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Resumen

Se ha demostrado que la sefal de electrorreducciéon del hexacianoferrato de
potasio (I11), Ks[Fe(CN)e], disminuye de manera proporcional a la concentracion de
hemoglobina (Hb) en solucién, lo cual es aprovechado para la determinacién de
Hb en muestras de sangre totalY. La interaccién entre estos analitos es conocida
en la determinacion fotocolorimétrica de Hb en medio cianurado®. Sin embargo,
no esté claro en la literatura el mecanismo de reaccion electroquimico que ocurre
para optimizar la determinacion electroanalitica con las ventajas adyacentes con
respecto a los métodos fotocolorimétricos convencionales. Hasta el dia de hoy, en
la literatura solo esta reportada la siguiente reaccion:

Hb-Fe®* + Fe®* —» metaHb-Fe®*" + Fe*'

En este trabajo se describe el disefio de las condiciones o6ptimas de
electroanalisis para determinar el mecanismo entre la Hb y el Ks[Fe(CN)g] por
voltamperometria ciclica y potenciometria a corriente cero en medio amortiguado
utilizando como medio de reaccion buffer de trishidroxiamino metil metano (TRIS)
y nitrato de potasio (KNO3) ambos a una concentracion de 0.1 M a pH 7.5 en
ausencia de cianuro. Para la técnica de voltamperometria ciclica se empled
platino (Pt) como electrodo de trabajo, una barra de grafito como electrodo auxiliar
y plata (Ag°) como electrodo de referencia. Para los ensayos por potenciometria
se empleé Pt como electrodo de trabajo y Ag’ compartamentalizada en medio
buffer, como electrodo de referencia. Se encontré que la sefial de
electrorreduccion del Kjs[Fe(CN)s] disminuye de manera proporcional a la
concentracion de Hb; ademas, se confirma una interaccion entre estos analitos
debido a un posible proceso de reaccion quimica acoplada de tipo complejacion
multiple.



Objetivos generales

Disefiar las condiciones éptimas de electroanalisis para determinar el tipo de
mecanismo de reaccion electroquimico que ocurre entre el Kz[Fe(CN)g] y la Hb en
medio amortiguado (en ausencia de cianuro).

Hipotesis general

Al encontrarse el medio de reaccion adecuado, es posible determinar las
condiciones de reaccion para el Kz[Fe(CN)s] y Hb tal que, permitan establecer de
manera confiable el mecanismo de reaccién que ocurre entre estos analitos.



Capitulo 1. Antecedentes generales

“Triste época la nuestra, es mas dificil

destruir un atomo que un prejuicio”

Albert Einstein
Fisico aleman
(1879-1955)
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1.1 Hemoglobina
1.1.1 Generalidades

La hemoglobina, es la primera proteina cuyas estructuras terciaria y
cuaternaria fueron conocidas gracias al analisis por rayos X. Este logro,
conseguido por M. F. Perutz y sus colaboradores en Inglaterra, fue la culminacién
de 25 afios de estudio detallado.

La hemoglobina contiene 2 cadenas a y 2 cadenas (3, a cada una de las
cuales se halla unido un resto hemo mediante enlace no-covalente. La molécula
se estudi6 en su forma oxigenada, la cual posee una estructura esferoidal
compacta, cuyas dimensiones son 6.4 x 5.5 x 5 nm. La figura 1.1 muestra el
esbozo a baja resolucion de las cadenas de hemoglobina, y la figura 1.2 muestra
como se acoplan las cadenas en una ordenacién aproximadamente tetraédrica.
Cada cadena posee una conformacion irregularmente plegada, en la que ciertos
tramos de regiones helicoidales a puras se encuentran separadas por curvaturas.

En la hemoglobina hay muy poco contacto entre las 2 cadenas a y las 2
cadenas B, pero son numerosos los contactos de grupos R entre los pares
pertenecientes a cadenas diferentes. Resulta de especial interés la localizacién de
los 4 grupos hemo, uno en cada subunidad, que unen las 4 moléculas de oxigeno.
Estos grupos hemo son moléculas planas en las cuales los atomos de fierro
forman complejos de coordinaciéon planares cuadrados y se hallan muy separados
unos de otros y situados a diferentes angulos relativos (figura 1.2). Cada uno de
ellos se halla parcialmente envuelto en una bolsa forrada por grupos R no polares.
El quinto enlace coordinado de cada 4tomo de fierro se establece con un nitrégeno
imidazélico de un resto de histidina; la sexta posicion queda disponible para su
coordinacién con una molécula de oxigeno. Existe una cavidad central dentro de la
molécula de hemoglobina, forrada con grupos R polares.

Cadenas Figura 1.1  Conformacion
terciaria de las cadenas a y
de la hemoglobina. [De A. F.
Cullis, H. Muirhead, A. C. T.
North, M. F. Perutz y M. G.
Rossman, Proc. R. Soc. Lond;
A 265: 161 (1962)].
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Figura 1.2 Estructura cuaternaria de la hemoglobina (izquierda). Estructura del
grupo hemo (derecha).

El andlisis mediante rayos X de la desoxihemoglobina muestra que la
estructura terciaria de las 4 cadenas de las subunidades es idéntica a la de la
oxihemoglobina, pero existe una variacion significativa en su estructura
cuaternaria, es decir, en el modo como se hallan orientadas las cadenas unas
respecto a otras. Mediante desoxigenacidn, las cadenas a experimentan una
rotacion de aproximadamente 9°, y las cadenas 3 de cerca de 7°, pero alrededor
de distintos ejes, provocando un cambio en los puntos de contacto entre las cuatro
subunidades y la formacion de nuevos enlaces idnicos entre ellas. Los dos hemo a
se aproximan 0.01 nm, y los dos hemos [3 se separan aproximadamente 0.65 nm.
Asi, la union de las cuatro moléculas de oxigeno, cada una de ellas con un
diametro relativamente pequefio, puede provocar un cambio profundo en la
estructura cuaternaria de la hemoglobina.

Los grupos hemo de la hemoglobina presentan al fierro en estado de
oxidacion 2+. Cuando éstos se oxidan pasan a fierro en estado de oxidacion 3+,
donde la hemoglobina recibe el nombre de metahemoglobina, caracterizada por
sufrir una pérdida en su capacidad para captar oxigeno.
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1.1.2 Propiedades fisicoquimicas

La hemoglobina es una proteina de masa molar 64 000 g mol™, de color rojo
caracteristico, que posee 4 grupos hemo; en los cuales se encuentra un atomo de
fierro en estado de oxidacion 2+. La hemoglobina utilizada en este estudio es
liofilizada, sin embargo, de acuerdo con el catalogo de Sigma-Aldrich ® no hay
informacion acerca del punto de fusion y ebullicion, pH, densidad, umbral olfativo,
solubilidad en agua, entre otras propiedades fisicoquimicas comunes.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el potencial estandar de
reduccién del par Fe*/Fe?* de la hemoglobina a pH 7 es 0.17 V ©.

1.1.3 Métodos de cuantificacién de hemoglobina

Anteriormente los métodos para la determinacion de hemoglobina en sangre
estaban basados en las estimaciones de oxigeno o monéxido de carbono, o en el
contenido de fierro. De todos los métodos sélo el de cianometahemoglobina ha
ganado pluralidad y aceptacion oficial. La técnica general fue propuesta por Stodie
(1920), este método utilizé reactivos separados de ferrocianida alcalina y de
cianuro. Posteriormente Drabkin y Austin (1935) presentan un solo reactivo. En
1958 el Consejo Nacional de Investigacion de Canada recomienda el uso del
método de cianometahemoglobina basandose en investigaciones hechas por el
Departamento Médico Militar de los Estados Unidos de América. En 1966 el
Comité Internacional de Estandarizaciones en Hematologia aprob6 la propuesta
de que todos los Ilaboratorios clinicos debieran adoptar este método
exclusivamente. Posteriormente la Organizacion Mundial de la Salud (1984) con
participacion del Comité Internacional de Estandarizaciones en Hematologia
ratifica el uso del método de Drabkin como método oficial para la determinacién de
hemoglobina en sangre humana.

El método de Drabkin se basa en la conversién de la hemoglobina de una
muestra de sangre en cianometahemoglobina, ya que en un medio alcalino, el
hexacianoferrato de potasio (lll), oxida la hemoglobina y sus derivados a
metahemoglobina (compuesto colorido) que a su vez se combina con iones
cianuro proveniente de la sal de cianuro de potasio a pH 7.2, convirtiéndose en
cianuro de hemiglobina (también llamada cianometahemoglobina). La intensidad
del color es proporcional a la concentracion de hemoglobina por lo que se puede
realizar una determinacion fotocolorimétrica a 540 nm. La cuantificacion se hace
relacionando la absorbancia de la muestra problema con los valores obtenidos en
la determinacién de una curva patrén de hemoglobina estandar.
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El reactivo de Drabkin actualmente esta compuesto de hexacianoferrato de
potasio 0.6 mM, cianuro de potasio 0.7 mM, buffer y estabilizantes.

Existen otros métodos de cuantificacion utilizando HPLC mediante columnas
de intercambio i6nico (Persee & Kaplan, 1990), o incluso métodos electroquimicos
(Venkat 2010).

1.2 Hexacianoferrato de potasio (lll)
1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

Es una sal de color rojo caracteristico, es inodora y es un compuesto
altamente oxidante. La descomposicion de esta sal en presencia de medios &cidos
produce compuestos toxicos tales como el cianuro de hidrégeno. Es ampliamente
utilizado en electroquimica como estandar interno, para evaluar el potencial de
otros sistemas redox.

El par redox [Fe(CN)s*]/[Fe(CN)s*] presenta un potencial de 0.356 V con
respecto al electrodo normal de hidrégeno (E.N.H).

El hexacianoferrato de potasio (lIl) presenta una densidad de 1.890 g mL™
y una alta solubilidad en agua, 315 g L™ a 20 °C. Su disolucién presenta una ligera
fluorescencia verde-amarilla.

La estructura quimica se muestra a continuacion en la figura 1.3.

3_

J KT Fe

Figura 1.3 Formula desarrollada del K3[Fe(CN)g).

14



1.3 Medio de reaccion: Trishidroxiamino metil metano (TRIS)
1.3.1 Propiedades fisicoquimicas

Tris es el nombre abreviado del compuesto organico conocido como
trishidroxiamino metil metano, de férmula (HOCH,)3CNH,. Se utiliza ampliamente
en bioquimica y biologia molecular, en particular para preparar disoluciones
amortiguadoras. Es una amina primaria, con la reactividad tipica, por ejemplo la
condensacion con aldehidos y el establecimiento de un equilibrio &cido-base
responsable de su capacidad tamponante).

La estructura quimica se muestra en la figura 1.4.

HO

HO
NH

HO

Figura 1.4 Formula desarrollada de TRIS.

Presenta un pKa de 8.06 lo cual le aporta una capacidad amortiguadora en
un intervalo de pH 7.0 (importante para estudios que semejan el pH fisiolégico).
Su masa molar es de 121.14 g mol™ y presenta un punto de fusién de 175 °C. Es
higroscépico. Reacciona con agentes altamente oxidantes.
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Capitulo 2. Electroquimica

“Dejamos de temer aquello
gue se ha aprendido a entender”
Marie Curie

Fisica y Quimica polaca
(1867-1934)
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2.1 Generalidades

La electroquimica analitica puede definirse como el estudio de los procesos de
reaccion que ocurren en la interfase conductor — disolucién, generados
espontaneamente o por medio de una perturbacion externa, con el objetivo de
resolver un problema de tipo quimico.

Los procesos de reaccion son el conjunto de eventos que ocurren antes,
durante y después de imponer una perturbacion del tipo eléctrico. De todos los
procesos de reaccion, el principal es la reaccion electroquimica y la magnitud de
su respuesta dependerda de los deméas eventos que la acompafien. Estos
transcurren durante la imposicion de la perturbacion y dependen del tiempo y la
manera en que ésta se mantiene. Al cesar la perturbacién se alcanza un nuevo
estado de equilibrio. De acuerdo con el tipo de perturbacion que se imponga sera
el tipo de respuesta que se manifestara y de ella dependera el tipo de informacion
gue se obtendra para caracterizar a las moléculas, las reacciones al electrodo, la
cantidad de analito y la forma en que acontece dicha transformacién. Si se impone
una diferencia de potencial se obtendra una corriente de electrdlisis; en cambio, si
se impone una corriente constante la respuesta se manifestara por medio de un
cambio de potencial en la interfase conductor — disolucion. Las técnicas
electroguimicas pueden dividirse de acuerdo con la manera en que realizan
mediciones y la perturbacién del sistema de acuerdo con el siguiente diagrama
(Baeza & Garcia 2011), como se muestra en la figura 2.1.

Técnicas electroquimicas

1 1
!

Imposicidn de Impasician da

potencial corrienie
E=fl) | i=Hil
Potenciostaticas Polenciodindmicas Galvanostaticas Galvanodinamicas
Pulsos de patencial Barrido de potencial Pulsos de coriente Barrido da corriants
- =HE) o =f{E) | E=f{i) - E=ip

Figura 2.1 Clasificacidon de técnicas electroquimicas.
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Los métodos electroquimicos forman un pilar importante en el analisis rutinario
y permiten explicar fendbmenos que hasta su concepcion habian resultado
indescifrables.

2.2 Principios tedricos
2.2.1 Reacciones 6xido —reduccion

Una reaccion de oxido-reduccion se puede dividir en dos partes o
semirreacciones: una en la cual la especie reactiva se oxida, y otra en la cual la
especie reactiva se reduce. Se tiene el siguiente caso:

Ecuacion 2.1
— .
Zn° + Cu2+(ac) <+ Zn2+(ac) + CU

En donde el Zn° se oxida y el Cu?** se reduce de acuerdo con las siguientes
semirreacciones:

Ecuacion 2.2 Ecuacion 2.3
Zn® —» ZnZ7, +2e” Cully +2e” — Zn°

El desplazamiento neto del equilibrio dependera de la posicion relativa de
los pKr de los pares redox involucrados y la imposicion o no, de un estimulo
externo. Se hablard de un sistema homogéneo cuando las especies reactivas se
encuentran en la misma fase, por ejemplo en disolucién acuosa; sin embargo, en
los sistemas heterogéneos existen dos o mas fases. En electroquimica se
manejan sistemas heterogéneos, donde la primera fase puede estar constituida
por un electrolito, como una disolucion liquida, una sal fundida o bien, un liquido
i6nico. La segunda fase puede ser otro electrolito, un conductor solido o bien una
membrana semipermeable. Los conductores pueden ser metales o bien
semiconductores y el analito, la especie quimica en estudio, puede estar presente
tanto en la disolucion liquida, en la sal fundida o formar parte de los conductores o
las membranas semipermeables.
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2.2.2 Caracteristicas fundamentales de la reaccion redox
electroquimica

La reaccion redox electroquimica es una reaccion de transferencia de carga
interfacial, particularmente de electrones de un par redox en una interfase a otro,
en otra interfase, mediante el empleo de conductores eléctricos. Poseen las
siguientes caracteristicas:

e Son reacciones en sistemas heterogéneos: ocurren en una interfase
conductor solido — disolucion, donde ésta puede tener naturaleza acuosa o
no, ser una membrana o un liquido idénico.

e Estan fuera del equilibrio: dependen del tiempo, ya que las concentraciones
de las especies que participan cambian con éste en las cercanias de la
interfase.

e Son unidireccionales: el intercambio de electrones va de una especie hacia
la otra, por medio de conductores, y fluye del anodo donde una especie
cede electrones (se oxida por consecuencia) al catodo donde otra especie
los recibe (y por tanto se reduce).

e Son compartamentalizadas: la interfase conductor solido — disoluciéon donde
ocurre la reaccion de interés, debe estar separada de la otra para evitar
interferencias. Esto se logra utilizando membranas de vidrio poroso, geles
i6bnicos (puentes salinos), o membranas de polimero semipermeable.
También se pueden utilizar microelectrodos con una gran separacion entre
ellos utilizando volumenes de disolucién grandes.

2.2.3 Celdas electroquimicas

Experimentalmente se trabaja con una coleccion de interfases llamada
celda electroquimica, que de manera general se define como dos electrodos
separados por al menos una fase electrolitica. Asi, la reaccién de Zn° con Cu** se
puede esquematizar de la siguiente manera:

Ecuacién 2.4

Zn® |E’nfﬁt} | |":”E;;j |cu®

En la Ecuacion 2.4, la linea vertical representa una interfase sea liquido —
liquido, sélido — sélido o soélido — liquido como en el ejemplo; la doble linea vertical
indica una barrera denotada por un puente salino que cierra el circuito eléctrico sin
gue se pongan en contacto ambas disoluciones. Algunas membranas selectivas y
materiales especiales como el vidrio poroso pueden actuar como agentes
separadores de semiceldas electroquimicas. Para indicar que dos o mas
componentes se encuentran en la misma fase se utiliza una coma como separador
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entre ellos. Algunos aspectos como la concentracion, el disolvente en el que se
encuentran inmersos, el estado de agregacion de los componentes o la presion de
los gases suele indicarse en esta notacion. Las celdas electroquimicas redox en
las que interviene una corriente de electrolisis se pueden clasificar como
galvanicas o electroliticas, como se ilustra en la figura 2.2.

Celda electrolitica Celda galvanica

4

In —] W
Fuente de poder

4
Anodo (+) Catodo (-) Anodo (-) Catodo (+)
H,0 - 1/,0, +2H  +2e7  Culf +2e" »Cu®  Zn®—>Znfl +2e7  Culf) +2e” - Cuf

Figura 2.2 Diagrama esquematico de una celda electrolitica (izquierda) y una
galvanica (derecha).

e En una celda galvanica, la reaccion electroquimica acontece de manera
espontanea y la energia quimica se transforma en energia eléctrica. Esto
se debe a que uno de los analitos es un reductor (un donador redox) con un
E° menor al que tendra el otro analito que es un oxidante (un aceptor redox)
con un E° mayor comparativamente, sobre una escala de E.

e En una celda electrolitica la reaccion electroquimica se lleva a cabo por la
imposicion externa de un voltaje mayor al del potencial reversible de celda.
También es posible la imposicion de una corriente de electrélisis que
permita la transformacion electroguimica de los analitos en el medio. Este
tipo de celdas se utilizan en la electrosintesis de diversos compuestos, en el
analisis de parametros fisicoquimicos o bien, en la dilucidacion de
mecanismos de reaccion.

En ambas celdas, el electrodo en el que ocurre la reduccion se llama catodo;
mientras que el electrodo en el que ocurre la oxidacion se llama anodo. Por tanto,
para que se lleve a cabo la reaccion electroquimica se debe provocar una
perturbacion de caracter eléctrico y como consecuencia se obtiene una respuesta
de tipo eléctrico, de donde se obtiene informacién del compuesto analizado y los
procesos de reaccion en la interfase conductor sélido — disolucion que acompafian
a la reaccion.
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2.2.4 Instrumentacion basicay proceso electroquimico

En un sistema electroquimico se forma un arreglo de dos interfases
conductor sdlido — disolucién, que estan compartamentalizadas. Las reacciones
electroquimicas redox de cada semicelda se llevan a cabo en las inmediaciones
de cada electrodo (figura 2.3).

(nz) e'\ (ny+ n,)Red, (n,)Red,

(ny)e’

A

(ny)Ox, (nz- n1)Oxs

Figura 2.3 Representacion esquematica de las reacciones que acontecen al
electrodo. Izquierda, una electrorreduccion en el catodo cargado negativamente.
Derecha, una electrooxidacion en el anodo, cargado positivamente.

En la practica s6lo se monitorean los procesos que ocurren en una de las
interfases y es en aquella donde se limita la respuesta del analito de interés. En
estos sistemas electroquimicos se utilizan tres electrodos para controlar y
monitorear una reaccion electroquimica:

e Electrodo de trabajo (ET): Sirve para la caracterizacion de las reacciones
electroquimicas de interés. Sobre este electrodo se realiza la imposicion de

potencial o corriente. Se simboliza como —°

e Electrodo auxiliar (EA): Sirve para cerrar el circuito eléctrico de la celda.
Sobre este electrodo acontece el proceso electroquimico contrario al que

pasa sobre el ET. Se simboliza —

o Electrodo de referencia (ER): Sirve para fijar la variacién de los parametros
gue se utilizan para caracterizar las reacciones electroquimicas como
producto de la medicion del potencial que se genera en el electrodo de
trabajo. En consecuencia, su composicion debe ser constante y conocida.
El potencial del electrodo de referencia es fijo, por lo que cualquier cambio
en la celda es atribuible al electrodo de trabajo. De esta manera, decimos
gue observamos o controlamos el potencial del electrodo de trabajo con
respecto a la referencia. Muchos autores describen al ER como un

amortiguador redox controlado™? 12 @3) se simboliza .
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El sistema basico para el monitoreo electroquimico se muestra en la figura
2.4. Este arreglo corresponde al MIMP 1l (Minimal Instrumentation Micro-
Polarograph I11), construido a partir de materiales de bajo costo™?.

Amperimetio

polencal conslarte
enlre ET y EA

Fuenta de T o

poger LT — - fom

Potencifststo, parg - et
cortrolar e mpaner - -~
une diterenca de - \ -

0K

Calaa .
aaciroguimics Sirve para ﬂﬂﬂlll
I8 conriante de fa

oakda

= Conectores de alimentacion s
'T'.‘\- \-\
:. ;«-'u-—;ﬁi,. Srve para Conectores de salida e
sl (€ Fres medr &

| A= potencal de 3 ey
- ET con Conectores de los sistemas de medicion ===

Potancidmetro R ER
Figura 2.4 Diagrama para un sistema basico y de minima instrumentacion para la
investigacion electroquimica.

El esquema de la figura anterior se compone de un circuito principal en serie,
gue comunica la fuente de poder, el redstato (potenciostato), el electrodo de
trabajo, la celda, el electrodo auxiliar y un amperimetro. Un segundo circuito en
paralelo, permite medir el potencial aplicado a la solucion con respecto a la

referencia. En principio, todo equipo comercial de investigacidbn consta
esencialmente de las mismas partes.
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Los procesos de reaccion son el conjunto de eventos que ocurren antes,
durante y después de imponer una perturbacion del tipo eléctrico. Estos procesos
pueden englobarse en el esquema de la figura 2.5 donde se ilustran situaciones
comunes. De todos los procesos de reaccion, el principal es la reaccion
electroquimica y la magnitud de su respuesta dependera de los demas eventos
que la acompafien. Estos transcurren durante la imposicion de la perturbacion y
dependen del tiempo y la manera en que ésta se mantiene. Al cesar la
perturbacion se alcanzara un nuevo estado de equilibrio.

(3
Red ——oor
——— Redl. -————% Redl

'\ Y
/
Red

w

|
|
|
|
|
|
|
:
1
O |
I
|
|
|
1
1
|
|
|
|

[n}e

(8)

4
e Ol i
Cre —

Conductor (2)

LA ESESFES TS

eléctrico Disolucion

Blectrodo: Interfase conductor— disolucion

Figura 2.5 Procesos de reaccion que ocurren al electrodo al imponer una
diferencia de potencial diferente al potencial de equilibrio.

En la figura 2.5 se aprecian los siguientes procesos:

1) Reaccion electroquimica, en el ejemplo, la electrorreduccion de Ox.
2) Adsorcion del oxidante libre o en forma de OxL, antes de reducirse.

3) Adsorcion del reductor libre o en forma de RedL, después de producirse por
reduccion de Ox.

4) Disociacion del complejo formado por el oxidante y la particula L en disolucion,
antes de que se reduzca.

5) Formacion del complejo RedL (puede ser cualquier otra particula ademas de L)
una vez producido el reductor al electrodo.

6) Transporte del oxidante coordinado (OxL) del seno de la disolucién a la
interfase electrodo — disolucion.

7) Transporte del reductor coordinado (RedL) de la interfase electrodo — disoluciéon
al seno de la disolucion.

23



Los eventos mostrados se llevan a cabo simultdneamente, a excepciéon del
transporte de masa y el intercambio de electrones; sin embargo, no ocurren
necesariamente en el orden propuesto y pueden o no presentarse. La complejidad
del proceso de reaccion depende, entre otras cosas, de la naturaleza del analito y
de la capacidad del medio de reaccion para soportar el proceso electroquimico. La
aparicion de los procesos anteriores (y por ende, el tipo de informacion que se
obtendra) depende del control de las variables clasicas de una reaccion
electroquimica: la magnitud y el tipo de la perturbacion, el régimen de difusion, la
concentracion de las especies electroactivas y el tiempo de imposicion de la
perturbacion. El conocimiento y control de estas variables permite obtener una
respuesta precisa, reproducible y confiable de lo que acontece en el sistema en
estudio. A continuacion en la figura 2.6 se presenta un esquema fenomenolégico
gue resume los pasos generales de una reaccion electroquimica (Baeza & Garcia
2011).

= La disclucion esta en equilibrio, no se nfroducen los electrodos.
= La concentracion de la especie [A=C, es la misma en toda la fase.

= Se perturba &l equilibrio quimico, pues se infroducen los eecirodos y de no
existir flujo espontaneo de los electones n las interfases (pilas), s& tene que
H Il-':d.l
=5 est.:bl-eaeel equilibric quimico en la mterfase, [A]FC, en la mterfase como
en la disolucion.

= 5e impone un creando un gradiente externo de potencial entre |
Ma haly elecirodo de tra jﬁﬂm liar, esho genera un movimeenio de iones en las
equilicno, interfases.
nd [a| - & consecuencia, cada interfase se COMPONta COMG: UN CHPACTA0T, || 0 = et
ionica.
=Cuando E=*E, ., .. 5& @lcanza la suficients enengia en |as interases, hay
fransferencia interasial de sectrones entre los iones o moleculas y el
Blectralisis, | conducior solido.
spolarizaci -La comiente aumenta rapidaments R R
H'Jﬂ delos | .Comienza el gradiente de concentacion, [AL, .. =C.

ol F- | - depemenehuel:ﬂdanuec'fuﬂmdelaespe&e-reglmende

. difusan | pura), 5 se agita o gotes de mercuric (régimen de difusian

EEWW';““ convectiva), 13 i,y ., tBmbien pmnem de la velocidad de conweccion.
hipttesic de € DENe qUE, L., =constante=F(C. ). en cond iciones de difusion limite.

Memst.

= Este paso implica |a reacsion quimica de alguna de las especies que participan
en |a reaccion electroguimica con alguna ofra especie que forme parte del
Reactiones  medio de reaccion, la cual puede reaccionar antes o después de efectuarse la
QUImicas reaccion Elemruqmmﬂa ¥ detemning o condiciona |a ...

Figura 2.6 Esquema fenomenolégico del proceso electroquimico.

24



Dado que la capa de difusion es muy importante, ya que en ella ocurre la
transferencia de carga, se mencionan a continuacion algunas de sus
caracteristicas fundamentales.

2.2.5 Doble capa eléctrica

Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los electrodos hay una
polarizacion de éstos, donde se acumula carga en su superficie y al existir una
influencia de un campo eléctrico, los iones de carga contraria a la del electrodo
polarizado son atraidos hacia éste y los iones con carga del mismo signo son
repelidos, entonces se forma una capa de iones junto a la superficie del electrodo.
Esta interface se comporta como un capacitor. En la figura 2.7 se esquematiza
este comportamiento.

Anion adsorbido al C@:}

)

~ conductor solido

N isol

“ Disolvente

it
o ~
= ~
-
i N :§:
~
i Q O
5 —*
= ~J
E ~J

o
5 ~J
] ~

N O

~J

~

/ Disolucién con
Plano interno Plano externo .
iones solvatados
de Helmholtz de Helmholtz

Capa difusa

Figura 2.7 Representacion esquematica de la doble capa eléctrica del modelo de
Bockris, Devanathan y Muller.

Las especies ionicas pueden aproximarse a una distancia x del conductor
soélido, a esta distancia se le llama plano externo de Helmholtz. Se forma una capa
de iones frente a la superficie polarizado del electrodo y este sistema toma el
nombre de doble capa eléctrica (Helmholtz fue el primero en suponer su
existencia), los iones pueden estar separados entre si por medio de moléculas de
solvataciéon. El modelo de la doble capa de Helmholtz (cuyo primer trabajo data de
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1850), supone la rigidez de los iones en la doble capa, mientras que Gouy (1910)
y Chapman (1913) propusieron su modelo de la capa difusa, en donde los iones
son considerados cargas puntuales y tienen una movilidad debido a la temperatura
(movimiento térmico). Los iones van del seno de la disolucion a la superficie del
electrodo, los cuales son simultdneamente atraidos y rechazados en la superficie;
sin embargo, los resultados experimentales se ajustan al modelo en un intervalo
pequefio. El modelo de Stern involucra a los dos modelos, dando rigidez en la
movilidad de los iones en la doble capa y dispersion en el seno de la disolucion,
supone que los iones pueden llegar a una distancia x del conductor sélido llamada
plano de maxima aproximacion, la cual estd determinada por el radio de
hidratacion de los iones, por lo que se forman dos regiones, la capa compacta o
de Helmholtz y la capa difusa. Graham introduce el concepto de plano interno de
maxima aproximacion hasta el que pueden llegar los iones adsorbidos. Esta
distancia es menor a la de la capa de cationes, los cuales se encuentran en el
plano externo de Helmholtz, separados del conductor sélido por las moléculas de
disolvente que solvatan a los iones.

El modelo de Bockris, Devanathan® y Muller involucra los dipolos del
disolvente y los iones adsorbidos. En este modelo los cationes estan separados
del conductor solido por varias capas de disolvente, no solamente por las
moléculas de solvatacion. Este modelo puede explicar, entre otras cosas, la
adsorcién de algunas moléculas organicas al electrodo.

2.2.6 Curvas I/E

Si se determina la corriente como una funcién del potencial impuesto, se
obtiene informacion acerca de la reaccion al electrodo de trabajo (de acuerdo con
el diagrama de la figura 2.4 y ciertos nombres son asociados con la forma de las
curvas obtenidas). De este modo el término polarizacién se refiere a la desviacion
del potencial del electrodo de su valor de potencial de corriente nula con el paso
de una corriente faradaica. Un electrodo ideal polarizado, es aquel que muestra un
cambio considerable en el potencial con el paso de una corriente infinitesimal
(figura 2.8, izquierda), éste es el comportamiento de un ET. Un electrodo ideal no
polarizado es aquel cuyo potencial no cambia con el paso de una corriente, es
decir, es un electrodo de potencial fijo (figura 2.8, derecha), como debe de ocurrir
con un ER.
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Figura 2.8 Representacion esquematica de un electrodo ideal polarizado
(izquierda) y un electrodo ideal no polarizado (derecha).

Una medida del grado de polarizacion es la sobretension, n, la cual es la
desviacion del potencial de su valor de corriente nula o potencial de circuito
abierto.

Ecuacién 2.5

n=Eeq-E°
2.2.7 Aportes en la medicién de potencial y corriente

Durante la serie de eventos que ocurren en una reaccién electroquimica, los
pardmetros que se registran son la intensidad de corriente y la diferencia de
potencial. Cuando se mide esta Ultima, no solamente se mide la que se impone
entre los electrodos, sino también se registran distintos aportes:

Ecuacion 2.6
AE medido= Eit+ Ej+ IR — Egr
Donde:

e [Ei = potencial impuesto mediante el potenciodstato.

e Ej = potencial de unién quimica, debido a la formacién de las dos fases
i0nicas separadas en forma semipermeable cuando se ponen en contacto.

e [R = aporte en el potencial a causa de la resistencia de todo el circuito
(conductores, disolucion, etc.).

e [Err=potencial del ER
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En la practica los valores de IR y de Ej tienen valores muy pequefios si se
usan membranas de separacion adecuadas o si se usan microelectrodos y si se
trabaja en presencia de sales idnicas concentradas para disminuir la resistencia de
la disolucion. La intensidad de corriente también estd constituida por diferentes
aportes que son:

Ecuacion 2.7
Imedida = icap + ifar
ifar = idifusién + imigracién ionica t Lconvectiva
Donde:

e i« = CoOrriente capacitiva que aparece al formarse la doble capa eléctrica.

e irer = corriente faradéica o de electrdlisis, la cual es un indicativo de la
velocidad de la reaccion electroquimica. Esta es el resultado de la
contribucion de tres fendmenos que conforman el transporte de masa.

La velocidad de reaccioén, y por lo tanto la corriente de electrodlisis, depende
de la forma en la que la especie llega al electrodo, de la velocidad de transferencia
electronica, de las reacciones quimicas acopladas que ocurren antes o después
de la reaccién electroquimica, de fendmenos de adsorcidon en la superficie del
electrodo, que bien puede ser del medio de reaccion o del compuesto estudiado.

2.2.8 Consideraciones sobre la cinética de transferencia de masa

e Difusion: es el movimiento espontdneo debido a un gradiente de
concentracion, la materia fluye de una regién concentrada hacia otra de
menor concentracion para finalizar en un estado homogéneo.

e Migracion: las especies con carga eléctrica son transportadas a traves de
un campo eléctrico, el cual se forma al imponer una diferencia de potencial.

e Conveccion: el transporte de materia se realiza por medios fisicos, al agitar
una disolucién, al girar o vibrar el electrodo de trabajo, etc.
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Figura 2.9 Representacion de los distintos mecanismos de transporte de
masa al electrodo.

Todos estos términos estan involucrados en la ecuacion de Nernst-Planck
(Bard 2000).

Ecuacion 2.8

J(x,t) =—D

ac(xt) (zFDC) dg(x,t) +C(x OV (x,1)

dx RT dx

En la Ecuacién 2.8 el flujo de materia (J (x,t) [mol s cm™]) esta formado por
los diferentes aportes, en primer lugar esta el término de transporte por difusion
donde aC(x,t)/dx es el gradiente de concentracion a la distancia x y al tiempo t. En
segundo lugar se tiene el aporte del trasporte por migracion debido al campo
eléctrico, z y C son la carga y la concentracion de la especie respectivamente y
d¢p(x,t)lox es el gradiente de potencial. Por ultimo se tiene la contribucion
convectiva, donde V(x,t) es la velocidad hidrodinamica en la direccion x. De las
demas constates que aparecen, F es la constante de Faraday, D es el coeficiente
de difusién de la especie, R es la constante de los gases ideales y T es la
temperatura.

Debido a que la corriente eléctrica es proporcional al flujo de materia (J) que
llega al electrodo para efectuar una reaccion electroquimica, la corriente que se
registra estara en funcion de los aportes de difusion, migracion y conveccion,
como se describe en la Ecuacion 2.9.
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Ecuacion 2.9
i=—nFAJ( x,t)
Donde:

A = area del electrodo [cm?].

n = numero de electrones intercambiados

Para relacionar el valor de corriente con la concentracion del analito o del
compuesto de interés, se pueden realizar manipulaciones experimentales a fin de
controlar o hacer muy pequefio el transporte por migracion (agregando sales
i6nicas concentradas) y por conveccion (utilizando una disolucion sin agitar o bien,
agitando constante y controladamente). Bajo estas condiciones el flujo de materia,
descrito por la Ecuacion 2.8, estara determinado unicamente por difusion.

Ecuaciéon 2.10

aC(x,t)

J(x,t) =—D 7

En conclusion, sustituyendo la Ecuacion 2.10 en la Ecuacion 2.9, se llega a
una nueva funcion, en la que la corriente registrada estara determinada por la
difusién de la especie y sera proporcional al gradiente de concentracion de la
especie electroactiva.

Ecuacion 2.11

ac(x,t)

i =nFAD
dx

El coeficiente de difusibn estd comprometido con la viscosidad del medio
(n), con la temperatura y con el radio de la particula en movimiento
(considerandola esférica, 7~) por medio de la ecuacion de Einstein—Stokes.

Ecuaciéon 2.12

ksT

- bmnr

Donde k3=1.380x10"%JK* y se denomina como la constante de Boltzman.
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2.2.9 Consideraciones sobre la cinética de transferencia de carga

El transporte de carga es el otro proceso de la reaccion al electrodo que
incluye la etapa en la que la carga pasa a través de la interfase. Su velocidad para
una reduccion (Ecuacion 2.13) y para una oxidacion (Ecuacion 2.14) se muestran
a continuacion:

Ecuacion 2.13 Ecuacion 2.14
anF . (d-amF .. .
Vaed = knE{T(E_E j}ng Voy = kne{ BT (E-% j)cged

Donde:

k° = constante estandar heterogénea de velocidad de transferencia de electrones
n = numero de electrones transferidos

T = temperatura (K)

F = constante de Faraday, F=96485.34 (C mol™)

E° = potencial normal de la especie (V)

E = potencial aplicado (V)

a = coeficiente de transferencia de electrones

Cox’ = concentracion del oxidante en la superficie del electrodo

Crea® = concentracion del reductor en la superficie del electrodo

Para conocer la corriente total se tienen que tomar las contribuciones de
corriente catddica y anddica mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2.15
ITotal:nFAkO (VRed_VOx)

De la ecuacion 2.15 se puede obtener finalmente una relacion de i-E; sin
embargo, desde un punto de vista cinético para una reaccion de transferencia de n
electrones se tiene la ecuaciéon de Eyring:

Ecuacion 2.16

o R cwﬂ”

ant o
Irgsas = nFAK® {::;._;.x o7
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Si se tienen condiciones de equilibrio la intensidad de corriente total es cero,
pues la velocidad de reduccion se iguala a la velocidad de oxidacion,
consecuentemente al despejar E, que serd el potencial en condiciones de
equilibrio (Eeg), se obtiene:

Ecuacion 2.17

RT C
E,, =En+—1n( ﬂx)
nF \Cg.q

La Ecuacion 2.17 es la ecuacion de Nernst y es valida sélo en condiciones
de equilibrio, esto es, cuando I 7oz= 0.

Si se despeja E° de la Ecuacion 2.17 y se sustituye en la ecuacién de Eyring
(Ecuacion 2.16) se puede obtener lo siguiente sustituyendo el término respectivo a
la sobretension (Ecuacion 2.5):

Ecuacién 2.18

La relacion anterior toma el nombre de ecuacion de Butler - Volmer que
describe la relacibn i—E para reacciones controladas por la velocidad de
transferencia de carga. El valor de Ip es la corriente de intercambio la cual se
presenta cuando E., = E° para una sefial de corriente, sea anddica o catédica.

Ecuacién 2.19
Iy = nFAK®(CS5,) " (CE.)"

Como se observa en la figura 2.10, para valores de n = 0, el valor de la
corriente total es cero cuando la concentracion del oxidante es igual a la del
reductor, en este caso se habla de que las corrientes anddica (de oxidacion) y
catddica (de reduccion) son iguales. Cuando las concentraciones del oxidante y
del reductor son diferentes, la intensidad de corriente, en n = 0, tendra un valor de
I=Ip y en condiciones de equilibrio, el potencial E.;,, dependera de las
concentraciones de Cox y de Creq descritas por la ecuacion de Nernst.
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Figura 2.10 Relacién de i-E desde un punto de vista cinético para una reaccion
de transferencia de electrones.

2.2.10 Reversibilidad e Irreversibilidad

La reversibilidad termodinamica es aquel cambio que puede invertirse
(producir un cambio de direccion) por medio de una modificacion infinitesimal de
signo contrario. Si el sistema no regresa a su estado original entonces se habla de
un proceso irreversible. Este concepto también se aplica al caso de una reaccion
electroquimica, que se ve reflejada en la forma de las curvas i-E, puesto que la
forma ideal se encuentra en el caso reversible, las especies intercambian los
electrones rapidamente, el comportamiento cinético estad gobernado por
movimiento de los iones hacia el electrodo (control del transporte, por ejemplo,
difusién) y no aparecen parametros cinéticos de la reaccion de transferencia de
carga al electrodo en el paso determinante de la reaccion. Cuando el control
cinético depende del proceso de transferencia de carga (la velocidad de
transferencia de carga es mas lenta que la velocidad de transporte de masa, por
ejemplo, difusidén) se dice que el proceso es irreversible y no se podra regresar a
las condiciones anteriores al invertir el sentido de la perturbacion (figura 2.11,
derecha).
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Reversible: va>vy Irreversible: va<v;

Figura 2.11 Representacion esquematica de un proceso reversible (izquierda) y
uno irreversible (derecha) al electrodo.

Si un sistema electroquimico sigue el comportamiento de la ecuacion de
Nernst o0 una ecuacion derivada de ella, se dice que la reaccion electroquimica es
reversible (o nernstiana).

Ecuacion 2.20
Ox + ne = Red

Readaptando:
Ecuacion 2.21

o RTI [0x]
E=E +E u([Red])

Sin embargo, un proceso puede parecer reversible o irreversible dependiendo
de qué tan rapido se puedan detectar los procesos, se haga la perturbacion y se
restablezca el equilibrio.

2.3 Técnicas electroanaliticas
2.3.1 Programas de perturbacion transitorios

De acuerdo con el tipo de perturbacion que se imponga sera el tipo de
respuesta que se manifestara y de ella dependera el tipo de informacion que se
obtendra para caracterizar a las moléculas, las reacciones al electrodo, la cantidad
de analito y la forma en que acontece dicha transformacion. Si se impone una
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diferencia de potencial se obtendra una corriente de electrdlisis; en cambio, si se
impone una corriente constante la respuesta se manifestard por medio de un
cambio de potencial en la interfase conductor — disolucion. Las técnicas
electroquimicas pueden dividirse de acuerdo con la manera en que realizan
mediciones y la perturbacion del sistema de acuerdo al siguiente diagrama (Baeza
& Garcia 2011), tal como se muestra en la figura 2.12.

Técnicas electroquimicas
-

r ™
Imposicion de Imposicién de
potencial cormiente
E=f{t) . i=f(f)

N S
Potenciostaticas Potenciodinamicas Galvanostaticas Galvanodinamicas
Pulsos de potencial Barrido de potencial Pulsos de corriente Barrido de corriente

. i=f(E) . I=f(E) . E=f(i) - E=A(i)

Figura 2.12 Clasificacion de técnicas electroquimicas transitorias.

Para que se lleve a cabo una reaccién electroquimica debe provocarse una
perturbacion y generarse una respuesta de donde se puede obtener
informacion que permitira caracterizarla. Se tienen varios tipos de
perturbacién de acuerdo con la clasificacion mostrada en la figura 2.12.

Por imposicion de un pulso constante de potencial (cronoamperometria): Se
impone una diferencia de potencial mediante un potenciéstato y se registra
la corriente obtenida en funcion del tiempo, manteniendo condiciones en
estado estacionario (sin agitar). El transporte de masa en estas condiciones
esta regido por difusion y la curva i - t refleja la disminucion de la
concentracion del analito en las cercanias del electrodo.

Por imposicion de una corriente constante (cronopotenciometria): Se
obtiene como respuesta un cambio en la diferencia de potencial, el cual
cambia hacia valores de potencial caracteristicos del par redox, la
concentracion de la especie varia conforme ocurre la transferencia de
electrones (reaccion electroquimica) necesaria para mantener la intensidad
de corriente constante hasta que la especie se acaba en las cercanias del
electrodo, es entonces cuando el potencial cambia hacia valores en que
otra especie pueda aportar los electrones para seguir manteniendo la
corriente constante.

35



e Técnicas que involucran la variacion lineal de potencial con el tiempo
(dE/dt). Este tipo de técnicas utilizan un barrido de potencial que presenta
velocidad constante (también se puede realizar un barrido de corriente).
Una de las técnicas mas difundidas por la informacion que puede aportar
sobre los mecanismos de reaccidon de especies electroactivas es la
voltamperometria; la cual se puede realizar en régimen de difusién pura (sin
agitar) o bien en régimen de difusién convectiva (se hace al girar el ET, o
manteniendo el goteo de mercurio constante), donde se encuentra
clasificada la polarografia.

La figura 2.13 muestra el programa de perturbacion y la respuesta obtenida
para cada técnica mencionada.

liemmd IJCITIFIU‘ N L N
Lempo tempo —
. - . Yoltamperometria de
Cronoamperometria Cronopotenciometria barrido lineal (RDP)
f — |
" 5| ; - | 'l_/ E ; Ilr- I [. | "|
i | ™ |Ir - - L= _."I I.I‘
v v - L LS N
tiempo B g5 ticmpa E B E
Voltamperometria - . Voltamperometria
ciclica o de barmido t;gl?dngﬁiirganr?lt?rbﬂ&e diferencial de pulsos
triangular (ROP) (RDF)

Figura 2.13 Diagramas de perturbacion (izquierda) y patrones de respuesta
tipica obtenida de tales perturbaciones (derecha).

2.3.2 Voltamperometria ciclica

Una de las técnicas que mas se emplea para estudiar mecanismos de
reaccion es la voltamperometria ciclica, ya que aporta informacion rapida acerca
del comportamiento redox de las especies, de las reacciones quimicas en que
participan (mecanismos de reaccion, reacciones quimicas acopladas) y en la
determinaciéon de parametros termodinamicos. Como se muestra en la figura 2.14,
la sefial es de tipo triangular, es decir, a un numero n de ciclos, sobre un electrodo
estacionario, estatico y en régimen de difusion pura (sin agitar).
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Figura 2.14 Programa de perturbacién para voltamperometria de barrido
triangular a n ciclos.

El ciclo suele darse varias veces, y los potenciales en los que acontece el
cambio de la direccién de barrido reciben el nombre de potenciales de inversion
(E2). Los intervalos de potencial se escogen teniendo en cuenta los valores en los
gue se produce la oxidacion o la reduccion controladas por difusién de uno o
varios analitos. La respuesta consecuente se llama voltamperograma ciclico y se
obtiene al graficar la corriente leida al potencial asociado, en una curva del tiempo
E=f(i). En la figura 2.15 se muestra un ejemplo de voltamperograma donde se
sefialan las magnitudes fisicas de este patron de respuesta, en el ejemplo, una

electrooxidacion.

Pico anodico
il e E'. [V : ;‘
fl \
i II'.
Linea base d ! "
exidaciin A 1 AN
S PP i
T L
v B
II Linea base de
: reduccion
i Envz [V]
1\'\

Figura 2.15 Magnitudes de un voltamperograma ciclico de acuerdo con el
convenio planteado por la [IUPAC®.
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Esta técnica permite electrolizar una especie e invertir el potencial para
comprobar la formacion de su par redox, de esta forma es posible dilucidar
mecanismos de reaccion. Al variar la velocidad de barrido se puede estudiar la
cinética de las reacciones o bien, detectar la aparicion de especies intermedias en
procesos redox. Si se analiza una muestra con dos 0 mas analitos presentes, su
comportamiento es particular, por lo que el voltamperograma resultante no es
necesariamente la suma de los voltamperogramas individuales de cada analito.

En la figura 2.15 se muestran los parametros de un voltamperograma
ciclico, donde:

e E,¢ = potencial de pico catddico
e [Ep2 =potencial de pico anddico
e iy =intensidad de corriente de pico catédico
e iy = intensidad de corriente de pico anddico

La figura 2.16 muestra dos voltamperogramas tipicos de medio acuoso y
medio no acuoso, para sistemas comunes al par redox Fe/Fe(",

Consideremos el ejemplo de la izquierda, la reduccién de [Fe!/(CN)¢>] a
[Fe!l(CN)s""]. Primero se realiza el barrido de potencial desde un valor en donde no
ocurre la electrdlisis (punto A) y se llega a un valor en el que ocurre la electrélisis
(punto B), la corriente (icatsdica) Crece exponencialmente en este punto (punto C).
Conforme se sigue realizando el barrido de potencial la concentracién de la
especie en disolucion disminuye cerca de la superficie del electrodo y como se
realiza en condiciones de difusion pura, el aporte de masa por medio de difusion
no alcanza a mantener una concentracion en estado estacionario en la region
cercana al electrodo porque la reaccion de transferencia de electrones es mucho
mas rapida que la velocidad de difusion y esta Ultima es el paso determinante, por
lo tanto la concentracién de [Fe!(CN)s®] se agota y es cuando la corriente llega a
un maximo (punto D). Posteriormente, al pasar el maximo se sigue realizando el
barrido de potencial, ahora en condiciones limitadas por difusion, la corriente
disminuye debido a que no hay mas compuesto que pueda llegar a la superficie
del electrodo, en este punto la corriente es proporcional a t.

38



Vosddicd
Anaxdica

)

Cour u:nu:/raﬁ

('urnunlc/rq

>

Catodica

A 1 |
02 o] 02 04
E/V

Figura 2.16 lzquierda: Voltamperograma ciclico de la reduccion de
[Fe!l(CN)e¢*'], en medio acuoso a partir de una disolucién de KisFe!l(CN)e 6
mmol L'* en KNO3 1 mol L. E vs ECS, 50 mV s ®®. Derecha:
Voltamperograma ciclico de la oxidacion de ferroceno, Fc 1 mmol L™ en
TBAP 0.1 mol L™, en AN. E vs Ag°/Ag *, 250 mV s™. Se utiliza ET de Pt° en
ambos casos.

La ventaja de la voltamperometria ciclica es el hecho de que se genera una
cantidad significativa del producto cerca del electrodo al hacer el barrido de
potencial de E; a E,. Cuando el barrido de potencial se invierte de E, a E;1 (punto
F) la corriente sigue siendo catédica (punto G) porque esta en valores en donde
aun puede reducir a Fe", posteriormente se llega a valores en donde comienza la
oxidacion de [Fe!!(CN)e*] (punto H a punto 1), produciendo el compuesto inicial. La
corriente se registra hasta que también llega a un maximo (punto J) y la corriente
disminuye (punto K) conforme la cantidad de Fe(" disminuye cerca del electrodo.

Un analisis sistematico permite explicar el ejemplo de la de la figura 2.16 en
medio no acuoso (derecha), la oxidacion de ferroceno a ferricinio, toda vez que se

trata de un sistema reversible.
2.3.3 Ecuaciones basicas en voltamperometria ciclica

La ecuacion de Randles — Sevcik establece una proporcionalidad entre el perfil
de la corriente obtenida del barrido del primer ciclo y la intensidad de corriente,

concentracion y velocidad de barrido (Baeza & Garcia, 2011):
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Ecuacion 2.22
i 24 . .
i, = 0.4463 f2AD 120y /2
' [ r) n v

Ecuacion 2.23
i 1s 1y
ip = (2.69 % 10%)n /24D 2Cv /2 {@ 25 °C)

Donde:

e i, = intensidad de corriente de pico [A]

e n =numero de electrones transferidos

e A= area superficial del electrodo [cm?]

e D = coeficiente de difusion de la especie electroactiva [cm? s/
e (= concentracion de la especie electroactiva [mol cm™]

e v =velocidad de barrido [V s]

Para un sistema reversible la gréfica de ip =f v' presenta el perfil de una
linea recta, cuya pendiente permite extraer informacién analitica importante, como
el nimero de electrones intercambiados o el valor del coeficiente de difusion de la
especie electroactiva. Cuanto mas rapida es la velocidad de barrido, mayor es la
intensidad de corriente de pico, mientras el sistema continde siendo reversible; sin
embargo, si la especie electroactiva se esta adsorbiendo en las inmediaciones del
electrodo, la intensidad de corriente de pico es directamente proporcional a la
velocidad de barrido en lugar de su raiz cuadrada. Para especies irreversibles la
ecuacion de Randles — Sevcik se modifica debido a la correccion de términos
cinéticos.

Ecuacion 2.24

i, = (2,99 x 105)a /znADYacvYs  (a25°C)

Un criterio temprano para identificar la reversibilidad de un sistema consiste
en realizar el cociente de las sefales de corriente anddica y catddica para diversas
concentraciones o diversas velocidades de barrido. Debe cumplirse que iy / ip° =1
para una electrorreduccion y i,¢ / i,> =1 para una electrooxidacion, donde la
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corriente debida a la especie que se genera al electrodo se coloca en el
numerador del cociente.

El potencial de media onda (E12) se aproxima al valor del potencial normal
condicional (E”) para un sistema reversible, de acuerdo con la siguiente relacion:

Ecuacién 2.25

. Ef +EF)
0w, _( P op
E = El."g _—2
La ecuacién anterior se cumple, toda vez que los coeficientes de difusion de
ambas especies sean proximos y eliminen el término logaritmico de la ecuacion

siguiente:

Ecuacion 2.26

Los sistemas reversibles que son lo suficientemente rapidos como para
mantener las concentraciones de reactivo y producto en la superficie del electrodo
muestran un comportamiento tipico, pues el potencial donde se manifiestan los
picos anédico y catédico presentan una diferencia constate 7.

Ecuacién 2.27

\E _ go _ pe L Z22RT _S70mV e
-F P=™ wF —  n (a25°C)

Los argumentos anteriores permiten calcular el término voltamperométrico
Ey/> (potencial de medio pico) para un sistema reversible, que indica una mejor
estimacion del punto medio entre los picos de un voltamperograma (el valor de
potencial correspondiente para i,/2). En la Ecuacion 2.23 el signo positivo se toma
para un proceso de oxidacion, mientras que el signo negativo para una reduccion.

Ecuacion 2.28

Ep,,

Cr +100RT g, ,28OmMY .
=Ey, 109 —=El, t———  (a25°C)

12 1

Para un sistema reversible E, es independiente de la velocidad de barrido.

41



Por otro lado, los sistemas irreversibles dependen de la velocidad de
barrido. La siguiente relacién es importante pues involucra estos dos términos, E°
y (18

Ecuaciéon 2.29

 RT
_ gl
Ef=EY ——

1y 1y
D2 gFuy 12
Fn 0.780 + In (W) +1H(ﬁ) :|

Las variables descritas en la Ecuacion 2.28 ya han sido definidas. Para un
sistema electroquimico irreversible la grafica de E,=f In v, para el pico anddico o
catodico, genera una linea recta cuya ordenada al origen se ajusta a E°'. La recta
presenta una pendiente de 1.15RT/an 0 30 mV /an a 25°C por cada incremento de
10 en la velocidad de barrido. En estos casos el potencial de pico es una variable
que no depende de la concentracion del analito. Para definir el E,4, la funcién
anterior toma los mismos términos, pero los sumandos cambian de signo (a
excepcion del E%).

Un criterio rapido para determinar @ se basa en la diferencia entre el
potencial de pico (Ep) y el potencial a la mitad de la altura de pico (E/2).

Ecuacion 2.30

L857RT 47.7mV

B = Ep.-"'Zl =~ anF an

(@ 25°C)

Existen tratamientos formales para el analisis de las curvas i—-E para
sistemas irreversibles; sin embargo, los reportes presentan tratamientos de datos
inconvenientes y tediosos 9

Finalmente, existen dos funciones (para electrorreduccion y electrooxidacion
respectivamente) que permiten evaluar la constante estdndar heterogénea de
velocidad de transferencia de electrones, k°, a partir de una combinacion entre la
corriente de pico y el potencial normal condicional redox segun la aproximacion de
Butler —-Volmer:

Ecuaciéon 2.31 Ecuaciéon 2.32

—0']

i = 0.227nFACoc kel & i = 0.227nFACreq kel E=E"]

Donde f=F/RT en unidades de [V']. Una grafica de Ini,=f(E,~E°)

determinada a diferentes velocidades de barrido, debe producir una linea recta

con pendiente —anf y una intercepcion proporcional a k°.
42



2.3.4 Criterios de reversibilidad, irreversibilidad y cuasirreversibilidad

Matsuda y Ayabe® acufiaron el término cuasirreversible para las
reacciones que muestran limitaciones cinéticas de electrotransferencia, donde la
reaccion inversa debe ser considerada. Este es el primer tratamiento de dichos
sistemas para un solo paso mono electronico.

Se define el parametro A (de caracter adimensional) que define la forma del

pico y de varios parametros de pico.

}‘.:
i

= - 1;
(D" Dggy fr) 12

Ecuaciéon 2.33

Ecuacion 2.34

Los autores proponen las siguientes zonas limite para voltamperometria de

barrido lineal.

Tabla 2.1 Criterios de reversibilidad para sistemas electroquimicos, segun

Matsuday y Ayabe.
Cualidad del sistema Criterio sobre A Criterio sobre k°
RE'&’EFSIHE ﬁ 2 15 k‘:'[crn S_l] _':_:- ﬂlgpl.'.lz

Cuasirreversible

15 = A= -“]—HH:U

0.3v"

f2 = k[ems1] =2 x 10512

Totalmente

imeversible

A= ]_D—Z:;—[::

1
k°[ems™1] <2 x 10~ 5y /2

De esta manera, un sistema puede mostrar un comportamiento reversible,

cuasireversible o totalmente

irreversible dependiendo del valor de A o,

experimentalmente, de la velocidad de barrido empleada. La aparicion de efectos
cinéticos depende del tiempo ventana del experimento, que es esencialmente el
tiempo necesario para recorrer la onda de voltamperometria de barrido lineal. A
velocidades de barrido pequefias (o tiempos largos) los sistemas muestran ondas
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reversibles; mientras que a grandes velocidades de barrido (o tiempos cortos) es
observado un comportamiento totalmente irreversible.

2.3.5 Reacciones quimicas acopladas y mecanismos de reaccion en
voltamperometria ciclica

Una reaccion quimica acoplada es una reaccion quimica en la que uno de los
pares redox participa en el proceso global que acompafian a un proceso
electroquimico.

Ecuacion 2.35

Ox+ne” = HRed
1
Redl

En la Ecuacién 2.35 se ilustra una reaccion electroquimica reversible que
aparece con un equilibrio de una reaccion quimica acoplada irreversible donde
Red reacciona con L (Mecanismo Electroquimico reversible — Quimico irreversible,
ErCi). En la literatura se pueden encontrar ejemplos que muestran las aplicaciones
de la voltamperometria ciclica en el estudio de mecanismos de reaccion, asi como
los perfiles ocasionados por las reacciones quimicas acopladas.

En la figura 2.17a se presenta el voltamperograma de un sistema reversible,
donde la intensidad de picos ip?ip® =1, independientemente de la velocidad de
barrido de potencial. El voltamperograma de la figura 2.17b muestra el perfil de
una reaccion quimica acoplada a la reaccién electroquimica anterior. Se presenta
la reduccion de Ox al electrodo; sin embargo, al invertir el barrido de potencial no
se observa sefial alguna asociada, esto implica que algo le sucedié al producto, en
efecto, éste reacciona con alguna especie presente en el medio por lo que el par
redox ya no esta presente. Asi, al realizar el barrido de regreso al valor de
potencial de inicio, no se observa sefal alguna o se presenta muy separada de la
primera sefial ocasionando que el cociente ip3/ipc < 1. Para deducir el posible
mecanismo asociado, se utiliza el cociente de intensidad de corrientes de pico.
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Figura 2.17 Voltamperograma de reduccion de un compuesto Ox, (a) sin reaccion
qguimica acoplada; (b) con reaccién quimica acoplada.

Las reacciones que acontecen son:

l. Ox+e” =Red
1. Red =0x+e”

Ox+e~ —= Red
1. 1
A

1. A=EB+e
W, B+e =4

La figura 2.17 muestra como la presencia de la reaccion quimica acoplada
modifica el voltamperograma de reduccién. En conclusion, el producto A es
electroactivo y presenta una sefial reversible.

Se han reportado diversas funciones con una serie de variaciones tipicas de
que ayudan a determinar el tipo de mecanismo electroquimico que se presenta
considerando las reacciones quimicas acopladas que acontecen. Muchas de estas
funciones se engloban en los denominados parametros de Nicholson vy
Shain®®@?_ A continuacién en la figura 2.18 se presentan los perfiles que puede
adoptar la funcion 72° / ;z° de acuerdo con el tipo de reaccion quimica acoplada
que interviene &,
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i’ (anodic )/ ip(colhodic)

0.01 0ol 1.0 10 100
SCAN RATE

Figura 2.18 Cociente de corrientes de pico anddico a catdédico como una funcion
de la velocidad de barrido de potencial para varios mecanismos electroquimicos.

De manera complementaria, en la figura 2.19 se muestra la variacion de la
diferencia del cociente del potencial de medio pico entre la diferencia del logaritmo
de la velocidad de barrido en funcion de la velocidad de barrido, permite
determinar el tipo de mecanismo electroquimico que acontece. Este criterio es Util
en los casos en que las reacciones quimicas acopladas no permitan la
identificacion plena del pico, pero si de Ep/,. El siguiente perfil toma en cuenta dos
limites (superior e inferior) en funcién del nimero de electrones intercambiados
por el sistema en estudio.

+ 30/n

AE,Q
AlogV

-30/n

0.0l ol LO 10 100
SCAN RATE

Figura 2.19 Velocidad de cambio de potencial como una funcién de la velocidad
de barrido para varios mecanismos al electrodo.

Por otro lado, la funcién de corriente, W(E), es proporcional a la corriente de
pico. Se expresa:
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Ecuacion 2.36

i
W(E) = —
(E) F,a,plf'chlf'zul.fz

Donde i, representa la corriente de pico observada y el denominador
corresponde al valor de corriente al evaluar los parametros marcados (los mismos
que aparecen en la Ecuacion 2.23). Experimentalmente la funcion de corriente es
muy facil de obtener, pues todos los parametros son constantes para una especie
electroactiva dada, en un medio definido, bajo el mismo electrodo y a la misma
concentracion, por lo que basta con representar i,/v*? =f(v). En la figura 2.20 se
presenta el perfil de la funcion.

YP 0.6

0.5 Yo =

04

0;01 7 ‘ ; y v
Figura 2.20 Influencia de la velocidad de barrido sobre la funcion de corriente para

varios procesos electrédicos con reacciones quimicas acopladas.

Los mecanismos electroquimicos que involucran reacciones quimicas
acopladas de acuerdo con los perfiles anteriores (figura 2.18, figura 2.19 y figura
2.20) son:
| Transferencia de electron reversible sin complicaciones quimicas. Mecanismo Er.

Ecuacion 2.37

Ox+ne = Red

47



Il Transferencia de electron reversible seguida de una reaccion quimica reversible.
Mecanismo ErCr.
Ecuacion 2.38

Ox +ne” = Red

'EE'.
Red =
kit

Il Transferencia de electron reversible seguida de una reaccion quimica
irreversible. Mecanismo ErCi.
Ecuacién 2.39

Ox + ne” = Red

k
Red = Z

IV Reaccion quimica reversible seguida de una transferencia de electron
reversible. Mecanismo CrEr.
Ecuacion 2.40

ky
Z = 0x
kit

Ox + 1e~ = Red

V  Reaccion quimica reversible seguida de una transferencia de electron
irreversible. Mecanismo CrEi
Ecuacion 2.41

ky

Z = 0x
kit

Ox +ne” — Red

VI Transferencia de electrén reversible seguida por una regeneracion irreversible
del analito inicial. Regeneracion catalitica.
Ecuacion 2.42

Ox 4+ ne” = Red

Red + ET Ox
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VII Transferencia de electrén irreversible seguida por una regeneracion irreversible
del analito inicial.
Ecuacién 2.43

Ox +ne” — Red
Red + £ - Ox

VIII Transferencia multiple de electrones con intervencion de reacciones quimicas.
Mecanismo ECE
Ecuacién 2.44

Ox + nye” = Red Red =Y Yinee =22

Es importante sefialar que las descripciones anteriores y los modelos
presentados en este apartado son validos para el proceso de reduccion tal cual, y
requieren una adecuacioén inversa para el proceso de oxidacion.

2.3.6 Potenciometria de corriente nula (i = 0)

Se puede seguir el curso de una titulacién por la observacion del potencial
de un electrodo indicador que percibe ya sea a la disolucion o al reactivo. Debido a
la forma logaritmica de la ecuacion de Nernst, la curva de titulacion tiene el perfil
familiar de onda, correspondiendo el punto de inflexion en el punto final.

A menudo se pueden obtener titulaciones con pares de electrodos que la
teoria termodindmica consideraria como ineficaces. Se tiene como ejemplo la
combinacion de electrodos de tungsteno y de platino. Ambos son “inertes” y
deberian alcanzar el mismo potencial redox. Sin embargo, el equilibrio se alcanza
con mayor lentitud en el tungsteno que en el platino, de manera que la respuesta
se retrasa con respecto al otro. Este sistema muestra una ruptura subita en el
punto final, si se afiade el reactivo a una tasa constante, como en un titulador
automatico o en un culombimetro y se puede utilizar para titulaciones tanto redox
como acido base (Vassos 1987).

La instrumentacién para la titulometria potenciométrica puede ser bastante
sencilla, puesto que no se requieren potenciales exactos y sélo se desea observar
el cambio abrupto en el punto final. Asi que, se puede eliminar, sin error, la
calibracion de un pH metro con un amortiguador patrén. Dentro de la celda
electroguimica so6lo sera necesario un electrodo indicador y un electrodo de
referencia; asi como un multimetro para determinar AE entre ambos electrodos
durante el transcurso de la titulacion.
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Capitulo 3. Diseflo Experimental

“La ignorancia afirma o niega rotundamente;
la ciencia duda”

Voltaire
Escritor, poeta y pensador
(1694-1778).
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3.1 Materiales y Reactivos

A continuacién se enlistan los reactivos utilizados durante el

analisis.

e Hexacianoferrato de potasio (lll). Marca: Merck. Pureza: 99.0 %.

e Hemoglobina liofilizada. Marca: Sigma-Aldrich. Pureza: 99.0 %.

e Trishidroxiamino metil metano. Marca: Merck. Pureza: 99.5 %.

e Agua destilada con una conductividad de 2 pS cm™.

e Acido clorhidrico concentrado. Marca: J. T. Baker. Pureza: 37.2 %

e Acido nitrico concentrado. Marca: Merck Pureza: 70.0 %

e Alumina de 5 micras de didmetro.

e Microelectrodo de platino de 0.035 cm? de &rea superficial.

e Barra de grafito de 7.5 cm de longitud.

e Una barra de plata de 9.5 cm de longitud.

e Una barra de plata de 2.0 cm de longitud

e Microelectrodo de platino de 0.0091 cm? de &rea superficial.

e Potencibmetro Oakton ®.

Para la preparacion de las disoluciones de trabajo se emple6 una
Balanza analitica Sartorius ® BP210s. Para lograr una mayor homogenizacion de
las disoluciones se utilizd un sonicador Sonic 310 Elma ®.

Para el ensayo por voltamperometria ciclica se utiliz6 un potenciostato
Voltammograph CV-27. Los registros voltamperométricos se realizaron mediante
un graficador Yokogawa ® modelo 3025.

El ensayo de potenciometria a corriente nula se utiliz6 un multimetro
para el registro del potencial del electrodo de trabajo respecto al electrodo de
referencia. Los registros de potencial en funcién del tiempo se obtuvieron
mediante el software MUL — 600 version 2.00.
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3.2 Sistemas electroquimicos

Sistema A: En una celda electroquimica adaptada para tres electrodos se
colocé el microelectrodo de platino cuya area superficial era de 0.035 cm?, como
electrodo de trabajo; la barra de grafito como electrodo auxiliar y la barra de plata
de 9.5 cm de longitud como electrodo de referencia (sin compartamentalizar). Tal
como se muestra en la figura 3.1.

Sistema B: En una celda electroquimica adaptada para dos electrodos se
colocé el microelectrodo de platino cuya area superficial era de 0.0091 cm? como
electrodo de trabajo y la barra de plata de 2.0 cm de longitud como electrodo de
referencia (compartamentalizado con buffer de TRIS y KNO3 a pH 7.5). Tal como
se muestra en la figura 3.2.

Figura 3.1 (Izquieda) Celda de trabajo de 3 electrodos para
voltamperometria ciclica. (Derecha) Potenciostato y graficador analdgico.

Figura 3.2 Celda de trabajo de 2 electrodos
para potenciometria a corriente nula.
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3.3 Metodologia experimental

a) Voltamperometria ciclica a concentracion y velocidad de
barrido variables (en ausencia de Hb).

En la celda electroquimica del sistema A descrito en el apartado 3.2 se
agregd 10 mL buffer (TRIS y KNO3 ambos a una concentracion de 0.1 M
ajustado a pH = 7.5 con &cido clorhidrico concentrado) y se trazdé un
voltamperograma a 100 mV s como blanco. Posteriormente se preparé 10 mL
de disolucion stock de K3[Fe(CN)g] y se llevo al aforo con el mismo buffer (la
concentracion de esta disolucién stock fue de 0.1 mol L™).

Se realizaron adiciones de 100 pL hasta un volumen final de 1000 pL
del stock de Ks[Fe(CN)e¢] y entre cada adicion se trazo el voltamperograma
respectivo a 100 mV s™. A continuacién, cuando el volumen adicionado de
K3[Fe(CN)s] fue de 1000 pL se realizaron los voltamperogramas a diferentes
velocidades de barrido; es decir, a 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450y 500 mV s™.

El programa de perturbacién y las condiciones de captura fueron:

E:0.62V

Ex:-0.70 V

Gain: 0.2 mA V™

Y range: 0.1V cm™
Xrange: 0.1V cm™?

Con la ayuda de una hoja de célculo se registraron los parametros de
cada voltamperograma procesado.

b) Voltamperometria ciclica a concentracion y velocidad de
barrido variables (en presencia de Hb).

En presencia de 1.0 mL de Ks[Fe(CN)g] se realizaron adiciones de 10 pL
de Hb (0.05 g mL™ utilizando buffer como medio de disolucién). A partir de un
volumen afiadido de 100 pL Hb, las adiciones fueron en incrementos de 100 pL
hasta 400 pL. Entre cada adicion se realizo los voltamperogramas respectivos.
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Cuando las adiciones de Hb en la celda fueron de 100, 200, 300 y 400 pL se
registraron los voltamperogramas respectivos a 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450 y 500 mV s,

c) Caracterizacion por potenciometria a corriente nula.

En la celda electroquimica del sistema B descrito en el apartado 3.2 se
agregd 1.0 mL buffer (TRIS y KNO3; ambos a una concentracion de 0.1 M
ajustado a pH = 7.5 con &cido clorhidrico concentrado) y se trazé un blanco.
Posteriormente se preparé 10 mL de disolucion stock de Ks[Fe(CN)e] y se llevo
al aforo con el mismo buffer (la concentracion de esta disolucion stock fue de
0.1 mol L™).

Se realizaron adiciones de 25 pL hasta un volumen final de 500 pL del
stock de K3[Fe(CN)¢] y entre cada adicion se trazd el potencial como una
funcién del tiempo.

A continuacion, cuando el volumen adicionado de Kjs[Fe(CN)s] fue de
500 pL se realizaron las adiciones de Hb (0.05 g mL™) de 25 pL hasta un
volumen final de 1000 L y entre cada adicién se traz6 el potencial como una
funcién del tiempo.

Con la ayuda de una hoja de calculo se registro el potencial como una
funcién del volumen agregado a un tiempo de muestreo fijo; asi como el
potencial como una funcién de la concentracion y logaritmo de la concentracion
de Hb.

54



Capitulo 4. Resultados y analisis

“El cuerpo humano es el carruaje; el yo,
el hombre que lo conduce;

el pensamiento, son las riendas

y los sentimientos los caballos”

Platon

Filosofo griego
(427 a.C.—-347a.C.)
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4.1 Parte |. Voltamperometria ciclica

4.1.1 Estudio voltamperométrico a diferente concentracion de
Ks[Fe(CN)g] a velocidad de barrido fija (100 mV s™)

Tras realizar los barridos electroquimicos de acuerdo con la metodologia
descrita en el capitulo 3 en ausencia de Hb se procedi6 a procesar los datos
obtenidos. La Tabla 4.1 y la Tabla 4.2 muestran algunos parametros
electroquimicos obtenidos. En las figuras 4.1 y 4.2 se muestra la corriente de pico
anddica y catddica en funcién de la concentracion. De acuerdo con la Tabla 4.1 se
puede notar que AE tiende a crecer y desviarse del valor teérico de 0.060 V; esto
quiere decir que como primer criterio, el sistema en ausencia de Hb a partir de
datos de E no es posible determinar su reversibilidad. Otro parametro para
determinar la reversibilidad del sistema es evaluar el cociente de corrientes de
pico anddico y catddico. El cual debe ser igual a 1 para un sistema reversible, En
la Tabla 4.2 se aprecia que se cumple tal criterio. Es de notarse, que la
electrorreducciéon presenta una reversibilidad mayor con respecto a la
electrooxidacion.

Tabla 4.1 Valores de potencial de pico anddico y catédico en funcién del
volumen afiadido de hexacianoferrato de potasio (Ill) a 100 mV s™.

Volu:-nen Concenltll'-icién Conce:\tragién aig:i:o c:tglici(::o AE (V) E° =VE1/2 N
(L) (mol L) (mol cm™) V) V) (V)
100 0.001 0.000001 0.3520 0.196 | 0.156 0.274 0.4
200 0.002 0.000002 0.3227 0.225 0.098 0.274 0.6
300 0.003 0.000003 0.3227 0.215 0.108 0.269 0.6
400 0.004 0.000004 0.2249 0.068 | 0.156 0.147 0.4
500 0.005 0.000005 0.3227 0.205 0.117 0.264 0.5
600 0.006 0.000006 0.3129 0.196 0.117 0.254 0.5
700 0.007 0.000007 0.3129 0.196 | 0.117 0.254 0.5
800 0.008 0.000008 0.3227 0.215 | 0.108 0.269 0.6
900 0.009 0.000009 0.3129 0.186 0.127 0.249 0.5
1000 0.01 0.00001 0.3129 0.196 0.117 0.254 0.5
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Tabla 4.2 Intensidades de corriente de pico anddica y catddica en funcion
del volumen afadido de hexacianoferrato de potasio (Ill) a 100 mv s™.

Concentracion | Concentracion | pico | pico | pico | pico
Volumen (pL) (mol L) (mol cm™) anddico | catédico anédico (A) | catodico (A) Ipa/lpc | Ipc/Ipa
(HA) (HA)
100 0.001 0.000001 28.84 16.16 0.0000288 | -0.0000162 | 1.785 | 0.560
200 0.002 0.000002 65.92 56.56 0.0000659 | -0.0000566 | 1.165 | 0.858
300 0.003 0.000003 57.68 52.52 0.0000577 | -0.0000525 | 1.098 | 0.911
400 0.004 0.000004 65.92 60.6 0.0000659 | -0.0000606 | 1.088 | 0.919
500 0.005 0.000005 74.16 68.68 0.0000742 | -0.0000687 | 1.080 | 0.926
600 0.006 0.000006 90.64 80.8 0.0000906 | -0.0000808 | 1.122 | 0.891
700 0.007 0.000007 94.76 88.88 0.0000948 | -0.0000889 | 1.066 | 0.938
800 0.008 0.000008 98.88 92.92 0.0000989 | -0.0000929 | 1.064 | 0.940
900 0.009 0.000009 107.12 96.96 0.0001071 | -0.0000970 | 1.105 | 0.905
1000 0.01 0.00001 115.36 109.08 0.0001154 | -0.0001091 | 1.058 | 0.946
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A continuacién la figura 4.3 muestra los registros voltamperométricos a
diferentes concentraciones de hexacianoferrato de potasio (Ill) a una velocidad de
barrido fija asi como el dominio de electroactividad en ausencia del analito.

Figura 4.3 (Izquierda) Dominio de electroactividad establecido por el buffer.
(Derecha). Voltamperogramas a diferentes concentraciones de Ks[Fe(CN)g]. ET:
Pt°, ER: Ag°, EA: Carbén. Velocidad de barrido 100 mV s™. Medio TRIS y KNO3 a
pH 7.5.

4.1.2 Estudio voltamperométrico a diferente velocidad de barrido a
concentracion fija de Kz[Fe(CN)g]

Tal como se describié en el capitulo 4 se procedié a realizar barridos de
potencial a diferentes velocidades; para lo cual, la celda contenia un volumen de
1000 pL K3[Fe(CN)e] equivalente a una concentracién de 0.01 mol L™ en presencia
de los 10 mL de buffer (figura 4.4). A partir de los datos obtenidos que se
muestran en la Tabla 4.3 y 4.4 se procedi6 a procesar la informacion para
determinar la reversibilidad del sistema y poder determinar un mecanismo
electroquimico en ausencia de Hb.

Figura 4.4 Voltamperogramas de
K3[Fe(CN)s] en medio amortiguado
a diferentes velocidades de barrido.
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La figura 4.4 muestra como a velocidades de barrido altas la reversibilidad
del sistema se pierde, de hecho, se aprecia como la separacién de picos de
potencial es mayor conforme aumenta la velocidad.

Tabla 4.3 Valores de potencial de pico de K3[Fe(CN)s] en medio amortiguado a
diferentes velocidades de barrido.

vel (mVs?) | wvel(Vs?) ancl'i dr:::coo(v) catf’;cllai::: ) AE (V) E°=E 155 (V) n
25 0.025 0.3031 0.215 0.088 0.259 0.682
50 0.05 0.3129 0.215 0.098 0.264 0.614
100 0.1 0.3227 0.196 0.127 0.259 0.472
150 0.15 0.3324 0.186 0.147 0.259 0.409

200 0.2 0.3324 0.176 0.156 0.254 0.384
250 0.25 0.3422 0.166 0.176 0.254 0.341
300 0.3 0.3618 0.166 0.196 0.264 0.307
350 0.35 0.3520 0.147 0.205 0.249 0.292
400 0.4 0.3716 0.147 0.225 0.259 0.267
450 0.45 0.4107 0.176 0.235 0.293 0.256
500 0.5 0.4009 0.147 0.254 0.274 0.236

Tabla 4.4 Valores de corriente de pico Ks[Fe(CN)s] en medio amortiguado a
diferentes velocidades de barrido.

| pico | pico | pico | pico
vel (mVs™) (\7 (:.Il) anddica catodica anédica catédica Ipa/lpc Ipc/ Ipa

(HA) (nA) (A) (A)
25 0.0250 56.00 52.00 5.60E-05 -0.000052 1.077 0.929
50 0.0500 80.00 76.00 8.00E-05 -0.000076 1.053 0.950
100 0.1000 108.00 108.00 1.08E-04 | -0.000108 1.000 1.000
150 0.1500 136.00 128.00 1.36E-04 | -0.000128 1.063 0.941
200 0.2000 152.00 148.00 1.52E-04 | -0.000148 1.027 0.974
250 0.2500 164.00 160.00 1.64E-04 | -0.000160 1.025 0.976
300 0.3000 176.00 172.00 1.76E-04 | -0.000172 1.023 0.977
350 0.3500 180.00 180.00 1.80E-04 | -0.000180 1.000 1.000
400 0.4000 196.00 192.00 1.96E-04 | -0.000192 1.021 0.980
450 0.4500 196.00 196.00 1.96E-04 | -0.000196 1.000 1.000
500 0.5000 200.00 200.00 2.00E-04 | -0.000200 1.000 1.000
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Tal como se aprecia en la Tabla 4.3, no es posible decir que el sistema es
reversible dado que la separacion de potenciales de pico fue mayor a 0.060 V
conforme aumenta la velocidad de barrido. Incluso el valor de n es de orden
fraccionario lo cual implicaria que no existe una transferencia electronica
completa.

En la Tabla 4.4 se aprecia que el cociente de pico es practicamente igual a
1 en el caso de una electrorreduccion, mostrando un mayor carécter reversible con
respecto a la electrooxidacion. Este criterio permite confirmar la reversibilidad del
sistema a pesar de que dicha reversibilidad no se puede determinar a partir de
datos de potencial. Por lo cual sera conveniente que el mecanismo electroquimico
se determine a partir de datos de corriente de pico.

A partir de los datos de la Tabla 4.3 y 4.4 se puede determinar si en el
sistema bajo estudio, el transporte de masa esta bajo un régimen de difusién pura
para la respuesta obtenida de corriente de pico catédico y anddico. Para ello se
grafica el cociente de la corriente de pico entre la velocidad de barrido elevado a la
% en funcién de la velocidad de barrido. Tal como se muestra en las figuras 4.5y
4.6.
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Figura 4.5 Evaluacion del tipo de transporte de masa caracteristico del
sistema en ausencia de Hb para la corriente de pico catodica.
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Figura 4.6 Evaluacion del tipo de transporte de masa caracteristico del
sistema en ausencia de Hb para la corriente de pico anddica.

Tal como se aprecia en las figuras 4.5 y 4.6 se observa que en ausencia de
Hb hay un indicio de que el transporte de masa del [Fe(CN)s*]y del [Fe(CN)s*] es
difusional puro. Para lo cual se esperaria una linea recta de pendiente igual a
cero. Sin embargo, se aprecia que existe una ligera desviacién después de 200
mV s™. Esta desviacién del comportamiento reversible podria deberse a diferentes
causas: efectos capacitivos en la celda electroquimica, cinética lenta en la
transferencia electrénica, presencia de efectos de superficie (adsorcion).

Entre més sitios ocupados sobre la superficie del electrodo menos lugares
disponibles habra para la especie electroactiva que llegue del seno de la
disolucién provocando una disminucion drastica de la corriente de pico. Este
efecto se presentod a pesar de que el electrodo se limpié constantemente con acido
nitrico concentrado y alimina entre cada barrido.

Una grafica como las que se muestran en las figuras 4.7 y 4.8, confirman
que el transporte de masa es de tipo difusional puro dado que es caracteristico la
obtencion de una pendiente cercana o igual a 0.5.
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Figura 4.7 Logaritmo de la corriente de pico anddica en funcion del logaritmo de la
velocidad de barrido.

w
o]

-1.80 -1.60 -1.40 -1.20 -1.00 -0.80 -0.60 -0.40 -0.20 0.00

&

/ )

48]
|

o
®

w
w

ey

Log Ipc

|
-y
il

el

.fs
N

4
LS
[(*]

y =0.4499x - 3.5361
R*=0.9918

Log velocidad de barrido

.fs
S

Figura 4.8 Logaritmo de la corriente de pico catédica en funcién del logaritmo de
la velocidad de barrido.

Tal como se muestra en las figuras 4.7 y 4.8 la pendiente es aproximada a
un valor de 0.5 lo cual confirma que el sistema tanto para la electrorreduccion

como para la electrooxidacion esté regido por difusion pura.
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Utilizando la ecuacion de Randles — Sevcik (Ecuacion 2.23), y considerando
gue se trata de un sistema regido por difusién; del valor de la pendiente se puede
determinar el valor del coeficiente de difusion. Las figuras 4.9 y 4.10 muestran esta
dependencia entre corriente de pico y la velocidad de barrido elevada a la %%.
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Figura 4.9 Corriente de pico anddica en funcién de la velocidad de barrido elevada
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Figura 4.10 Corriente de pico catodica en funcion de la velocidad de barrido
elevada a la %.
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A partir de la ecuacion de la linea recta de la figura 4.9 y conociendo la
siguiente informacion:

e Concentracion de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™ mol cm™
 Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
e N1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:
(2.69x10°) (1)*? (0.035) D*? (1 x107°) = 2.6652 x10™
D¥2%2.6652 x10™ / (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY = 2.8308 x107®

D =8.0139 x10®cm? s*

A partir de la ecuaciéon de la linea recta de la figura 4.10 y conociendo la
siguiente informacion:

e Concentraciéon de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™

e Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?

e Nl

Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacién 2.23:
(2.69x10°) (1)*2 (0.035) D*? (1 x10°°) = 2.7235 x10™
DY2%2.7235 x10* / (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
D2 = 2.8927 x10°

D =8.3680 x10°cm? s

A patrtir de los coeficientes de difusion anddico y catodico se aprecia que
hay un gran parecido entre éstos. Esto quiere decir que el sistema de Ks[Fe(CN)g]
en ausencia de Hb en el medio amortiguado trabajado es reversible. Esto permite
obtener un mecanismo electroquimico de referencia de manera confiable. El cual
se propone a partir de la figura 4.11.
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Figura 4.11 Cocientes de corriente de pico en funcion de la velocidad de
barrido para la electroreduccion del hexacianoferrato de potasio (l1).

Se aprecia en la figura 4.10 una tendencia lineal de pendiente igual a O;
esto quiere decir que la electrorreduccion del Ks[Fe(CN)g] ocurre sin ninguna
complicacion quimica. Por lo tanto, de acuerdo con la Ecuacién 2.35 se concluye
que en el medio de referencia interno ocurre una transferencia de electrén
reversible monoelectronica. Es decir un mecanismo electroquimico Er.

Ox+ ne = Red

Fe(CN)s® + le” = Fe(CN)g*

4.1.3 Estudio voltamperométrico a diferentes concentraciones de
Hb a velocidad de barrido fija (100 mV s™)

Para este ensayo se considerd una concentracion de Ks[Fe(CN)g] de 0.01
mol L™ presente en el medio amortiguado. A partir del cual se realizé la adicién de
alicuotas de la disolucién de Hb 0.05 g mL™. Las adiciones fueron de 25 pL hasta
100 pL. Tras cada adicion se realizo el registro voltamperométrico tal como se
muestra en la figura 4.12.
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Figura 4.12 Registros voltamperométricos del K3[Fe(CN)g] a diferentes
concentraciones de Hb. ET: Pt°, ER: Ag®, EA: Carbon. Velocidad de barrido 100
mV s™. Medio TRIS y KNO; a pH 7.5.

En la figura 4.12 se aprecia como a partir de la adicién de Hb la sefial de
corriente de pico disminuye e incluso los valores de potencial de pico se
desplazan con respecto a la sefial del Ks[Fe(CN)s] (la sefial mas intensa y
definida). Sin embargo, a partir de la adicién de 50 pL en adelante la sefial ya no
disminuye siendo consecuencia de un posible proceso de interaccion entre el
K3[Fe(CN)s] y la Hb, provocando que no llegue la suficiente cantidad de especie
electroactiva [Fe(CN)s>] a la superficie del electrodo para que pueda ser reducida.

En la Tabla 4.5 y 4.6 se muestran los valores de potencial y corriente de
pico respectivamente obtenidos tras cada barrido.
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Tabla 4.5 Potenciales de pico anddico y catodico a diferentes concentraciones de
Hb en presencia de K3[Fe(CN)g].

. ., E pi E pi
Volumen | Concentracion | Concentracion Emfo ?'c,o E°=E1/2
(uL) (g mL?Y) de Hb (mol L) anddico |catdédico| AE (V) V) n
(V) (V)
10 0.05 7.8125x10” 0.2481 0.000 0.248 0.124 0.24
20 0.1 1.5625x10° 0.2300 -0.030 0.260 0.100 0.23
30 0.15 2.34375x10° 0.2970 -0.033 0.330 0.132 0.18
40 0.2 3.125x10° 0.2727 0.000 0.273 0.136 0.22
50 0.25 3.90625x10° 0.2727 -0.033 0.305 0.120 0.20
60 0.3 4.6875x10° 0.2860 -0.044 0.330 0.121 0.18
70 0.35 5.46875x10° 0.2750 -0.033 0.308 0.121 0.19
80 04 6.25x10° 0.2530 -0.011 0.264 0.121 0.23
90 0.45 7.03125x10° 0.3020 -0.022 0.324 0.140 0.18
100 0.5 7.8125 x10°® 0.2865 -0.020 0.307 0.133 0.20

Tabla 4.6 Corrientes de pico anddico y catédico a diferentes concentraciones de
Hb en presencia de K3[Fe(CN)g].

Volumen | Concentracién | Concentracion : ;,)ic‘o I p’ic? | pico | pico
(pL) (g mL'1) de Hb (mol L'l) Akl @i anddico (A) | catodico (A) Ipa/lpc | Ipc/Ipa
(nA) (nA)

0 0 7.8125x107 | 181.8 181.8 | 0.0001818 | -0.0001818 | 1.000 | 1.000
10 0.05 1.5625x10° 157.56 153.52 0.00015756 | -0.00015352 | 1.026 0.974
20 0.1 2.34375x10° | 145.44 | 137.36 | 0.00014544 | -0.00013736 | 1.059 | 0.944
30 0.15 3.125x10°® 133.32 125.24 0.00013332 | -0.00012524 | 1.065 0.939
40 0.2 3.90625x10° | 141.4 133.32 0.0001414 | -0.00013332 | 1.061 | 0.943
50 0.25 4.6875x10° | 129.28 | 125.24 | 0.00012928 | -0.00012524 | 1.032 | 0.969
60 0.3 5.46875x10° 121.2 117.16 0.0001212 | -0.00011716 | 1.034 0.967
70 0.35 6.25x10° 129.28 121.2 0.00012928 | -0.0001212 | 1.067 | 0.938
80 0.4 7.03125x10° | 133.32 129.28 0.00013332 | -0.00012928 | 1.031 0.970
90 0.45 7.8125x10° | 121.2 121.2 0.0001212 | -0.0001212 | 1.000 1.000
100 0.5 7.8125x10” 121.2 121.2 0.0001212 -0.0001212 1.000 1.000
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Es posible notar en la Tabla 4.5 que el valor de AE es mayor con respecto al
valor obtenido en ausencia de Hb (Tabla 4.1), y como ya se habia comentado no
es posible determinar si el sistema es reversible o no a partir de los datos de
potencial de pico. Para lo cual, es conveniente tomar el criterio de cocientes de
corriente de pico. Analizando la Tabla 4.6 este cociente presenta un valor
practicamente igual a 1, evidenciando que la reversibilidad del sistema se
mantiene en presencia de Hb; y como en el caso de ausencia de Hb, esta
reversibilidad es mayor para la electrorreduccibon con respecto a la
electrooxidacion. Es decir, la transferencia electronica es mas rapida en el caso de
la electrorreduccion.

Las figuras 4.13 y 4.14 ilustran una posible saturacién de la superficie del
electrodo. Al ir adicionando Hb la sefial de corriente de pico disminuye; sin
embargo, llega un punto en que ésta no sufre cambios, manteniendo una corriente
constante.
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Figura 4.13 Corriente de pico anddica en funcion de la concentracion de Hb
adicionada.

68



0.0002

0.00018

~. 0.00016

o
o
=]
(=]
=
~
<

6dica (A,

2 0.00012 * * ¢ *¢ &

0.0001

0.00008

0.00006

Corriente pico cat:

0.00004

0.00002

0

0 1E-09 2E-09 3E-09 4E-09 5E09 6E-09 7EO09 8E-09 9E09
Concentracion (mol/cm3)

Figura 4.14 Corriente de pico catodica en funcion de la concentracion de Hb
adicionada.

4.1.4 Estudio voltamperométrico a diferentes velocidades de
barrido a concentracién fija de Hb

Como se describid en el capitulo 4 se procedi6 a realizar barridos de
potencial a diferentes velocidades; para lo cual, la celda presentaba un volumen
de 1000 pL Ks[Fe(CN)s] equivalente a una concentracién de 0.01 mol L™ en
presencia de 10 mL de buffer y 100 pL de Hb 0.05 g mL™. Este ensayo se hizo
también a 200, 300 y 400 uL. A partir de los datos obtenidos que se muestran en
la Tabla 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 y 4.14 se procedié a procesar la
informacion para determinar la reversibilidad del sistema y poder determinar un
mecanismo electroquimico en presencia de Hb que sirva de referencia interna.

Tabla 4.7 Valores de potenciales de pico para el sistema Ks[Fe(CN)¢] — Hb
(100 pL).

100uL
vel vel E pico E pico

(mvs?) | (vs?) | anédico catodico | AE(V) |Eq (V) n

v) v)

25 0.025 0.1886 0.069 0.119 | 0.129 | 0.504
50 0.05 0.1858 0.059 0.127 0.122 0.472
100 0.1 0.2038 0.049 0.155 0.126 0.386
150 0.15 0.2870 0.163 0.124 | 0.225 | 0.483
200 0.2 0.2505 0.010 0.241 | 0.130 | 0.249
250 0.25 0.2184 0.028 0.190 | 0.123 | 0.316
300 0.3 0.2524 0.029 0.223 0.141 0.269
350 0.35 0.2640 0.009 0.255 0.137 0.236
400 0.4 0.2659 0.000 0.266 0.133 0.226
450 0.45 0.2794 -0.019 0.299 | 0.130 | 0.201
500 0.5 0.2912 -0.019 0.311 | 0.136 | 0.193
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Tabla 4.8 Valores de potenciales de pico para el sistema Kz[Fe(CN)¢] — Hb

(200 pL).
200pL
E pico anddico E pico catddico

vel (mVs?)| vel (Vs?) (V) (V) AE (V) E 12 (V) n
25 0.025 0.0992 0.040 0.060 0.069 1.008
50 0.05 0.1467 0.039 0.108 0.093 0.558
100 0.1 0.1941 0.029 0.165 0.112 0.364
150 0.15 0.2009 0.019 0.182 0.110 0.330
200 0.2 0.2023 0.000 0.202 0.101 0.297
250 0.25 0.2184 0.000 0.218 0.109 0.275
300 0.3 0.2426 0.000 0.243 0.121 0.247
350 0.35 0.2451 -0.009 0.255 0.118 0.236
400 0.4 0.2564 -0.019 0.275 0.119 0.218
450 0.45 0.2794 -0.039 0.318 0.120 0.189
500 0.5 0.2524 -0.039 0.291 0.107 0.206

Tabla 4.9 Valores de potenciales de pico para el sistema Kz[Fe(CN)g] — Hb

(300 pL).

300pL

vel (mV s'l) vel (V s'l) . plco(?lr)\odlco 2 e AE (V) Eqin(V) n

(V)

25 0.025 0.1886 0.050 0.139 0.119 0.432
50 0.05 0.1956 0.049 0.147 0.122 0.409
100 0.1 0.2038 0.049 0.155 0.126 0.386
150 0.15 0.2104 0.029 0.182 0.120 0.330
200 0.2 0.2120 -0.010 0.222 0.101 0.271
250 0.25 0.2374 0.019 0.218 0.128 0.275
300 0.3 0.2524 -0.010 0.262 0.121 0.229
350 0.35 0.3017 -0.009 0.311 0.146 0.193
400 0.4 0.2754 -0.028 0.304 0.123 0.197
450 0.45 0.2891 -0.039 0.328 0.125 0.183
500 0.5 0.2912 -0.049 0.340 0.121 0.177
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Tabla 4.10 Valores de potenciales de pico para el sistema Ks[Fe(CN)g] — Hb

(400pL).

400uL

vel (mVs™?)| vel (Vs?) : plco(zr)\odlco GG L AE (V) Eqa(V) n

(V)
25 0.025 0.1886 0.030 0.159 0.109 0.378
50 0.05 0.1956 0.039 0.156 0.117 0.384
100 0.1 0.2135 0.029 0.184 0.121 0.325
150 0.15 0.2200 0.010 0.210 0.115 0.285
200 0.2 0.2216 0.000 0.222 0.111 0.271
250 0.25 0.2184 0.009 0.209 0.114 0.287
300 0.3 0.2718 0.010 0.262 0.141 0.229
350 0.35 0.2829 0.000 0.283 0.141 0.212
400 0.4 0.2659 -0.028 0.294 0.119 0.204
450 0.45 0.3083 -0.019 0.328 0.145 0.183
500 0.5 0.3203 -0.039 0.359 0.141 0.167
Tabla 4.11 Valores de corrientes de pico para el sistema Ks[Fe(CN)s] — Hb
(100 pL).
100pL
1 1 | pico I p’ic? | pico | pico

e | Rl e anddica (nA) ca(t::;ca anddica (A) | catddica (A) Ipa/lpc Ipc/Ipa
25 0.0250 32.000 32.000 3.2000E-05 | -0.00003200 1.000 1.000
50 0.0500 44.000 44.000 4.4000E-05 | -0.00004400 1.000 1.000
100 0.1000 64.000 64.000 6.4000E-05 | -0.00006400 1.000 1.000
150 0.1500 72.000 68.000 7.2000E-05 | -0.00006800 1.059 0.944
200 0.2000 72.000 68.000 7.2000E-05 | -0.00006800 1.059 0.944
250 0.2500 92.000 88.000 9.2000E-05 | -0.00008800 1.045 0.957
300 0.3000 100.000 92.000 1.0000E-04 | -0.00009200 1.087 0.920
350 0.3500 104.000 96.000 1.0400E-04 | -0.00009600 1.083 0.923
400 0.4000 104.000 100.000 1.0400E-04 | -0.00010000 1.040 0.962
450 0.4500 108.000 104.000 1.0800E-04 | -0.00010400 1.038 0.963
500 0.5000 112.000 104.000 1.1200E-04 | -0.00010400 1.077 0.929
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Tabla 4.12 Valores de corrientes de pico para el sistema Ks[Fe(CN)g] — Hb

(200 pL).
200pL
1 1 | pico I p’ic? | pico | pico
ey e ) | Rl 7S anddica (nA) ca(t::;ca anddica (A) | catddica (A) Rl Ipc/Ipa
25 0.0250 40.000 40.000 4.0000E-05 | -0.00004000 1.000 1.000
50 0.0500 60.000 56.000 6.0000E-05 | -0.00005600 1.071 0.933
100 0.1000 80.000 76.000 8.0000E-05 | -0.00007600 1.053 0.950
150 0.1500 96.000 88.000 9.6000E-05 | -0.00008800 1.091 0.917
200 0.2000 104.000 100.000 1.0400E-04 | -0.00010000 1.040 0.962
250 0.2500 120.000 112.000 1.2000E-04 | -0.00011200 1.071 0.933
300 0.3000 132.000 124.000 1.3200E-04 | -0.00012400 1.065 0.939
350 0.3500 144.000 128.000 1.4400E-04 | -0.00012800 1.125 0.889
400 0.4000 148.000 148.000 1.4800E-04 | -0.00014800 1.000 1.000
450 0.4500 148.000 148.000 1.4800E-04 | -0.00014800 1.000 1.000
500 0.5000 148.000 148.000 1.4800E-04 | -0.00014800 1.000 1.000
Tabla 4.13 Valores de corrientes de pico para el sistema K3[Fe(CN)g] — Hb
(300 pL).
300uL
1 1 | pico I p’ic? | pico | pico
e | Rl e anoddica (pnA) ca(t::;ca anoddica (A) | catddica (A) Ipa/lpc Ipc/Ipa
25 0.0250 40.000 40.000 4.0000E-05 | -0.00004000 1.000 1.000
50 0.0500 60.000 56.000 6.0000E-05 | -0.00005600 1.071 0.933
100 0.1000 84.000 76.000 8.4000E-05 | -0.00007600 1.105 0.905
150 0.1500 100.000 88.000 1.0000E-04 | -0.00008800 1.136 0.880
200 0.2000 100.000 100.000 1.0000E-04 | -0.00010000 1.000 1.000
250 0.2500 120.000 120.000 1.2000E-04 | -0.00012000 1.000 1.000
300 0.3000 124.000 112.000 1.2400E-04 | -0.00011200 1.107 0.903
350 0.3500 128.000 116.000 1.2800E-04 | -0.00011600 1.103 0.906
400 0.4000 136.000 128.000 1.3600E-04 | -0.00012800 1.063 0.941
450 0.4500 136.000 132.000 1.3600E-04 | -0.00013200 1.030 0.971
500 0.5000 144.000 136.000 1.4400E-04 | -0.00013600 1.059 0.944
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Tabla 4.14 Valores de corrientes de pico para el sistema K3[Fe(CN)g] — Hb

(400 pL).
400uL
1 1 | pico I p’ic? | pico | pico

IS TR anddica (nA) ca(t:::;ca anddica (A) | catddica (A) Rl Ipc/Ipa
25 0.0250 36.000 32.000 3.6000E-05 | -0.00003200 1.125 0.889
50 0.0500 52.000 48.000 5.2000E-05 | -0.00004800 1.083 0.923
100 0.1000 72.000 68.000 7.2000E-05 | -0.00006800 1.059 0.944
150 0.1500 88.000 84.000 8.8000E-05 | -0.00008400 1.048 0.955
200 0.2000 104.000 100.000 1.0400E-04 | -0.00010000 1.040 0.962
250 0.2500 120.000 108.000 1.2000E-04 | -0.00010800 1.111 0.900
300 0.3000 124.000 116.000 1.2400E-04 | -0.00011600 1.069 0.935
350 0.3500 124.000 120.000 1.2400E-04 | -0.00012000 1.033 0.968
400 0.4000 128.000 124.000 1.2800E-04 | -0.00012400 1.032 0.969
450 0.4500 132.000 124.000 1.3200E-04 | -0.00012400 1.065 0.939
500 0.5000 128.000 128.000 1.2800E-04 | -0.00012800 1.000 1.000

Analizando las Tablas mostradas anteriormente, una vez mas los valores de
AE son mayores a 60 mV (criterio de reversibilidad) ademas de mostrar valores de
n de orden fraccionario. Sin embargo al analizar una vez mas los cocientes de
corriente de pico estos muestran un valor de 1 (caracteristico de un sistema
reversible) sin importar la concentracion de Hb en el medio de reaccion. En las
cuatro concentraciones (a las cuales se les aplic6 velocidades de barrido
diferentes), se mostro la tendencia de que la electrorreduccion muestra un mayor
caracter reversible con respecto a la electroxidacion evidenciando asi que proceso
es mas rapido.

A continuacion en las figuras 4.15, 4.16, 4.17 y 4.18 se muestran las
graficas de las funciones de cociente de corriente de pico en funcion de la
velocidad de barrido a la %2 y la funcion correspondiente a la Ecuacion 2.23, lo cual
nos permitira determinar si el proceso de difusion se mantiene ain en presencia
de Hb.
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Al apreciar las figuras anteriores es posible ver que hay una tendencia de
gue el régimen de transporte de masa hacia la superficie del electrodo pueda ser
de tipo difusional puro. Una forma de confirmarlo es una vez mas, obtener una
pendiente igual a 0.5 para una grafica donde el logaritmo de la corriente de pico
sea funcion del logaritmo de la velocidad de barrido.
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La pendiente de las linea recta de las figuras 4.19 y 4.20 indican que el
transporte de masa por difusion se va perdiendo pues no presenta una pendiente
cercana a 0.5; es posible, que la causa de esto sea una reaccién quimica
acoplada entre el K3[Fe(CN)g] y la Hb causando problemas para que la especie
electroactiva [Fe(CN)s>] llegue por difusién del seno de la disolucién a la
superficie del electrodo de platino. Por tanto, se esperarian desviaciones
importantes del valor del coeficiente de difusién del K3[Fe(CN)eg] por la presencia
de Hb. La evaluacion de los valores del coeficiente de difusién se dan a partir de
las ecuacidnes de las lineas rectas que se obtienen a partir de las graficas de la
Figura 4.16 y 4.18.

La evaluacion de los coeficientes de difusion anédicos se muestra a
continuacion a partir de las Figura 4.16:

e Para 100 pL (7.8115 x10°° mol cm™) de Hb

Ecuacion de la linea recta: 1.4724 x10™ x + 1.2710 x10™ (r= 0.985001)
Concentracion de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™ mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?

n: 1

Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:
(2.69x10°) (1)*2 (0.035) D*? (1 x10°°) = 1.4724 x10™*
DY2=1.4724 x10*/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x107)
DY2 = 1.5638 x10°®

D = 2.4457 x10® cm?s™*
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e Para 200 pL (1.5625 x10°® mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 2.0693 x10™ x + 1.3271 x10™ (r= 0.988120)
Concentracién de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n: 1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:
(2.69x10°) (1)*?2 (0.035) D*? (1 x107°) = 2.0693 x10™
D¥2%2.0693 x10*/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY? =2.1979 x10®

D =4.8310 x10®cm?s™

e Para 300 pL (2.3437 x10® mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 1.8111 x10™ x + 2.1091 x10™ (r= 0.984038)
Concentracién de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n: 1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:
(2.69x10°) (1)*?2 (0.035) D*? (1 x107°) = 1.8111 x10™
DY271.8111 x10™/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY2 = 1.9237 x10®

D =3.7006 x10°cm?s™
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e Para 400 pL (3.1250 x10°® mol cm™) de Hb

Ecuacién de la linea recta: 1.8002 x10™ x + 1.5788 x10™ (r= 0.969139)
Concentracién de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n:1

Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:

(2.69x10°) (1)*?2 (0.035) D*? (1 x107°) = 1.8002 x10™
D2%1.8002 x10*/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
D2 =1.9120 x103

D =3.6561 x10°cm?s™

La evaluacion de los coeficientes de difusiéon catddicos se muestra a
continuacion a partir de la Figura 4.18:

e Para 100 pL (7.8125 x10”° mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 1.3341 x10™ x + 1.5233 x10™ (r= 0.983500)
Concentracion de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™ mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n: 1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacién 2.23:
(2.69x10°) (1)*?2 (0.035) D*? (1 x10°°) = 1.3341 x10™
DY2%1.3341 x10™*/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY? = 1.4170 x10®

D =2.0080 x10%cm?s?
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e Para 200 pL (1.5625 x10°® mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 2.0578 x10™ x + 9.0907 x10™ (r= 0.994352)
Concentracién de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n:1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:

(2.69x10°) (1)*?2 (0.035) D*? (1 x107°) = 2.0578 x10™

DY2=2.0578 x10™* / (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x107)
DY? = 2.1856 x10°®

D=4.7771 x10°cm?s

e Para 300 pL (2.3437 x10® mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 1.7175 x10™ x + 1.9328 x10™ (r= 0.982999)
Concentracion de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n: 1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacién 2.23:
(2.69x10%) (1)*?2 (0.035) D¥? (1 x107°) = 1.717517 x10™
DY2%1.7175 x10* / (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY? = 1.8242 x107®

D =3.3278 x10°cm?s™
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e Para 400 pL (3.1250 x10°® mol cm™) de Hb
Ecuacion de la linea recta: 1.7888 x10™ x + 1.1233 x10™ (r= 0.981471)
Concentracién de Ks[Fe(CN)g] : 1 x10™° mol cm™
Area de superficie del electrodo: 0.035 cm?
n: 1
Sustituyendo la informacién apropiada en la Ecuacion 2.23:
(2.69x10°) (1)*2 (0.035) D*? (1 x107°) = 1.7888 x10™
D2%1.7888 x10™/ (2.69x10°) (1)*? (0.035) (1 x10®)
DY2 = 1.9000 x107®

D =3.6101 x10°cm?s

En la Tabla 4.15 se presentan los valores de coeficiente de difusién anddico
y catddico para cada adicion de Hb. Para un sistema reversible ideal el valor del
coeficiente de difusién anddico debe ser un valor muy aproximado o igual al valor
del coeficiente de difusion catddico. Cabe resaltar que en presencia de Hb el valor
del coeficiente de difusién para la especie [Fe(CN)s>] disminuye drasticamente;
confirmando asi una reaccién quimica acoplada del K3[Fe(CN)g] con la Hb. La Hb
reacciona con el K3[Fe(CN)¢] (reaccién redox o de complejaciéon) evitando que
llegue menos especie electroactiva a la superficie del electrodo, hay un consumo
considerable de K3[Fe(CN)g] por parte de la Hb.

Tabla 4.15 Valores de coeficiente de difusion de la especie electroactiva
[Fe(CN)6>] en presencia de Hb.

Volumen adicionado de Coeficiente de difusién  Coeficiente de difusiéon

Hb (uL) anédico (cm?s™) catodico (cm?s™)
0 8.0139 x10° 8.3680 x10°
100 2.4457 x10°® 2.0080 x10°
200 4.8310 x10°® 4.7771 x10°®
300 3.7006 x10° 3.3278 x10°
400 3.6561 x10° 3.6101 x10°
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La figura 4.21 muestra los voltamperogramas del hexacianoferrato de
potasio (Ill) en presencia de hemoglobina (100 pL) a diferentes velocidades de
barrido.

Figura 4.21 Registros
voltamperomeétricos del
K3[Fe(CN)e] en presencia de Hb a
diferentes velocidades de barrido
a concentracion fija de Hb
(7.8125 uM). ET: Pt°, ER: Ag°,
EA: Carbdn. Velocidad de barrido
100 mV s*. Medio TRIS y KNO3 a
pH 7.5.

A partir de la informacion anterior, se elaboro el perfil de cociente de
corrientes de pico en funcibn de la velocidad de barrido (a cada
concentracion de Hb) de tal manera que se pudiera determinar de acuerdo
con el perfil, el tipo de mecanismo electroquimico que corresponde.
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Velocidad de barrido (V/s)

Figura 4.22 Cociente de corriente de pico anddico entre el catodico en
funcién de la velocidad de barrido (100 pL de Hb).
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Figura 4.23 Cociente de corriente de pico anddico entre el catddico en
funcién de la velocidad de barrido (200 pL de Hb).
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Figura 4.24 Cociente de corriente de pico anddico entre el catddico en
funcién de la velocidad de barrido (300 pL de Hb).
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Figura 4.25 Cociente de corriente de pico anddico entre el catddico en
funcién de la velocidad de barrido (400 pL de Hb).

Las Figuras 4.22, 4.23, 4.24 y 4.25 muestran un perfil totalmente
distinto al reportado en la literatura para cada concentracién de Hb que se
trabajo (100, 200, 300 y 400 pL). La causa de esto, puede ser debido a un
proceso en que no solo hay un cambio redox en el &tomo de fierro de cada
grupo hemo de la proteina de la Hb; es decir, que la proteina misma esté
sufriendo cambios en su estructura. Por medio de una reaccion de tipo
coordinacién con la especie electroactiva [Fe(CN)g>]. El posible compuesto
de coordinacion formado presenta una actividad electroquimica que pudiera
opacar la actividad redox del [Fe(CN)s>] dado su poca estabilidad y por
tanto no es posible observar una respuesta reproducible.

Otra posible causa es que la proteina se esté adsorbiendo a la
superficie del electrodo (lo cual corresponderia a cada perfil obtenido)
provocando que no se pueda tener una respuesta clara del proceso redox
del sistema K3[Fe(CN)g] — Hb, seria en su lugar, proteina — Hb.

Sin embargo, se esperaria que entre el K3[Fe(CN)g] y Hb exista un
mecanismo de reaccion de tipo E,C, catalitico.
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Reaccion electroquimica principal:

N T x>

[Fe”'(CN) 1+ 1e” =2 [Fe'(CN)g*

]
@Hb Fe'

Hb-Fe"(CN)g X

Reaccion quimica acoplada.

De acuerdo con lo anterior, el Fe" (donde la corriente de pico es

proporcional a [Fe"(CN)¢>]) presenta una reaccién quimica principal
reversible dando como producto [Fe'(CN)s*]. En presencia de Hb, el
[Fe'(CN)s*] propicia la formacion del complejo Hb-Fe"(CN)e, disminuyendo
asi el valor de la corriente de pico. El [Fe"(CN)s*] sirve como fuerza motriz
para formar el complejo Hb-Fe"(CN)s ademas de sufrir una electrooxidacion
formando nuevamente [Fe"(CN)s>], especie con la que se inicié el proceso.

4.2 Parte Il. Caracterizaciéon por potenciometria a corriente
nula (i=0)

Para confirmar un proceso de reaccién quimica acoplada que se propone en
la Parte | del capitulo 4 del presente trabajo, se procede a realizar un experimento
analogo a lo que seria una titulacién potenciométrica. Tal como se describi6 en el
capitulo 3 se realizan adiciones de Ks[Fe(CN)¢] a una celda electroquimica que
tiene presente un volumen conocido de buffer (1 mL) y se monitorea el potencial
con respecto a un tiempo de muestreo fijo de 300 s. Con el K3[Fe(CN)g] presente
en el medio (500 pL) se empiezan las adiciones de Hb y nuevamente se monitorea
el potencial con respecto al tiempo que dura el experimento.

En la figura 4.26 se muestra el potencial que adquiere el electrodo de
trabajo con respecto al de referencia durante las adiciones de Ks[Fe(CN)g]. Se
aprecia como conforme adicionamos una mayor concentracion de Ks[Fe(CN)g] el
potencial aumenta considerablemente con respecto al blanco (buffer). Sin
embargo, llega un punto en el que la separacion de potenciales entre cada adicién
es menor.
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Figura 4.26 Potencial en funcién del tiempo en ausencia de Hb en medio
amortiguado.

El salto que se observa en el registro del blanco es debido a impurezas del
mismo disolvente o incluso del oxigeno disuelto en el medio.

Cuando se realizan las adiciones de Hb estando presente el K3[Fe(CN)g], el
potencial con respecto a la ultima adicion de Ks[Fe(CN)e¢] disminuye tal como se
muestra en la figura 4.27, pero llega un punto en que por mas que agreguemos
Hb, el salto de potencial es pequefio. Esto quiere decir que la Hb ya no reacciona
con Kz[Fe(CN)g], debido a que éste es el reactivo limitante.
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Figura 4.27 Potencial en funcion del tiempo en presencia de Hb en medio
amortiguado.

Si graficamos los datos de potencial a un tiempo de muestreo de 250 s, en
funcién de la concentracion afiadida de Ks[Fe(CN)s] se observa que al comenzar
la adicion, el potencial aumenta dado que se afiade puro oxidante, alcanzando
una region de estabilidad, sin embargo, cuando se empieza la adicion de Hb (en
presencia del Ks[Fe(CN)g]) este potencial baja. Esto confirma la presencia de una
reaccion acoplada entre estos analitos. Este tratamiento analitico permite hacer
la analogia como si estuviéramos haciendo una titulacion acido base.

La figura 4.28 muestra como conforme agregamos Kjz[Fe(CN)g], el
potencial del sistema aumenta alcanzando una regién de estabilidad.
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Figura 4.28 Potencial en funcion de la concentracion de Ks[Fe(CN)g].

La figura 4.29 muestra el potencial como una funcién del logaritmo de la
concentracion de Ks[Fe(CN)g]. Se aprecia que se muestra una tendencia de linea
recta cuya pendiente es 0.059 V lo cual es predecido por la ecuacion de Nernst
para sistemas reversibles. Por tanto, se demuestra la reversibilidad del sistema
en ausencia de Hb.

La figura 4.30 muestra como conforme agregamos Hb en presencia de
Ks[Fe(CN)g], el potencial redox del sistema disminuye demostrando asi una
interaccion de tipo complejo entre los analitos.

La figura 4.31 muestra el potencial como una funcion del logaritmo de la
concentracion de Hb. Se aprecia que se pierde la tendencia de linea recta. Este
valor demuestra que la reversibilidad del Kjs[Fe(CN)s] es afectada por la
presencia de Hb. Confirmando una reaccién quimica acoplada
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Considerando que solo estd presente un solo par redox (dado que se
trabaja a corriente nula; es decir, no hay electrélisis que genere el par redox
completo) sera dificil determinar el punto de equivalencia. En la figura 4.32 se
muestra el potencial en funcién de la fracciéon mol de Hb adicionada.
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Figura 4.32 Potencial del K3[Fe(CN]g] en funcién de la fraccién mol (x) de Hb.
ET: Pt°,ER: Ag°/Buffer.
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Capitulo 5. Conclusiones vy
expectativas

“Lo que sabemos es una gota de agua;
lo que ignoramos es el océano™
Isaac Newton

Fisico y matematico inglés
(1642-1727)
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5.1 Conclusiones

e Algunos parametros electroquimicos de la electrorreduccién de [Fe(CN)g>]
evaluados por voltamperometria ciclica en condiciones de amortiguamento
en presencia y ausencia de Hb permiten determinar que se trata de un
sistema rapido y reversible. De acuerdo con la funcion de Nicholson y Shain
Ip%/Ip® = f (v), en ausencia de hemoglobina el Ks[Fe(CN)g] sigue un
mecanismo de reaccion electroquimico de tipo E,. En presencia de
hemoglobina E,C; de tipo catalitico.

Reaccion elecfroquimica principal:

\ T T

[Fe'{CN)s3] + e~ 2 [Fe'(CN)g*]

Hb-Fe''(CN)g &

Reaccion quimica acoplada.

El mecanismo anterior se ve apoyado por la variacion del potencial a
corriente nula en ausencia y presencia de Hb:

E/ER (V)
A
Fe'' (CN)s
0.3V/ER
Hb-Fe" (CN)s
0,15V/ER Fe" (CN)g
Hb-Fe"(CN)g

pFe-Hb
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El caracter catalitico y la cercania experimental de sendos Ep del
mecanismo propuesto sugiere un complejo poco estable entre el Fe(ll) y la
Hb, lo que justifica el intervalo limitado de concentraciones de Hb que
modifica el perfil voltamperométrico del Fe(lll) / Fe(ll) en el tiempo ventana
estudiado.

El proceso de electrorreduccién del [Fe(CN)s®*] esta controlado por difusién
pura.

Los cambios en D (coeficiente de difusién de [Fe(CN)s*]) en presencia de
Hb, se debe a un consumo de Ks[Fe(CN)g] por parte de la hemoglobina a
causa de una reaccion de complejacion.

La electrorreduccion del Ks[Fe(CN)s] en medio amortiguado es tipo
monoelectronica, en presencia de Hb, la electrorreduccion se vuelve de tipo
fraccionario.

A partir de lo predicho por un diagrama de Pourbaix y corroborado
experimentalmente por potenciometria, la presencia de Hb en el medio de
disolucion modifica el potencial redox del Kjs[Fe(CN)g] formando un
complejo poco estable.

La intensidad de corriente aplicada en voltamperometria ciclica es
directamente proporcional a la concentracion de Kj3[Fe(CN)g] e
inversamente proporcional a la concentracion de hemoglobina en
disolucién. Siendo ésta caracteristica importante para mejorar las
condiciones de reaccion y poder disefiar un dispositivo para cuantificar Hb
humana in situ en un futuro.
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5.2 Expectativas

A pesar de no lograr identificar un mecanismo de reaccion electroquimico
claro, se establecen las bases para futuros trabajos, dando una importante
aportacion a la escasa informacion disponible acerca del tema. Se propone que en
un futuro se logre identificar nuevos medios de reaccion aun mas estables y que
con otras técnicas complementarias, permita analizar el papel que juega la
proteina durante la reaccion entre el hexacianoferrato de potasio (lIl), estudiar con
mas detalle el complejo poco estable que se forma e identificar el mecanismo
electroquimico més adecuado y que sea reproducible.
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Capitulo 6. Bibliografia

“Si has construido castillos en el aire,
tu trabajo no se pierde;
ahora coloca las bases debajo de ellos”

George Bernard Shaw
Escritor Irlandés
(1856-1950).
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