de la voltametria de onda cuadrada (Alves ,2009)
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Figura 16. Respuesta de corriente de una reaccién reversible a la sefial de excitacion

(Skoog y otros, 2001)

5.3 Técnicas de caracterizacion de electrodos
5.3.1 Leyde Faraday

La ley de Faraday o ley de la electrdlisis menciona que el total de carga Q (coulomb) que
pasa a través de la celda es proporcional a la masa N (mol) depositada en el electrodo de
area A (cm?) durante la electrolisis. Donde F es la constante de Faraday F= 96 485.3 C/mol,
y n es el nimero de electrones transferidos por mol del producto. La ley de Faraday puede
utilizarse en varias aplicaciones, como en electrogravimetria para encontrar la cantidad de
sustancia depositada en el electrodo, y en coulometria para encontrar la cantidad de

electricidad requerida para completar la electrolisis de un compuesto (Zoski 2007: 11)

Q = NnFA ecuacion 1

Tomando como ejemplo los calculos de Costa Marinho, M. y sus col.(2012: 8-14), se calculd
la cantidad de polimero electroactivo depositado por electropolimerizacién usando la ley de
Faraday. De acuerdo a la ecuacién 1, N se calcula a partir de la carga Q envuelta en la
electropolimerizaciéon , A es el drea geométrica del electrodo de trabajo (0.18cm?) y se
considera que 2 e- se transfieren en la reaccion redox.

_Q
nFA
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El valor de Q es obtenido por integracién del pico voltamétrico desde donde inicia hasta

donde termina la oxidacidn a cierta velocidad de barrido.

_ 13.752x107° (A)(mV)
B 50mVs—1

Asi reemplazando en la ecuacidn, se obtiene 7.9 x 10° mol/cm? de film polimérico en la

= 275uC

superficie del electrodo.

275uC
N = a =7.9x1079 mol/ .
cm

2) (96 4853 %) (0.18cm?)

5.3.2 Microscopia electrénica de barrido(SEM-EDS)

La microscopia electrdnica de barrido (SEM) es una técnica versatil que ha sido utilizada para
caracterizar y comparar la morfologia de diferentes electrodos modificados. El principio de
esta técnica consiste en que si se hace incidir sobre la muestra un haz de electrones de alta
energia finamente enfocado, emite una sefial que puede registrarse con un detector
apropiado. La muestra emite rayos x, los cuales pueden ser analizados para obtener
informacién sobre su composicién. También emite electrones retrodispersados, electrones

secundarios, entre otros.

El SEM se compone principalmente de 4 partes: (1) el sistema dptico de electrones que
incluye la pistola de electrones, lentes electrdnicas, bobinas de exploracién; (2) la cdmara;
(3) el detector de sefiales, procesamiento y visualizacién del sistema; y (4) el sistema de

vacio. Véase la estructura basica del SEM en la figura 17 (Chen Li 2015: 1768—-1778).

El detector de rayos X (EDS) es el que recibe los rayos X procedentes de cada uno de los
puntos de la superficie sobre los que pasa el haz de electrones. Como la energia de cada
rayo X es caracteristica de cada elemento, podemos obtener informacién cualitativa y

cuantitativa de las muestras.
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Figura 17. Esquema del microscopio electrdnico de barrido (Chen y Xu, 2015)

5.3.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica(EIS)

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés) es una técnica
eficiente para investigar la resistencia de los electrodos modificados. EIS se basa en aplicar
una perturbacién sinusoidal a un electrodo como una funcién de la frecuencia a potencial
constante y medir la respuesta en forma de corriente sinusoidal. Asi el potenciostato usado
procesa las mediciones y da como resultado una serie de valores de impedancia en funcién

de la frecuencia que se denomina espectro de impedancias (Ortiz 2017), (Lasia 2014:1-5).

EIS emplea el circuito de Randles que es equivalente a una reaccidn electroquimica simple
para estudiar parametros como la resistencia a la solucidn (Rs), resistencia a la transferencia
de carga (Re), resistencia de la difusién (Z.), capacitancia de la doble capa (Ca) de los

electrodos modificados. Ver en la figura 18, (Ortiz, 2017).

Para la representacion de los datos de impedancia se emplea los graficos de Nyquist y de
Bode. En el caso del grafico de Nyquist representa la impedancia imaginaria (Z'°) vs. la

impedancia real (Z') . Ver en la figura 19, (Ortiz, 2017).
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Figura 18. Circuito de Randles: equivalente a una reaccién redox simple (Ortiz

2017)

Control por
transferencia
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Figura 19. Diagrama de Nyquist: respuesta de espectroscopia de impedancia

electroquimica para un circuito equivalente tipo Randles (Ortiz, 2017)

5.4 Pruebas analiticas
El desarrollo de un nuevo método analitico para la cuantificacion de un analito de
interés va acompafiado a un proceso de validacidon que asegure la confiabilidad de los

resultados. Como es el caso de la determinacién de dipirona en solucidén acuosa por un
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método voltamétrico con el uso de un electrodo modificado, es necesario desarrollar
algunas pruebas de validacion para confirmar que el método es apto para su uso.

5.4.1 Linealidad

Se define como la relacién lineal entre la sefal y la concentracién del analito, ya que es
necesario conocer el rango de concentraciones del analito en el que el método puede
ser aplicado. Es recomendable abarcar valores cercanos a cero y valores superiores al
LMP o al valor de interés. Ver figura 20, (Duffau y otros 2010: 21-49), (Crubellati y otros
2009: 15-29).

Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento de la curva y
establecer cualitativamente el rango lineal para luego mediante el método de regresiéon

simple obtener la curva de calibrado o de trabajo. Ver figura 21.

Comportamiento
Lineal

RESPUESTA

CONCENTRACION

Figura 20. Relacion grafica de la concentracion vs. Respuesta (Duffau y otros ,2010)

RESPUESTA

CONCENTRACION

Figura 21. Curva de calibrado (Duffau y otros ,2010)
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Criterios de aceptacion:
e Ecuaciéndelarecta:y=bX+a (ecuacion 2)
e Coeficiente de correlacion lineal: r> 0.99
e Coeficiente de correlacién al cuadrado: r*> 0.98

e Evaluacion estadistica de prueba t-Student

5.4.2 Limites

5.4.2.1 Limite de deteccién (LOD)
Es el limite inferior del analito o propiedad que puede ser detectado con certeza por el
método. Para fines de validacidn es suficiente la indicacion del nivel a partir del cual la
deteccidn se vuelve problematica. Para calcularlo se analizan 6 muestras del blanco o
blanco fortificado y se evallia la desviacion estandar (Duffau y otros 2010: 21-49),

(Crubellati y otros 2009: 15-29).

Para el calculo de LOD se considera:
e Cuando el método detecta la sefial del blanco, LOD se calcula:

LOD=B +3.3Sb ( ecuacion 3)

e Cuando no hay sefial, se utiliza un blanco fortificado (en baja concentracién),
LOD se calcula:

LOD =0 + 3.3 Sbf (ecuacién 4)

5.4.2.2 Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacidn se conoce como la menor concentracidon de analito que puede ser
determinada con un nivel aceptable de repetibilidad y exactitud. Su significado practico es que
en la region de LOD la magnitud de la incertidumbre asociada es comparable al resultado real
(Duffau y otros 2010: 21-49), (Crubellati y otros 2009: 15-29).

El LOD se calcula por multiplicar 3.04 veces al limite de deteccién LOD.

Criterio de aceptacion para limites: LOD<< LOQ <LMP.
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5.4.3 Precision

La precisidn es la medida de dispersidon de los resultados unos de otros. Se expresa como la
desviacion estdndar o desviacidn estandar relativa, ya que la varianza es el mejor indicador de
la dispersion. Las formas mas comunes de la precisidon son la repetibilidad y la reproducibilidad

(Duffau y otros 2010: 21-49), (Crubellati y otros 2009: 15-29).

5.4.3.1 Repetibilidad
Es la precision bajo condiciones de repetibilidad, en donde los resultados de andlisis de un
analito en un material de referencia se obtienen con el mismo método, el mismo laboratorio, el
mismo operador dentro de intervalos cortos de tiempo. Se puede determinar registrando al
menos 6 mediciones bajo las mismas condiciones. Se calcula la desviacién estandar (Sr) y el

porcentaje de coeficiente de variacion (Duffau 2010: 21-49), (Crubellati 2009: 15-29).

Ecuaciones:

Z?=1(xi —X)?

6n 5
— (ecuacion 5)

S
CV,.% = % x 100% (ecuacion 6)

El criterio de aceptabilidad para la repetibilidad y la reproducibilidad serd en base a
coeficiente de variacién de Horwitz.
CVy,% = 2(1705L09C)  (ecyacién 7)
En donde:

C=valor nominal del analito expresado en potencia de 10

e Criterio de aceptacidn para la repetibilidad: CV,%<(CVh%/2).

5.4.3.2 Reproducibilidad

Es el grado de precision en donde los resultados de andlisis se obtienen con el mismo
método, pero en condiciones diferentes como laboratorio, diferentes analistas, usando
distintos equipos, distintos materiales, entre otros. Para determinar la reproducibilidad

intralaboratorio (dentro del laboratorio), se sugiere realizar 3 mediciones del material de
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referencia una vez por cada semana. También, se puede determinar registrando al menos
10 mediciones en dias distintos, o en un mismo dia, cambiando al menos una condicion
analitica (por ejemplo: el electrodo de trabajo). Se calcula la desviacién estandar (Sx) y el
porcentaje de coeficiente de variacion (CV.%) (Duffau y otros 2010: 21-49), (Crubellati y
otros 2009: 15-29).

El criterio de aceptabilidad para la repetibilidad y la reproducibilidad sera en base a
coeficiente de variacion de Horwitz.
CVy % = 2(1-0.5LogC)
En donde:

C= valor nominal del analito expresado en potencia de 10

e Criterio de aceptacion para la reproducibilidad intralaboratorio:

CVi% < (ZCVh%/3).

5.4.4 Veracidad
Establece el grado de cercania de la media de un conjunto de resultados con el valor
verdadero. La veracidad se puede expresar en términos de sesgo o recuperacién. La
veracidad en términos de sesgo, efectla la comparacion de la media de los resultados del
método contra un valor de referencia con materiales de referencia certificados o con los

resultados obtenidos por un método estandar.

Otra forma de demostrar la veracidad es mediante recuperacidon que consiste afiadir un
material de referencia certificado (MRC) a una muestra en cualquier etapa de un analisis
guimico, para verificar la respuesta del sistema de medicidn. El porcentaje de recuperacion
es un componente de la veracidad. Los limites en general son de 95-105% de recuperacion

aceptable (Duffau y otros 2010: 21-49), (Crubellati y otros 2009: 15-29).
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6. Metodologia

6.1 Reactivos y materiales

e Azul de metileno, grado p.a., marca Merck

e Dipirona monohidratada, estandar analitico, marca Sigma-Aldrich
e Sodio bifosfato anhidro, grado p.a., marca Merck

e Sodio fosfato monobasico monohidratado, grado p.a., marca Merck
e Hidréxido de sodio, grado p.a., marca Merck

e Acido clorhidrico 37%(cc), grado p.a., marca JT Baker

e Acido sulfirico 98% (cc), grado p.a., marca JT Baker

e Cloruro de potasio, grado p.a., marca Merck

e Agar-agar, pureza 99.99%, marca Merck

e Alimina granulada, pureza 99.99%, marca Merck

e @Gas nitrégeno, grado UHP-5.0, marca Linde Gas

e Etanol, grado p.a., marca Merck

e Acetona, grado p.a., marca JT Baker

e Tiras indicadoras de pH (escala 0-14 Merck)

e Electrodos de carbdn vitreo (diametro 3mm)

e Electrodo de calomelanos saturado (SCE, de sus siglas en inglés)
e Alambre de platino

e Celda electroquimica de vidrio para 3 electrodos

e Vasos precipitados de 50 y 100mL

e Fiolas de 50, 100,250 y 500mL

e Pipetasde 5,10y de 25mL

e Imanes para agitacion

e baguetas
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6.2 Equipos

= Balanza analitica OHaus Adventurer, capacidad maxima 210 g, sensibilidad de
0,0001 g., proporcionado por el Laboratorio de Investigacion 3 de la Seccién
Quimica De La PUCP

=  Potenciostato, marca CH Instruments, modelo 1242B, proporcionado por el
Laboratorio de Investigacion 3 de la Seccidon Quimica De La PUCP

=  Agitador magnético, marca Thermo Scientific, modelo Nuova SP18420

=  Microscopio Electrénico - Quanta 650 - FEI, con detector (EDS) EDAX Team,
proporcionado por el Centro de Caracterizacién de Materiales de la PUCP

= Sonicador Laboratory Equipment Manufacter modelo DCG-200H

= Portable electrochemical Interface & Impedance Analyser, marca IVIUM
TECHNOLOGIES y software IVIUMSOFT, proporcionado por el Laboratorio de

Electroquimica de la UNI

6.3 Procedimientos

6.3.1 Pretratamiento y modificacion de los electrodos.

Se realizd el pretratamiento fisico a los electrodos de carbén vitreo que consiste en
pulido de la superficie plana del electrodo con alimina hasta obtener una superficie
lisa y brillosa. Luego un lavado con metanol, acetona y agua en ultrasonido por 2
minutos cada uno, para remover las particulas que hayan quedado adheridas. Por
ultimo, se realizé un tratamiento electroquimico al electrodo, que consiste en: (i)
polarizacidn potenciostatica a 1.2V por 10 minutos en H,SO4 1My (ii) aplicacién de
un barrido de potencial ciclico (-0.4V hasta 1.2V) a velocidad 1v/s por 10 minutos en

una solucion de H,SO4 1M.

Para realizar la electropolimerizacién se utilizé una celda de tres electrodos como
se ve en la figura 22: barra de carbdn vitreo como electrodo de trabajo, ldmina de
platino como contraelectrodo y electrodo de calomelanos saturado (SCE) como
electrodo de referencia.

La solucidn electrolitica estaba compuesta por: buffer fosfato 0.1M (pH8) y 0.1M de
KCl, conteniendo 1x10*M de azul de metileno. Se burbujed con nitrégeno por 2

minutos previos a la electropolimerizacion.
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Se empled la técnica de voltametria ciclica bajo los siguientes pardmetros:
Rango de voltaje: -0.75 hasta 1V vs. SCE

Velocidad de barrido: 0.05v/s

Cantidad de ciclos: 30

Figura 22. Celda de tres electrodos

6.3.2 Caracterizacidn del film polimérico formado en la superficie del electrodo.

e Se calculd la cantidad de polimero electroactivo depositado en la superficie
del electrodo a partir de la Ley de Faraday (ecuacion 1).

e Se caracterizd la morfologia de un electrodo modificado y de un electrodo
sin modificar, mediante la microscopia electrdnica de barrido (SEM) y un
analisis de la composicién elemental del film mediante la espectroscopia de
energia dispersada de rayos X (EDS). El voltaje de aceleracidn utilizado fue
de 30 kV.

e Se evalué la impedancia o resistencia de los electrodos modificados y los
electrodos sin modificar mediante la técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS, de sus siglas en inglés) en una solucién de
0.1M de KCI que contenia el par redox 1.0 mmol/L KsFe(CN)e y 1.0 mmol/L

KsFe(CN)g bajo los siguientes parametros:

- Voltaje aplicado constante: 2.0V (vs. SCE)

- Amplitud de perturbacién: 0.01V
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- Barrido de frecuencias: 0.1 — 1000 Hz
- Numero de frecuencias: 36

- Décadas: 7

6.3.3 Evaluacidon del comportamiento electroquimico de la dipirona en el
electrodo modificado.

Se estudié por medio de la técnica de voltametria ciclica el comportamiento
electroquimico de la dipirona en el electrodo modificado y en un electrodo sin
modificar de carbdn vitreo.

Se empled una celda de 3 electrodos con capacidad de 50mL. Los electrodos de
carbdn vitreo modificados y no modificados fueron empleados como electrodos de
trabajo, una lamina de platino fue empleada como contraelectrodo y el electrodo

de calomelanos SCE fue empleado como electrodo de referencia.

Condiciones de trabajo

e Concentracion de dipirona: 1x103 M

e Electrolito soporte: Solucién de KCl 0.1M, aproximadamente 20mL
e Rango de voltaje: -1 hasta 1.2V vs. SCE

e Velocidad de barrido: 0.05V/s

Se burbujeé la solucién con nitrégeno por 2 minutos previos a las mediciones

6.3.4 Optimizacion de las condiciones de trabajo empleando la técnica

voltametria ciclica

6.3.4.1 Evaluacién del efecto del pH
Se estudio el efecto del pH en un rango (2 a 7) para la oxidacion electroquimica de
la dipirona, para ello se prepard una disolucidn de KCl 0.1M conteniendo 1x103M
de dipirona y el pH de las soluciones se ajusté afiadiendo gotas de HCl 1M.
Finalmente se burbujed la solucién con nitrégeno por 2 minutos previos a las

mediciones.
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6.3.4.2 Evaluacidn del efecto de la velocidad de barrido
Se analizé los voltamogramas ciclicos de la dipirona a diferentes velocidades de
barrido (0.05—0.2 V/s).
Se prepard una disolucidn de KCl 0.1M conteniendo 1x103M de dipirona y se ajusté

a pH 4 anadiendo gotas de HCl 1M.

Se burbujed la solucidn con nitrégeno por 2 minutos previos a las mediciones

6.3.4.3 Evaluacion del efecto de la concentracidn
Se evaluo el efecto de la concentracién, se midié la intensidad de corriente del pico
de oxidacidon de la dipirona usando voltametria ciclica a concentraciones desde
8 x 10° hasta 5 x 10 mol/L disueltos en KCl 0.1M a pH 4. Se realizé 3 lecturas de

cada concentracion.

Condiciones de trabajo:
e Rango de voltaje: -0.7 hasta 1V vs. SCE
e Velocidad de barrido: 0.05V/s

6.3.5 Caracterizaciéon de variables analiticas

6.3.5.1 Evaluacién del parametro linealidad
A partir de los datos anteriores se determind el rango lineal y se construyd la curva
de calibracién. Se determind la ecuacién de la recta y se evalud la linealidad de los
datos mediante el coeficiente de correlacién que para el caso de trazas se admite
un valor igual o mayor a 0.99 (DUFFAU, Boris 2010:21-49).
Se realizd la prueba de normalidad de los residuos de la curva de calibrado

empleando el software Minitab 15.

6.3.5.2 Determinacion de limites
El limite de deteccidn y el de cuantificacidn se determinaron experimentalmente.
Se evalud el porcentaje de recuperacidn obtenida de los puntos mas bajos de la
curva de calibracidn. De acuerdo a los valores obtenidos, se eligié el valor minimo
detectable y el minimo cuantificable con porcentaje de recuperacién dentro del

rango 80-120%.
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Se realizé6 6 mediciones del valor minimo detectable y se calculé el limite de
detecciéon (LOD) y 6 mediciones del valor minimo cuantificable y se calculd el limite
de cuantificacidn (LOQ). Como criterio de aceptacion es adecuado: LOD< LOQ.

Se realizd pruebas de t-Student 1 muestra en el software Minitab que permite
probar que la media poblacional del conjunto de datos es igual al valor de

referencia.

6.3.5.3 Evaluacidn del pardmetro selectividad
Para la prueba de selectividad se preparé 3 blancos que contenian concentraciones
conocidas de interferentes y 3 estdndares de concentracion conocida de
interferentes y dipirona.
Se compararon las respuestas obtenidas y se determind que el pico obtenido

corresponde a la dipirona.

6.3.5.4 Evaluacidn de los parametros repetibilidad y reproducibilidad
Para la repetibilidad se realizaron mediciones de un material de referencia de
dipirona de concentracién 1x103M bajo las mismas condiciones (en un mismo
electrodo modificado) durante 5 dias continuos. Se calculd la desviacion estandar

(Sr) y el porcentaje de coeficiente de variacion (CV,%).

Para la reproducibilidad, 5 electrodos diferentes fueron modificados bajo el mismo
procedimiento en dias distintos y se determiné la concentracién de un material de
referencia de dipirona en cada uno de ellos. Se calculd la desviacion estandar (S.)y

el porcentaje de coeficiente de variacidn (CV/i%).

El criterio de aceptabilidad para la repetibilidad y la reproducibilidad sera en base a
coeficiente de variacién de Horwitz.
CV,, % = 2(1-05LogC)
En donde:
C=valor nominal del analito expresado en potencia de 10
Para la repetibilidad: CV,%<(CV1%/2).
Para la reproducibilidad: CV\i% < (2CVr%/3).
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6.3.5.5 Evaluacién de la veracidad del método

Para verificar la veracidad del método se compararon los resultados obtenidos
por el método propuesto con los resultados de un método espectrofotométrico
uv-vis estandarizado para la determinacion de dipirona o también llamado
sulpirina en la farmacopea japonesa (Japanese Pharmacopoeia 2016: 1444-

1445).

Se prepararon 2 muestras con agua destilada enriquecidos con dipirona a
concentraciones 1x103M y 5x10“M, estas fueron analizados con el sensor
propuesto y con el método espectrofotométrico uv-vis de referencia. El detalle

del método de referencia se puede ver en el anexo 3.

Se realizd el andlisis t de Student para muestras independientes en el software
Minitab a un nivel de confianza de 95% para descartar la existencia de
diferencias significativas entre las concentraciones calculadas por cada método.
El criterio de aceptacidn es que el p-value de la prueba t para 2 muestras sea

>0.05.

7. Resultados
7.1. Preparacion de los electrodos modificados electroquimicamente poli (azul de

metileno) /carbén vitreo

Luego del pretratamiento de los electrodos de carbdn vitreo, estos fueron modificados
mediante la técnica de voltametria ciclica en buffer fosfato 0.1M(pH8) y 0.1M de KCl,
conteniendo 1x10™*M de azul de metileno en el rango de voltaje -0.75 hasta 1V vs. SCE
a velocidad de barrido: 0.05V/s por 30 ciclos. Algunas variables como velocidad de
barrido, rango de potencial, electrolito soporte y solucién buffer fueron elegidos de
acuerdo a estudios previos (Barsan 2008, 3973-3982), (Zhao, 2009, 158-163).

El voltamograma se muestra en la figura 23.
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2-0"; Blanco

Modificado

Current / 1le-4A

Potential / V

Figura 23. Voltamograma de electropolimerizacién del colorante azul de metileno para un

electrodo modificado, obtenido por la técnica voltametria ciclica.

7.2. Caracterizacion de los electrodos modificados poli (azul de metileno) /carbén vitreo

7.2.1 Estimacién de la cantidad de poli(azul de metileno) en la superficie del

electrodo

Se calculd la cantidad de polimero electroactivo depositado por
electropolimerizacidn a pH bdsico. El cdlculo se realizé usando la Ley de Faraday
(ecuacién 1) considerando que se transfieren 2e- en la reaccion redox ver figura 9,

y que el drea geométrica del electrodo de trabajo es 0.18cm?.

__Q
nFA

Calculo

- Q=2.811x10*C

- n=2e
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- A=0.18cm?
- F=96500 C/mol

2.811x107%C nmol
- - =809
(2)(96500C)(0.18cm?) cm

7.2.2 Caracterizacidon de la morfologia del electrodo modificado poli (azul de

metileno) /carbdn vitreo por microscopia electrénica de barrido

Se realizd la microscopia electrénica de barrido del electrodo modificado y del
electrodo sin modificar. El electrodo sin modificar no presenta ningun tratamiento
previo, mientras que el electrodo modificado presenta todos los tratamientos del
punto 6.3.1. Ademas, se realizé el analisis de la composicién elemental de las
superficies mediante la espectroscopia de energia dispersada de rayos X (EDS), ver

anexo 1y 2.

Figura 24. Micrografias SEM del electrodo de carbén vitreo (a) y poli (azul de

metileno)/carbdn vitreo (b)

7.2.3 Caracterizacidon de la impedancia del electrodo modificado poli (azul de

metileno) /carbdn vitreo por espectroscopia de impedancia electroquimica

La impedancia o resistencia del electrodo modificado fue estudiado por
espectroscopia de impedancia electroquimica en 0.1mol/L de KCl conteniendo 1.0
mmol/L KsFe(CN)e y 1.0 mmol/L KsFe(CN)s. La figura 25 muestra un grafico
comparativo de Nyquist de un electrodo sin modificar de carbén vitreo y de un

electrodo modificado poli (azul de metileno) /carbdn vitreo.
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Figura 25. Espectro de impedancia del electrodo modificado poli (azul de metileno)
/carbon vitreo y electrodo sin modificar de carbdn vitreo, técnica empleada

espectroscopia de impedancia electroquimica

7.3. Evaluacion del comportamiento electroquimico de la dipirona en el electrodo

modificado poli (azul de metileno) /carbén vitreo

La oxidacidon de la dipirona fue estudiada por voltametria ciclica para elucidar su
comportamiento electroquimico. Las figuras 26 y 27 muestran los voltamogramas de un
electrodo sin modificar y uno modificado en presencia de 1x102 mol/L de dipirona

respectivamente.

3 O 1 1 1 1 1
~ May 30, 2017 12:16:56
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2.0 F File- esm2 bin
] Init E (V) = -0.7
1.0 4 T HahEQ=1
] Low E (V) =-0.7
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i 1 Scan Rate (V/s) = 0.05
] - 3 L Segment = 4
2 10 b Smpl Interval (V) = 0.001
- ] Quiet Time (s) = 2
- -2.0 ] F Sensitivity (A/V) = 0.001
= ]
@ 30 ] L
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= ] . .z
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607 E
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1.0 038 06 04 0.2 0 0.2 04 0.6 0.8
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Figura 26. Voltamograma ciclico de 1x10 mol/L de dipirona en una solucién de KCl 0.1M en

un electrodo sin modificar
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Figura 27. Voltamograma ciclico de 1x103 mol/L de dipirona en una solucién de KCl 0.1M en

un electrodo modificado

7.4 Optimizacion de las condiciones de trabajo para la técnica CV

7.4.1

Efecto del pH

En la figura 28 se presenta los voltamogramas ciclicos de 1x10° M de dipirona

disuelto en electrolito 0.1M de KCl, variando el pH de 2 a 7. Los voltamogramas a

pH mds bdsicos se omitieron porque no presentaban sefiales de corriente

significativas.

La tabla 2 muestra variables obtenidas de los voltamogramas para cada pH:

potencial de oxidacién E, e intensidad de corriente anddica l..

La figura 29 muestra el efecto del pH en la I..

4 0 | 1 1 | | 1
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— -2.0 E Quiet Time (s) = 2
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o pH2
6.0 E
7.0 3 pH4
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Figura 28. Efecto del pH en la corriente, I, al oxidar 1x103 M de dipirona
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Tabla 2 .Variables obtenidas de los voltamogramas de pH

pH Eo (V) la (A)
2 0.57 2.33x10°
4 0.55 2.98 x10°
6 0.50 1.54 x10°
7 0.43 1.75 x107°
3.50E-05
3.00E-05
2.50E-05
2
(]
< 2.00E-05
©
% 1.50E-05
2
1.00E-05
5.00E-06
0.00E+00
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Titulo del eje

Figura 29. Efecto del pH en la intensidad de corriente anddica, I, de 1x103M

de dipirona
7.4.2 Efecto de la velocidad de barrido

En la figura 30 se presenta los voltamogramas ciclicos de 1x10% M de dipirona
disuelto en electrolito 0.1M de KCl a pH 4, variando la velocidad de barrido (0.05
hasta 0.2 V/s). Como se puede observar, la corriente de pico anddico de la dipirona
incrementa con la velocidad de barrido, sin embargo, ésta no afecta el potencial de

oxidacion.

La figura 31 fue construida con los valores de intensidad de corriente anddica |, para
cada velocidad de barrido, en donde se aprecia una relacion lineal entre |,y la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido v/?(r’=0.9647).
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Figura 30. Efecto de la velocidad de barrido en la oxidacién de la dipirona
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Figura 31. Grafico de la corriente de pico anddica (l) vs. la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido (V*/?)

7.4.3 Efecto de la concentracién

Mediante la técnica de voltametria ciclica se evalud la intensidad de la corriente
anddica de la dipirona a diferentes concentraciones (8 x10° hasta 5x107 mol/L), ver
figura 32. Se observé un comportamiento lineal entre la concentracion y la corriente
anddica a potencial constante cercano a 0.54V. La minima concentracién que fue

detectada en el voltamograma fue 1x10“*mol/L.
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Figura 32. Voltamograma ciclico de la dipirona a diferentes concentraciones: (a) 5x103;

(b) 2x1073; (c) 1x1073; (d) 5x10%; (e) 2x10™* mol/L; (f) 1x10* mol/L; (g) blanco

7.5 Evaluaciéon de parametros de validacion del método para la cuantificacion de
dipirona
7.5.1 Linealidad
La tabla 3 se construyé a partir de los datos obtenidos de la figura 32, como
potencial de oxidacién E, e intensidad de corriente anddica l,. Ademas, se calculd el
porcentaje de recuperacion R% para cada concentracién. A partir de estos datos se
definié el rango lineal entre 2x10* - 5x103 M.
La figura 33 muestra la curva de calibracién, la ecuacién de la recta
y = 0.026x — 4x107° y el coeficiente de correlacién (r>=0.9994).
La figura 34 muestra el analisis de normalidad para los residuos en donde la
hipdtesis nula es que los datos provienen de una distribucion normal, el cual se

corrobora con un p-value mayor a 0.05.
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Tabla 3. Resultados de la curva de calibracion

Eo(V) C mol/L I(A) R%
0.56 5x10°3 1.26x10* 100.2
0.56 1x10°3 2.44x10° 109.3
0.55 5x10* 8.15x10° 93.5
0.54 2x10* 1.28x10°® 101.5
0.53 1x10* 8.82x107 187.8
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1.20E-04 _ @
__ 1.00E-04 Ly =0.026x- 4E-06
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& 8.00E-05
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Figura 33. Curva de calibraciéon
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7.5.2 Limites

La figura 35 muestra los voltamogramas superpuestos para las concentraciones mas
bajas de dipirona, en donde se observa los picos alrededor de 0.54V muy cercanos
al voltamograma del blanco.

Debido a que el blanco no puede ser medido, experimentalmente se definié el limite
de deteccidn y el limite de cuantificacién.

la tabla 4 presenta 6 mediciones de las concentraciones mas bajas de dipirona:
(2x10*M y 1x10“M). Adicionalmente se calculé el porcentaje de recuperacion R%.

La figura 36 muestra los resultados de la prueba t-Student para una muestra con

respecto al valor nominal de las concentraciones 2x10*M y 1x10*M.
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Figura 35. Superposicion de los voltamogramas de las soluciones con dipirona:

(a)blanco; (b) 1x10*M; (c)2x10*M

Tabla 4. Datos para la determinacion de limites

2x10™* mol/L 1x10* mol/L
Medida Concentracion Recuperacién Concentracion Recuperacion
(mol/L) (%) (mol/L) (%)
1 1.85x10* 92.7 1.76 x10* 175.6
2 2.03x10* 101.3 1.74 x10* 174.2
3 2.22 x10* 111.1 1.76 x10* 176.2
4 2.26 x10™ 113.1 1.74 x10* 174.3
5 2.25x10* 112.3 1.75 x10* 174.7
6 1.95x10* 97.4 1.74 x10* 173.5
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Media del

Error
Variable N Media Desv.Est. estéandar IC de 95% T P
2x1074 6 0.000209 0.000017 0.000007 (0.000191, 0.000228) 1.32 0.245
Media del
Error
Variable N Media Desv.Est. estéandar IC de 95% T P
1x1074 6 0.000175 0.000001 0.000000 (0.000174, 0.000176) 185.58 0.000

Figura 36. Resultados de la prueba t-Student 1 muestra. Software MINITAB

7.5.3 Repetibilidad

Se realizaron 5 mediciones diarias de 1x10>M empleando un mismo electrodo, se

tomaron los valores de intensidad de corriente anddica a potencial 0.54V. La tabla

5 resume los valores promedios por cada dia de andlisis.

La tabla 6 presenta los estadisticos de la repetibilidad en base a el coeficiente de

variacion de Horwitz.

Tabla 5. Resumen de las medidas de concentracidn de dipirona para prueba de

repetibilidad
Concentracion real
(mol/L) R (%)
. 1.07x10°3 107.0
Dia 1l
; 9.98 x10™* 99.8
Dia 2
) 1.03 x10°3 103.0
Dia 3
. 1.02 x10°3 102.0
Dia 4
) 9.97 x10* 99.7
Dia 5
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Tabla 6. Estadisticos de la repetibilidad en base al coeficiente de variacién de

Horwitz
) 1.02x1073 mol/L
media
s 2.99 x10” mol/L
CV:% 2.92%
CVi% 6.62%

7.5.4 Reproducibilidad

Se modificaron cinco electrodos de carbdn vitreo con el mismo procedimiento que
se indica en el punto 6.3.1.

Se determind la concentracién de un material de referencia de dipirona (1x103M),
para ello, se tomaron los valores de intensidad de corriente anddica a potencial
cercano a 0.54V. La tabla 7 resume los valores promedios por cada electrodo.

La tabla 8 presenta los estadisticos de la reproducibilidad en base a el coeficiente de

variacion de Horwitz.

Tabla 7. Resumen de las medidas de concentracion de dipirona para prueba de

reproducibilidad

Concentracion real

(mol/L) R (%)
1.10x10°3 110.0

Electrodo 1
9.92 x10* 99.2

Electrodo 2
1.03 x10°3 103.0

Electrodo 3
1.05 x1073 105.0

Electrodo 4
9.94 x10* 99.4

Electrodo 5

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Tabla 8. Estadisticos de la reproducibilidad en base al coeficiente de variacidn de

Horwitz
Media 1.03x107 mol/L
S, 4.47x10° mol/L
CVi% 4.33
CVh% 6.62

7.5.5 Selectividad

Se realizé la prueba de selectividad de la dipirona en presencia de un interferente
(L-&cido ascérbico). Se analizé 3 blancos que contenian 1x103M de L-dcido ascérbico
y 3 tres estdndares que contenian 1x103M de L-acido ascérbico y 1x103M de
dipirona.

La figura 37 muestra los voltamogramas superpuestos del blanco que contiene
1x103M de L-acido ascérbico y del estdndar que contiene 1x10°M de L-acido
ascérbico y 1x103M de dipirona, de color verde y azul respectivamente.

La tabla 9 presenta las concentraciones calculadas de dipirona en presencia del

interferente y su porcentaje de recuperacion R%.
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Figura 37. Prueba de selectividad del método: (verde) blanco que contiene
1x103M de L-acido ascérbico; (azul) estdndar que contiene 1x103M de L-acido

ascorbico y 1x103M de dipirona
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Tabla 9. Datos para la selectividad de dipirona 1x10*M

1x103mol/L
Medida
Concentracién (mol/L) | Recuperacion( %)
1 6.86 x10™* 68.6
2 7.63x10* 76.3
3 7.24 x10* 72.4

7.5.6 Veracidad

La veracidad del método se verificé comparando los resultados obtenidos
por el método propuesto con el sensor poli(azul de metileno)/carbdn vitreo
y el método espectrofotométrico uv-vis para la deteccién de dipirona de la
farmacopea japonesa (ver anexo 3).

Se prepararon 2 muestras de agua destilada que contenian 1x103 y 5x10*
M de dipirona.

La tabla 10 muestra los promedios de los resultados obtenidos por cada
método y los p-value de la prueba estadistica t-Student para 2 muestras

independientes.

Tabla 10. Comparacién de los valores obtenidos de dipirona en muestras de

agua por adicién usando el método voltamétrico propuesto y el método de

referencia
Concentracion Método Método uv vis p-value
nominal de las voltamétrico estandarizado
muestras que propuesto (mol/L) (mol/L)
contienen
dipirona
0.397
1x103 mol/L 9.62X10* 9.65X10™
0.666
5x10* mol/L 4.72%x10* 4.70X10*

*Las mediciones para cada método se realizaron por triplicado
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Preparacion de los electrodos modificados electroguimicamente poli (azul de

metileno) /carbén vitreo

En la figura 23 se presenta el perfil voltamétrico del polimero del azul de metileno. Para el primer
ciclo se observé 2 picos bien definidos correspondientes a la oxidacion y reduccién del azul de
metileno a -0.23V y -0.27V respectivamente, que con el incremento de ciclos fue disminuyendo
su intensidad, ademas un nuevo par de picos redox aparecié alrededor de -0.02V (oxidacién) y -

0.36V (reduccidén) haciéndose cada vez mas irreversible.

El primer pico de oxidacidon que aparecio corresponde a la oxidacién del mondmero (-0.23V) y
el segundo pico de oxidacién que aparecid corresponde a la formacidn del polimero (-0.02V).
Adicionalmente, se observa un pico en la regién alrededor de 1.0 V que corresponde a la
formacién de las especies catidnicas radicalarias segiin como reportan otros autores (Karyakin

1998, 149-155), (Barsan 2008, 3973-3982).

Los resultados indican que se formd un film polimérico de azul de metileno en la superficie del
electrodo y que el grosor aumenta con el numero de ciclos, mientras que fisicamente la
superficie del electrodo cambid de un color negro opaco del carbdn vitreo a un color negro

brillante caracteristico del polimero.

De acuerdo a la referencia (KARYAKIN 1998, 149-155), la electropolimerizacion del azul de
metileno se debe a la condensacidn oxidativa de los fragmentos aromaticos de fenotiazina y la

desmetilacidn parcial de los grupos laterales dimetilamino, ver figura 11.

8.2. Caracterizacién de los electrodos modificados poli (azul de metileno) /carbén vitreo

8.2.1.Estimacién de la cantidad de poli(azul de metileno) en la superficie del electrodo

La cantidad aproximada de polimero electroactivo depositado fue de 8.09nmol/cm? como
fue calculado en el punto 7.2.1, este valor fue contrastado con otros trabajos en donde
electropolimerizan azul de metileno en diferentes solventes de pH basico como se muestra
en la tabla 11. Revela una buena pelicula de poli(azul de metileno) sobre la superficie del
electrodo. Por tanto, se podria predecir una buena estabilidad quimica y fisica durante las

mediciones electroquimicas.

Tesis publicada con autorizaciéon del autor

No olvide citar esta tesis




Tabla 11. Cantidad de moles de mondmero de azul de metileno obtenido por voltametria

ciclica
Autores Solvente Cantidad de poli(azul de
metileno) depositado

Costa Marinho, Maria y buffer fosfato 0.05M y 7.9 nmol/cm?
otros NaNOs 0.1M (pH8)

Barsan, Madalina M. y 0.025M borato y 0.1M 10.5 nmol/cm?

otros Na,SO0. (pH9.2)

Este trabajo buffer fosfato 0.1M y 8.09nmol/cm?

0.1M de KCI (pH8)

8.2.2.Caracterizacion de la morfologia del electrodo modificado poli (azul de metileno)

/carbdn vitreo por microscopia electrdnica de barrido

Microscopia electrdnica de barrido (SEM) fue usada para caracterizar y comparar la morfologia
de los electrodos de carbén vitreo y poli (azul de metileno) /carbén vitreo como se aprecia en la

figura 24.

En la figura (24a) se aprecia una superficie uniforme y cristales en forma de dendritas
distribuidos aleatoriamente. Segun la informacidn elemental obtenida de los espectros del EDS,
las zonas negras estdan compuestas por carbono al 100% y las dendritas de color blanco estarian
compuestas en su mayoria por Cy en menor proporcién O, cloro (Cl), sodio (Na) y potasio (K)

que serian impurezas de la fabricacién, ver anexo 1.

En la figura (24b) se muestras el SEM del electrodo modificado poli (azul de metileno)/carbén
vitreo) de diferente textura al electrodo de carbén vitreo que se debe a los pretratamientos de
pulido y acumulaciones blancas dispersas en toda la superficie que representa al poli( azul de
metileno), esto se comprueba con los espectros EDS, que para las manchas blancas se obtiene
carbono (C) y O en mayor proporcién y azufre (S) en menor proporcion , segun la figura 8 del
azul de metileno contiene S en su composicién elemental, lo que indica que el azul de metileno

se habria electropolimerizado en la superficie del electrodo de carbdn vitreo, ver anexo 2.
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8.2.3.Caracterizacidn de la impedancia del electrodo modificado poli (azul de metileno)

/carbon vitreo por espectroscopia de impedancia electroquimica

Las caracteristicas interfaciales del electrodo modificado Poli(azul de metileno) fueron
estudiadas por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) en una solucion de KCI
0.1M que contenia 0.1mmol de K4Fe(CN)s y KsFe(CN)es a potencial aplicado de 0.2V (vs. SCE).
La amplitud de perturbacién fue 0.01V y el rango de frecuencias fue 0.1 — 1000 Hz. En EIS el
didametro del semicirculo representa la resistencia a la transferencia de electrones (Ret), que
estd relacionada a la cinética de transferencia de electrones del par redox en solucion. La
figura 25 muestra el espectro de impedancia de un electrodo de carbén vitreo sin modificar
y de un electrodo modificado poli(azul de metileno)/ECV. Para el electrodo sin modificar se
aprecia un semicirculo con un valor de Ret 1000 ohm a altas frecuencias, por tanto, se infiere
que la transferencia de electrones es dificil en la superficie electrodo/solucidn. Mientras que
para el electrodo modificado poli(azul de metileno)/ECV se observa una linea recta , por
tanto se infiere que el proceso de transferencia de electrones es bueno y que estd
controlado por difusién a bajas frecuencias. Los resultados mostraron que el film poli(azul
de metileno) exhibe buena conductividad y capacidad de transferencia de electrones en la

superficie electrodo/solucion.

8.3. Evaluacion del comportamiento electroquimico de la dipirona en el electrodo

modificado poli (azul de metileno) /carbdn vitreo

En la figura 26 se aprecia la oxidacién electroquimica de la dipirona 1x10*M en el electrodo sin
modificar en una solucién de KCl 0.1M y esta representado por los picos anddicos irreversibles
a 0.40V (picol), 0.56V (pico 2) y un tercer pico a 0.72V casi invisible vs. SCE, y con el incremento
de ciclos, la corriente de oxidacién fue disminuyendo. Estos picos de oxidacion se deben a los
productos de degradacidn de la dipirona como se muestra en la figura 38. La etapa de oxidacion
mas facil es la pérdida del grupo sulfito y la etapa siguiente es la oxidacion del grupo metilo del
nitrégeno del metil amino y su oxidacién a un metil metanal o a una reduccién a una amina

simple (Pauliukaite 2010: 590-598).
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Figura 38. Posible degradacion de la dipirona (Pauliukaite 2010: 590-598)

Por otro lado, la figura 27 muestra la oxidacidon electroquimica de la dipirona 1x103M en el
electrodo modificado. Se observa un solo pico de oxidacién a 0.54V vs. SCE que con el
incremento de los ciclos la intensidad de corriente de oxidacién fue disminuyendo. La presencia
de solo un pico de oxidacién podria deberse a que el electrodo no es suficientemente sensible
para capturar diferencias en la estructura de la dipirona y sus productos de oxidacidn. Sin
embargo, presenta un pico de oxidacidn mas definido que corresponde a la oxidacion total de

la dipirona en solucién.

En la figura 39 se muestra el proceso que ocurre en la interfase electrolito/electrodo y dentro
del film polimérico de azul de metileno por oxidacidn de la dipirona. La dipirona difunde hasta
la superficie del electrodo y se oxida transfiriendo 2 electrones al polimero de azul de metileno
que se obtuvo electroquimicamente. El polimero de azul de metileno se oxida y transfiere los 2

electrones al electrodo de carbdn vitreo.
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Figura 39. Representacion del proceso que ocurre en la interfase electrolito/electrodo y dentro
del film polimérico de azul de metileno por oxidacién de la dipirona. Adaptacién de mecanismo

de oxidacion de la dipirona. (2012: Buoro, Rafael y otros)

8.4. Optimizacion de las condiciones de trabajo para la técnica CV

8.4.1.Efecto del pH

El efecto del pH en la corriente de oxidacidn de la dipirona fue estudiado en el rango pH 2-7
manteniendo constante la velocidad de barrido en 0.05mV/sy la concentracién a 1x10M. Como
se aprecia en la figura 28, la intensidad de corriente de pico anddico de la dipirona es afectado
por la variacidon del pH, por lo tanto debe ser controlado ya que afecta la sensibilidad y la
conductividad del poli(azul de metileno) en las mediciones. En la tabla 2 se observa que el

potencial de pico se desplaza a valores mas negativos mientras aumenta el pH.

En la figura 29, se observa que la maxima corriente de pico fue a pH 4 y fue seleccionado para

los siguientes experimentos.
8.4.2.Efecto de la velocidad de barrido

En la figura 30 se observa el voltamograma ciclico de la dipirona a diferentes velocidades de

barrido (0.05 hasta 0.2 V/s), se mantuvo constante los parametros de pH 4 y concentracion de
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dipirona 1x103M. La corriente de pico anddico incrementa proporcionalmente con la velocidad

de barrido y ademds no afecta al potencial de oxidacién que se mantiene alrededor de 0.54V.

En la figura 31 se construyd una grafica corriente de pico anddico vs. la raiz de la velocidad de
barrido, se observa que mantienen una relacidn lineal con un coeficiente de correlacién
(r?=0.96). Este resultado indica que la reaccién de oxidacidn de la dipirona usando el electrodo

modificado poli(azul de metileno)/ECV se da por un proceso de difusién (Skoog 2008: 716-757).

8.4.3.Efecto de la concentracion

La figura 32 muestra el efecto de la concentracion de la dipirona sobre la intensidad de corriente
anddica empleando la técnica voltametria ciclica, en ella se aprecia un comportamiento lineal

entre la concentracion y la corriente anddica a potencial constante cercano a 0.54V.

8.5. Evaluacion de parametros de validacidn del método para la cuantificaciéon de dipirona

8.5.1.Linealidad

Bajo condiciones éptimas de trabajo se empled la técnica voltametria ciclica para la
determinacidn de dipirona. El método propuesto mantiene linealidad desde 1x10*M
hasta 5x103M, pero se define como rango de trabajo desde 2x10*M hasta 5x103M, debido
a que el porcentaje de recuperacidn para concentraciones inferiores a 1x10*M presentan

valores muy altos, ver tabla 3.

La grafica de calibracidon se muestra en la figura 33, en donde se observa la linealidad de la
concentracién de la dipirona vs. la intensidad de corriente de oxidacion de la dipirona. El
coeficiente de correlacion es 0.9994 y la concentracion de la dipirona es determinada por la

ecuacion I,q = 0.026Cy;, — 4x107°

La figura 34 muestra la prueba de normalidad de los residuos de la curva de calibrado en
donde el p-value fue 0.15, por lo tanto, no hay evidencia estadistica para rechazar la hipdtesis

nula. Los datos provienen de una distribucién normal.
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8.5.2.Limites

En la figura 35 se muestra el voltamograma comparativo de las concentraciones 1x10* My
2x10* M. Presentan intensidades de corriente de oxidacidon muy cercanas al blanco. En la
tabla 4, se fijo el valor minimo detectable en 1x10“M debido a que presentaba porcentaje
de recuperacion fuera del rango de recuperacién 80-120% y como minimo valor

cuantificable se fijé a 2x10*M con porcentaje de recuperacion dentro del rango aceptable.

Adicionalmente se realizé la prueba de t-Student de una muestra para contrastar que la
media de los datos para ambas concentraciones es igual a su valor de referencia. La figura
36 muestra los resultados obtenidos de la prueba t-Student en donde se observa que el
p-value para la concentracién 2x10*M (0.245) es mayor que el nivel de significancia (0.05),
entonces se concluye que el promedio de los datos es 2x10* M al 95% de confianza. Por otro
lado, para la concentracién 1x10*M el p-value estd por debajo del nivel de significancia y

por lo tanto el promedio de datos no es igual a su valor nominal.

Los valores seleccionados cumplen con el criterio de aceptacion: LOD<LOQ
Finalmente, los limites quedaron fijados en los siguientes valores:
e Limite de deteccién LOD: 1x10*M

e Limite de cuantificacion LOQ: 2x10“*M

Tabla 12. Caracterizacidn analitica del método voltamétrico empleando el electrodo

modificado con poli(azul de metileno)/carbdn vitreo en comparacién con otros trabajos

Electrodo Electrodo de | Electrodo de pasta de | Electrodos de
modificado con | carbdn carbono con niobato | pelicula de
poli(azul de | vitreo. de estroncio potdsico | carbono con
metileno)/carbon dopado con niquel | polimero de
vitreo (KSr2Nio.7sNba 25015).2 | tionina y
. nanotubos de

(este trabajo) carbono. 2L

r? 0.9994 0.993 0.9994 -

Limite de | 1x10* 8.1x10°® 5.1x10°® 13.4 x10°

deteccion (M)

Rango lineal | 2x10*/ 5x10°3 1.5x10°/ 3.5x10°/ 2.5x10*%/

(M) 1.5x103 3.1x10% 2.5x103
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Los resultados obtenidos de las pruebas de validacion hasta el momento se resumen en la tabla
12, en donde se aprecia que el método propuesto con el electrodo modificado con poli(azul de
metileno)/carbén vitreo presenta buena correlacion lineal, sin embargo, el limite de detecciéon
no es muy bajo en comparacién con otros trabajos, esto se puede deber a que la técnica de
voltametria ciclica no es muy recomendable para cuantificacién ya que no es una técnica tan

sensible como la voltametria de onda cuadrada o diferencial de pulsos.

8.5.3.Repetibilidad

Para las pruebas de repetibilidad se realizaron 5 medidas de 1x103M de dipirona en dias
distintos. Se calculé su valor medio, desviacion estandar y el porcentaje de coeficiente de

variaciéon CV:% y CVy% como se indica en las ecuaciones 5,6 y7.

Se establecié como criterio de aceptacion CV,%<(CVh%/2), segin como se aprecia en la tabla 6,
se cumple que el CV,% es menor que la mitad de CVy% y que los valores estan dentro del rango

de recuperacion establecido 80-120%. Por tanto, se concluye que los valores son homogéneos.

8.5.4.Reproducibilidad

Para las pruebas de reproducibilidad se prepararon cinco electrodos modificados y se midi6 la
concentracién 1x103M de dipirona en cada uno de ellos. Se calculd su valor medio, desviacién

estandar y el porcentaje de coeficiente de variacién CV.i% y CVr%.

Se establecié como criterio de aceptacidon CV,%<(2CV,%/3), seglin como se aprecia en latabla 8,
se cumple que el CV/% es menor que los dos tercios de CVy% y que los valores estan dentro del
el rango de recuperacion establecido 80-120%. Por tanto, se demostré la reproducibilidad de la

respuesta analitica.

8.5.5.Selectividad

Para la prueba de selectividad, en la figura 37 se puede observar el pico de oxidacidn de la
dipirona en 0.52V de color azul y un pico de menor intensidad a 0.3V correspondiente a la
oxidacion del L-ascérbico. En la tabla 9 a se aprecia que los porcentajes de recuperacion de la

dipirona estan un poco fuera del rango establecido alrededor de 72%, asi se deduce que el
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método determina dipirona, sin embargo, en presencia de otro farmaco de igual concentracion

el rendimiento puede verse disminuido.

Con las pruebas de repetibilidad, reproducibilidad y selectividad realizadas se puede inferir que
el método propuesto con el electrodo modificado con poli(azul de metileno)/carbdn vitreo
presenta alta estabilidad por largo tiempo, sin embargo, es de baja selectividad para la dipirona
ya que puede identificar sefiales de otros compuestos redox como es el caso de l-acido

ascorbico.

8.5.6.Veracidad

Para verificar la veracidad se compard los resultados obtenidos del método voltamétrico
propuesto con el electrodo modificado poli(azul de metileno)/carbén vitreo y el método
espectrofotométrico de la farmacopea japonesa para la determinacidn de dipirona (ver anexo

3).

La tabla 10 resume las concentraciones de dipirona calculadas para cada método y se puede
apreciar que son bastante cercanas entre ellas y al valor nominal de las muestras 1x1073 y
5x10* M. En el software Minitab se evaludé la prueba t-Student para dos muestras
independientes considerando como hipétesis nula que no hay diferencia significativa entre las
medias de los resultados de los dos métodos. El criterio de aceptacion es que el p-value obtenido
sea mayor del nivel de significancia 0.05, en donde para las muestras de concentracién 1x103M
fue 0.397 y para 5x10* M fue 0.666, por ende, se acepta la hipdtesis nula. En resumen, el método

propuesto presenta resultados veraces.
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9. Conclusiones

La modificacion del electrodo de carbdn vitreo con polimero electroactivo de azul de
metileno mejord la intensidad de corriente de oxidacidn de dipirona para su cuantificacion,
ya que en los espectros de voltametria ciclica, la electrélisis de la dipirona se mostré como
un pico intenso de oxidacién a 0.54V irreversible, mientras que en un electrodo sin modificar
se obtuvieron varios picos oxidacion de la dipirona con presencia de ruido y de baja
intensidad de corriente. Ademads, con las pruebas de EIS se pudo apreciar que el polimero
de azul de metileno mejora la conductividad en la superficie del electrodo.

La presente propuesta metodoldgica para la cuantificacion de dipirona empleando un
electrodo modificado poli(azul de metileno)/carbén vitreo es reproducible, de bajo costo y
se obtiene resultados veraces comparables a otros métodos. Sin embargo, se podria mejorar
la sensibilidad cuantificando con otra técnica voltamétrica como voltametria de onda
cuadrada o voltametria diferencial de pulsos. También se encontré que el electrodo no es
especificamente selectivo para dipirona ya que puede cuantificar otros analitos redox como
el L-acido ascérbico.

La presente tesis contribuye con el desarrollo de un método voltamétrico rapido, simple y
confiable para la cuantificacién de dipirona con el cual se podria realizar andlisis de trazas

de dipirona en matrices acuosas.
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ANEXO 1

SEM- ELECTRODO DE CARBON VITREO SIN MODIFICAR

EDS-Spot 1:

Element Weight % Atomic % NetiInt.  Error %

CK 64.13 75.09 12.1 11.71
oK 18.95 16.86 3.08 20.05
Nak 7.89 4.83 6.37 17.17
CIK 4.79 1.9 15.98 10.39
KK 4.24 1.52 12.47 11.71

EDS-Spot 2:

Element Weight % Atomic % NetInt. Error %

CK 73.84 79.82 27.6 7.14
oK 219 17.77 3.94 18.67
Nak 4.25 2.4 3.64 21.13

EDS-Spot 3:

Element Weight % Atomic % NetlInt.  Error %
CK 100 100 86.23 22
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ANEXO 2

SEM- ELECTRODO DE CARBON VITREO MODIFICADO

EDS-Spot 1:

Element Weight % Atomic % NetInt.  Error %

CK 30.13 42.75 13.6 14.85
oK 41.07 43.74 258 14.62
NaK 0 0 0 8.63
PK 0 0 0 2.92
SK 11.93 6.34 137.63 8.14
CIK 0 4] 4] 2.85
KK 0 0 0 1.56
CaK 16.86 747 147.96 7.14
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EDS-Spot 2:

Element Weight % Atomic % NetInt.  Error %

CK 16.34 24.69 4.96 19.48
oK 39.3 4515 38.37 11.31
Nak 26.08 20.59 61.65 10.23
PK 9.21 54 63.23 7.7
CIK 4.09 2.1 32.17 11.31
KK 4.48 2.08 35.45 9.01

EDS- Spot 3:

Element Weight % Atomic % NetInt.  Error %

CK 24.49 34,58 17.34 14.01
oK 40.4 4283 75.43 10.61
NaK 17.06 12.58 81.09 9.95
AlK 473 2.97 48.34 10.02
SiK 3.93 2.37 52,69 9.52
PK 445 2.44 59.16 8.73
CIK 2.22 1.06 36.89 11.21
KK 1.75 0.76 29.87 10.69
CaK 0.96 0.41 14.89 15.67

EDS-Spot 4:

Element Weight % Atomic % NetInt.  Error %
CK 100 100 154.76 1.8
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ANEXO 3

METODO ESPECTROFOTOMETRICO UV-VIS PARA LA CUANTIFICACION DE DIPIRONA O
SULPIRINA EN INYECTABLES DE LA FARMACOPEA JAPONESA 16

Sulpyrine Injection
ZILE ) AR

Sulpyrine Injection is an agueous solution for injec-
tion.

It contains not less than 95.0% and not more than
105.0% of the labeled amount of sulpyrine hydrate
(C3H,N3;NaO,S.H,0: 351.35).

Method of preparation Prepare as directed under Injec-
tions, with Sulpyrine Hydrate.

Description Sulpyrine Injection is a clear, colorless or pale
yellow liquid.
pH: 5.0 - 8.5

Identification (1) To a volume of Sulpyrine Injection,
equivalent to 0.2 g of Sulpyrine Hydrate according to the
labeled amount, add water to make 3 mL, then add 2 drops
of dilute sulfuric acid and 1 mL of chlorinated lime TS: a
deep blue color develops at first, and the color immediately
turns red and gradually changes to vellow.

(2) To a volume of Sulpyrine Injection, equivalent to
0.2 g of Sulpyrine Hydrate according to the labeled amount,
add water to make 5 mL, and boil this solution with 3 mL of
dilute hydrochloric acid: the odor of sulfur dioxide is percep-
tible at first, and on further boiling the odor of formalde-
hyde is perceptible.

Extractable volume <6.05> It meets the requirement.

Foreign insoluble matter <6.06> Perform the test according
to Method 1: it meets the requirement.

Insoluble particulate matter <6.07> It meets the require-
ment.

Sterility <4.06> Perform the test according to the Mem-
brane filtration method: it meets the requirement.

Assay Pipet 2 mL of Sulpyrine Injection, dilute with water
to exactly 100 mL. Measure exactly a volume (¥ mL) of this
solution, equivalent to about 50 mg of sulpyrine hydrate
(C3H,{N;Na0,S.H,0), and add water to make exactly l[)q
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mL. Pipet 5mL of this solution, add water to exactly 100
mL, and use this solution as the sample solution. Weigh
accurately about 50 mg of sulpyrine for assay (previously de-
termine the loss on drying <2.47> in the same conditions as
Sulpyrine Hydrate), and dissolve in water to make exactly
100 mL. Pipet 5 mL of this solution, add water to exactly
100 mL, and use this solution as the standard solution. Pipet
2 mL each of the sample solution and standard solution into
separate 25-mL volumetric flasks, add 5 mL of ethanol (95),
2mL of a solution of 4-dimethylaminocinnamaldehyde in
ethanol (95) (1 in 250) and 2 mL of acetic acid (100) to each
of these solutions, shake well, allow to stand for 15 minutes,
and add water to exactly 25 mL. Perform the test with these
solutions as directed under Ultraviolet-visible Spectropho-
tometry <2.24>, using a solution prepared with 2 mL of water
in the same manner as the blank. Determine the absor-
bances, A; and Ag, of the subsequent solutions of the sam-
ple solution and the standard solution at 510 nm.

Amount (mg) of sulpyrine hydrate (C;3H;sN:Na0O,5.H.0)
in 1 mL of Sulpyrine Injection
= M x Ai/Ag x 50/V % 1.054

Ms: Amount (mg) of sulpyrine for assay, calculated
on the dried basis

Containers and storage Containers—Hermetic containers,
and colored containers may be used.
Storage—Light-resistant, and under nitrogen atmosphere.
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