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Resumen

Se aborda el estudio de la modificacion de electrodos con polipirrol e inductor quiral para su uso
en reconocimiento de farmacos quirales que pueden traer la selectividad y sensibilidad requerida
en el uso mas simple de analisis en la deteccién de drogas quirales en muestras complejas, con
limites de deteccion comparables con procedimientos muy elaborados, empleo de
instrumentacion compleja y altos costos de mantenimiento y adquisicién, predominantes
actualmente. Las técnicas utilizadas para la investigacién fueron voltamperometria ciclica y
cronocoulombimetria. El acido Canforsulfénico (CSA) se utiliz6 como inductor quiral durante
la electropolimerizacion. Los resultados mostraron que en el caso de la pelicula obtenida en
presencia de CSA muestra dos picos para el sistema Fe(CN)e*"*, producto de la modificacion en
el sistema de polimerizacion. También se calculd el éarea electroactiva del electrodo
determinandose que es mayor que el area geométrica, demostrandose asi que la superficie
modificada tiene una electroactividad superior.
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Abstract

In this paper we address the study of the modification of electrodes with polypyrrole and a
chiral inductor for its use on the recognition of chiral drugs, that can bring the selectivity and
sensitivity required for the use of simpler approaches of analysis for the detection of chiral
drugs in complex samples with detection limits compared to the very elaborate procedures and
complex instrumentation of employment and high maintenance costs and acquisition that
predominate today. The techniques used for the research were cyclic voltamperometry and
crhonoculombimetry. Acid Canphorsulfonic (CSA) was used as chiral inductor. The results
showed that in the case of pyrrol / CSA, it shows two peaks for the system Fe(CN)s*/*, as a
product of the changes in the polymeration system. Furthermore, the electroactive area was
calculated, results showed that it is greater than the geometric area, thus demonstrating that the
modified surface has a higher electroactivity.
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Introduccion

Junto con el reto en los dltimos afios de la Quimica analitica para desarrollar
metodologias rapidas, precisas y sensibles para la deteccion y determinacion de
farmacos quirales en diferentes tipos de muestras han surgido nuevos métodos basados
en el uso de sensores electroquimicos que puede proporcionar selectividad y la
sensibilidad necesaria para el uso de abordajes mas simples de analisis para la deteccion

de estos farmacos y sus metabolitos [1].

En contraste con los procedimientos muy elaborados y uso de instrumentacion compleja
de altos costos de manutencion y de adquisicion que predominan en la actualidad, la
electroquimica resulta en una técnica bien simple y con similares limites de deteccion.
Los electroquimicos, por su parte, continGan en su empefio por tratar de dominar la
superficie de los electrodos con el objetivo de ser capaces de seleccionar y controlar la

reaccion redox deseada, incluso en la presencia de otras reacciones posibles [2-4].

Tanto es asi que la demanda de estos dispositivos para aplicaciones especificas de las
grandes empresas ha crecido de forma significativa en los Gltimos afios. El desarrollo de
elementos nuevos es uno de los requisitos basicos para el disefio de sensores quimicos,
incluyendo también la sintesis de nuevos receptores y biomoléculas de reconocimiento

de iones con una mayor selectividad y estabilidad [1-3].

Como una alternativa a los métodos de separacion cromatogréaficos quiral, la utilizacién
de estos sensores electroquimicos enantioseletivos han sido muy importantes [5]. Ellos
aportan la ventaja de ser capaces de analizar una mezcla racémica de una manera rapida
y barata debido a la posibilidad de determinar un enantiémero en presencia del otra sin
la necesidad de la separacion previa, directamente en la matriz con procedimientos
simples y baratos [6, 7]. Ademas, la mayoria de los sensores enantioselectivos se
pueden utilizar como un detector en sistemas de flujo, encontrandose disponibles
técnicas para el analisis enantioselectiva en linea con sensores electroquimicos para la

deteccion de solo uno de los enantiomeros [8] o el analisis simultaneo de ambos [9].

Los primeros trabajos sobre sensores electroquimicos quirales fueron publicados en
1970 cuando fue descrita la construccion de un electrodo de membrana selectiva a iones
para determinar la a-feniletilamonio empleando como ionoforos enantioselectivos
éteres—corona macrociclico quirales [6]. A partir de esto, los trabajos dirigidos a la
construccién de estos sensores enantioselectivos se incrementaron y su ndmero ha

aumentado considerablemente [7]. Estos sensores pueden ser clasificados de acuerdo
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con el mecanismo de transduccion de la sefial analitica dividiéndose principalmente en

sensores potenciomeétricos, amperomeétricos o voltamperomeétricos [8].

El reconocimiento molecular de los sensores potenciométricos se debe a la funcion
especifica del elemento de reconocimiento, el selector quiral (SQ) y el enantiomero
objetivo, formando complejos con constantes de formacion diferentes (Kr y Ks) entre

cada enantiomero (R y S) y el selector quiral [7] (ecuacién 1y 2).

R+SQeR-SQ K, (1)

S+SQ«>S-SQ K, (2)

La estabilidad de los complejos es directamente proporcional a la pendiente de la curva
de calibracién del sensor. Por lo tanto, una gran diferencia entre las energias libre de
Gibbs para las reacciones anteriores también podria proporcionar una gran diferencia

entre las pendientes cuando se estan analizando los enantiomeros Ry S [8 ,10].

Hay tres formas diferentes para el desarrollo de estos sensores:

e El uso de matrices a base de cloruro de polivinilo (PVC).
e El uso de matrices basado en pasta de carbon.
e El uso de polimeros de impresion molecular para la extraccién selectiva.

Estos polimeros ayudan a aumentar la selectividad analitica pues son capaces de
reconocer por mecanismos similares a los de reconocimiento de sistemas biol6gicos
[11-14].

Algunos de los principales atractivos de los polimeros impresos molecularmente (MIP)
son: a) se pueden fabricar a gran escala en forma simple, barata y con morfologias
diferentes a partir de mondémeros organicos; b) son quimica y fisicamente estables,
capaces de trabajar en condiciones extremas de pH, temperatura y en presencia de
disolventes organicos sin cambiar su estructura y la afinidad para el analito [8, 15, 16].
Por consiguiente, los MIP son una alternativa al desarrollo de sensores electroquimicos

generalmente destinados para identificar selectivamente enantiomeros.

Polimeros electrodepositados sobre las superficies de los electrodos han sido, de igual
manera, ampliamente utilizados en la construccién de sensores electroquimicos. Ellos
son materiales eléctricamente conductores de naturaleza organica que pueden ser

generados por polimerizacion quimica o electroquimica de los monomeros, como por
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ejemplo polipirrol (WDy), politiofeno (PTH) y la polianilina (PANI) (f.igura 1). Por su

naturaleza organica y la capacidad de formarse como particulas, membranas o micro y
nano fibras de estos polimeros se abren nuevos caminos para el disefio y desarrollo de

sistemas especificos de reconocimiento molecular.

PPy PTh PANI

Fig. 1. Estructura molecular de los polimeros conductores mas empleados en sensores

quirales: polipirrol (PPy), politiofeno (PTh) y polianilina (PANI)

Dentro de este grupo de polimeros, los basados en polipirrol (PPy) se encuentran entre
los mas utilizados. Se han aplicado, principalmente, para el reconocimiento
enantioselectivo de aminoacidos tales como fenilalanina, &cido glutdmico, &cido
aspartico o triptéfano. En estos enfoques, polipirrol quiral es eletrosintetizado en las
superficies de los electrodos en presencia de L acido canforsulfénico (CSA), glutamato
y acido aspartico [17] que actian como agentes inductores quirales. Se ha postulado que
la inclusion de un amino — &cido enantiémero en la cadena del polimero durante la
sintesis del polimero hace que adopte una disposicion helicoidal que depende de la

lateralidad del anion incorporado.

En este contexto, dada la simplicidad de la sintesis de polipirrol con &cido quiral R 0 S
canforsulfonico y en base a la emergente necesidad de dispositivos para el analisis de
enantiémeros rapido y confiable, que resulten en caracteristicas mas favorables para los
estudios de la disposicion cinética de los medicamentos producidos incluso como
mezcla racémica, se plantea como un objetivo de este trabajo la modificacion de
electrodos con polipirrol y un inductor quiral para su uso en el reconocimiento de

farmacos quirales.

Materiales y métodos

Reactivos
K 3[Fe (CN) 6] y K4 [Fe (CN) 6] se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.) y se
utilizo sin purificacion previa. EI KCI, H.SOs y &cido R- canforsulfonico (R-CSA) se

obtuvieron de Fluka (Buchs, Suiza). Todos los demas reactivos fueron utilizados tal
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como se obtiene comercialmente con la excepcion de la polipirrol que se purifico

previamente.

Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua desionizada.

Equipos

Los estudios se realizaron con un polarografo Analyser (EG & G PAR Modelo 384-B
Princeton Applied Research, Princeton, Nueva Jersey, EE.UU.) equipado con una celda
externa. El electrodo de trabajo utilizado fue un electrodo de oro (diametro 3,0 mm de
GCE, BAS Bioanalytical Systems, Inc., West Lafayette, Indiana 47906, EE.UU.); como
electrodo de referencia se utilizo el de Ag/agCl y un electrodo de platino (Pt) se utilizo

como electrodo auxiliar. Un agitador magnético con una barra de agitacion en la celda
(Nalgene Cat. No. 6600 a 0,01 mil, Rochester, NY) proporciond transporte convectivo.

Procedimientos

Antes de cada experimento el electrodo fue pulido por tratamientos sucesivos utilizando

alimina en polvo de 0,3 micrones.

Las peliculas fueron generadas electroquimicamente a través cronocoulometria (CC).
En la celda con los electrodos se colocaron 150 pL de la solucion 5.10* mol.L «e pirrol
previamente destilado y 5 ml del &cido en estudio. El &cido R o S canforsulfonico
(CSA) fue utilizado como inductor quiral y comparativamente se hizo la sintesis con
H>SO4. Finalmente, las superficies de los electrodos se caracterizaron
electroquimicamente y los dos filmes realizados en las mismas condiciones, se

analizaron comparativamente.
Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

Se empled la voltamperometria ciclica para obtener el potencial y corrientes de pico
para el Sistema redox Fe(CN)s®/*, usando un potenciostato PAR, la celda
electroquimica constituida por un contra—electrodo de platino, un electrodo de
referencia de Ag/AgCl y electrodo de trabajo de oro con area geométrica de 0,071 *
0,001cm?. Se realizaron barreduras de potencial desde un potencial inicial de 0,0 V a 1,6
V variando la velocidad de barrido de 25 a 1000 mV s,

Resultados y discusion

Determinacion del drea efectiva
Cronocoulometria (CC) es una de las técnicas clésicas utilizadas en electroquimica, se
basa en la medicion de carga (coulombs) como una funcion del tiempo. Consiste en la

aplicacion de un pulso rapido—creciente de potencial al electrodo de trabajo y la carga
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electrica que pasa a traves de este electrodo se mide como una funcion de tiempo /18/.

El analisis de los datos cronocoulométrico se basa en la ecuacion de Anson (ecuacion 3)

[19] que define la dependencia del tiempo de carga:

Q = 2nFAC+/DITt ©)

Aqui, Q representa la carga (coulombs) n y A representan el nimero de electrones

transferidos en el area real de la superficie electrddica (cm?), respectivamente.

F es la constante de Faraday (96,485coulombs/mol). La concentracién del mediador es
denotada por C. El coeficiente de difusion del mediador (cm? s?) y el tiempo (s) son
indicados por D y T, respectivamente. Como se puede observar en la ecuacion 3, existe
una relacion lineal entre la carga (Q) y la raiz cuadrada del tiempo (t). De la pendiente
de la recta obtenida al graficar Q vs. ty, se obtiene la ecuacion 4:

a= 2nFCA\/5/7z )

Por lo tanto, el area electroactiva del electrodo de trabajo (A) puede ser calculada a
partir de la pendiente mediante la ecuacién 5, pues los otros cuatro parametros (n, F, Cy

A= & 5
ﬁnF % ©)

Ademas del nimero de electrones transferidos (n) y de la constante Faraday (F) ya

D) son conocidos

bien conocidos, el coeficiente de difusion (D) del mediador fue para el ferrocianuro
(7,6 x 10-6 cm2 s-1), y el coeficiente de difusion para el ferrocianuro (6,36 x 10-6 cm2
s-1) [19].

La figura 2 muestra los diagramas de Anson para a) pirrol / CSA 'y b) pirrol/H2S04.
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Fig. 2. Diagramas de Anson: a) pirrol/CSAy b) pirrol/H,SO,

La fotografia de la superficie del electrodo modificado y sin modificar se muestra en la

figura 3.

Fig. 3. A) Electrodo de oro sin modificar.
B) Electrodo de oro modificado (Pirrol /CSA)

Los valores del &rea efectiva determinada por cronocoulometria y utilizando el

diagrama de Anson se muestran en la tabla 1.
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TABLA 1. AREA DE LOS ELECTRODOS

Electrodos Area (cm?)

Pirrol/H2S04 0,151 +/-0,001
Pirrol/ACS 0,167 +/-0,002
Oro sin modificar 0,126+/- 0,004
Area geométrica 0,071 +/- 0,001

Como era de esperar, la superficie electroactiva del electrodo modificado es mayor que
el area geométrica de la superficie del electrodo de oro sin modificaciéon. El hecho
puede explicarse por el factor de rugosidad (relacion entre la superficie electroquimica y
la superficie geometrica) que en el caso del electrodo modificado Pirrol / H2SO4 es de
2,1y del electrodo modificado Pirrol / CSA es de 2,3. Este factor de rugosidad se puede
atribuir a la morfologia de la superficie modificada con polipirrol del electrodo de
trabajo, formandose una capa polimérica conductora porosa. La presencia del inductor
quiral  CSA no afecta la rugosidad del sistema polimérico obtenido

electroquimicamente.

Caracterizacion electroquimica de Ia superficie

La técnica utilizada para estudiar el mecanismo de reaccion fue la voltametria ciclica,
que es una de las técnicas més utilizadas para este estudio, pues proporciona
informacion rapida sobre el comportamiento redox de las especies y las reacciones
quimicas involucradas (mecanismos de reaccién, reacciones quimica acoplada) y la
determinacion de los parametros termodinamicos. Ademas, permite electrolizar una
especie e invertir el potencial para verificar la formacion del par redox pudiéndose de

esta forma dilucidar el mecanismo de reaccion.

Realizando estudios de variaciones en la velocidad de barrido a diferentes
concentraciones es posible conocer la cinética de las reacciones o la presencia de
especies intermedias en el proceso redox. Por lo tanto, es posible hacer la relacién entre
las sefiales de corriente anddica y catddica a varias concentraciones a diferentes
velocidades de barrido. Debe cumplirse que lIpa/ Ipc = 1 para la electro—reduccion y Iy /
lpa = 1 para la electro—oxidacion, situandose en el numerador del cociente la corriente

debido a las especies que se genera en el electrodo.

El sistema utilizado como referencia para el estudio fue Fe (CN)s ™, pues la
transferencia de carga de este sistema es dependiente del material del electrodo de

trabajo y la forma de preparacion del mismo [20].
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- - o -
Fueron registrados voltamogramas de los electrodos modificados en diferentes

velocidades de barrido, a las dos concentraciones de solucion equimolar de Fe (CN)g 374,

para observar el efecto de polimerizacion del pirrol en la presencia del acido sulfdrico y

del inductor quiral CSA.

La figura 4 muestra las curvas de corriente / potencial para el sistema Fe (CN)s 3 a

diferentes velocidades de barrido.
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Fig. 4. Perfil voltamétrico a diferentes velocidad de barrido para a) sistema pirrol/H2SOs y b)
sistema pirrol/CSA, solucion de Fe(CN)s3/*10°mol.L™*

En el sistema pirrol/CSA se observan dos picos, tanto en el proceso de oxidacion (304
mV, 649 mV) como en el de reduccion (1036 mV, 1235 mV). Uno de ellos esta en
correspondencia con el pico de sistema Fe(CN)g 374, sintetizado en acido sulfurico. El
segundo pico aparece a partir de la velocidad de barrido de 50 mV/seg. La presencia de
este segundo pico justifica un posible proceso adsortivo de reactivos y productos
causados por una interaccion electrostatica con una posible carga residual inducida por

la presencia del CSA en la electropolimerizacion.

La ecuacién Randles — Sevcik (ecuacion 6) que de manera simplificada queda
representada por la ecuacion 7, establece una proporcionalidad entre el perfil de
corriente, con la concentracion y la velocidad de barrido y la inclinacién permite
calcular el area efectiva del electrodo [21].
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ip=0,4463(RF—T] n’2AD2cu? (6)
i, = (2,69x10°)n"2 AD 2c0 2 (7)

donde

ip = intensidad de corriente de pico

[A], n = numero de electrones intercambiados

A = érea superficial del electrodo [cm?]

D = coeficiente de difusion de la especie electroactiva [cm? 5]
C = concentracion de la especie electroactiva [mol cm™]

v = velocidad de barrido [V s].

Para un sistema electroquimico, la dependencia del log ip = log k+ 0,5log v representa
el perfil de una linea recta, cuando el mismo presenta un control difusional. La
constante de Randles—Sevcik (k) permite extraer informacion analitica importante,
como el nimero de electrones intercambiados y el valor del coeficiente de difusion de la

especie electroactiva.

Cuanto mas rapida la velocidad de barrido, mayor es la intensidad de la corriente de
pico; pero si la especie electroactiva esta adsorbiendo en el electrodo la intensidad de la
corriente del pico sera directamente proporcional a la velocidad de barrido en lugar de
su raiz cuadrada. Las tablas 2 y 3 muestran los parametros del ajuste lineal de la recta
resultado del gréfico log v vs.log ip para los procesos catodicos y anodicos.

TABLA 2. RESULTADO DE LA APLICACION DE LA ECUACION DE Randles-Sevcik

AL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE VELOCIDAD DE BARRIDO EN LA
CORRIENTE DE PICO CATODICO: (logip = log k+ mlog v)

Pendiente (m) Regresion (R)
H2S04 1,10° 0,38+0,03 0,972 61
1,10* 0,38+0,03 0,972 61
CSA 1,107 0,25+0,03 09101
(1036 mV) | 1,10* 0,34+0,02 0,9748 69
CSA 1,107 0,30+0,02 0,981 01
(1235 mV) | 1,10* 0,38+0,03 0,972 61
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TABLA 3. RESULTADO DE LA APLICACION DE LA ECUACION DE Randles-Sevcik
AL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA LA VELOCIDAD DE BARRIDOS EN LA
CORIENTE DE PICO C ANODICO (logip = log k+ mlog v)

Pendiente (m) Regresion (R)
H2SO4 1,10°° 0,5+0,07 0,928 7
1,10% 0,53+0,07 0,928 74
CSA 1,103 0,74+0,01 0,998 13
(1036 mV) 1,10% 0,74+0,04 0,999 35
CSA 1,103 0,43+0,09 0,965 31
(1235 mV) 1,10 0,53+0,06 0,972 61

Segun los valores obtenidos, se aprecia una similitud entre las pendientes para cada
sistema (pirrol / H2SO4y pirrol / CSA) a las concentraciones estudiadas, no se evidencia
influencia en el transporte de masa y la resistencia no compensada. Se puede apreciar
también que el proceso anddico del sistema pirrol/H2SO4 y del sistema pirrol/CSA a las
concentraciones estudiadas, presenta un control difusional. Se observa que la sefial de 1

036mV del pirrol/CSA en ambas concentraciones muestra un proceso no difusional.

Para los procesos catodicos ambos sistemas en las concentraciones estudiadas mostraron
comportamiento no regido por la difusion. Estos comportamientos alejados del control
difusional sugieren posible adsorcion de los productos y/o reaccionantes, causado por

una modificacion en el sistema de polimerizacion con el uso del inductor quiral.

Para ambos sistemas al aumentar la velocidad de barrido, aumenta la diferencia de
potencial entre los picos catddicos y anddicos, que muestra un comportamiento

cuasi—reversible (figura 5).

£E (V)

—=— csa

b)

£E (mV)

s00
Velocidad de barrido (mvs™

Fig. 5. Gréficos de AE versus velocidad de barrido, (I Fe 10° mol L?, 11 Fe
10 mol LY) a) sistema pirrol/H2S04 y b) sistema pirrol/CSA
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Denotar que para el sistema pirrol / CSA tiene una menor diferencia de potencial entre

los picos del Fe (CN)s **, indicando una mayor facilidad termodinamica para la

transferencia electronica del proceso redox.

Otro criterio para determinar el inicio de una reversibilidad del sistema consiste en
realizar el cociente de las sefiales de corriente catodica y anodica de varias
concentraciones o diferentes velocidades de barrido. Ademas de esto, este cociente
permite conocer el posible mecanismo asociado con la reaccion en el electrodo. La
figura 6 muestra el gréfico de lpa/lpc Versus velocidad de barrido para el electrodo
modificado pirrol/H>SO4 y la figura 7 para el electrodo modificado pirrol/CSA a las

concentraciones | Fe 10mol L™ty Il Fe 104 mol L™,
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Fig. 6. Graficos de lpa/lpc versus velocidad de barrido, eléctrodo
modificado pirrol/H2SOa, (I Fe 10°mol L%, I Fe 10*mol L?)
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Fig. 7. Grafico de lpa/lpc versus velocidad de barrido, electrodo
modificado pirrol/CSA (1 Fe 10° mol L 11 Fe 10*mol L™?)

Teniendo en cuenta el perfil de los cocientes de corriente catddica/anodo obtenido, se
observan dos comportamientos: uno a bajas velocidades de barrido donde el cociente de
corriente aumenta con la velocidad de barrido y otro a altas velocidades donde el
cociente se mantiene constante. Este comportamiento es mas marcado a bajas
concentraciones. Este aumento con la velocidad de barrido sugiere una transferencia de
electrones reversible seguido de una reaccion quimica irreversible. A altas velocidades
de barrido el sistema tiene un comportamiento caracteristico de una trasferencia

electronica sin reacciones quimicas acopladas.

Conclusiones

La voltamperometria ciclica utilizada en la caracterizacion del electrodo modificado
mostr6 un aumento del area electroactiva tanto para la pelicula de polipirrol
electropolimerizado en presencia de H2SO4y de CSA, estos sistemas mostraron que a
bajas velocidades de barrido presenta una reaccion quimica acoplada mientras que a

altas velocidades de barrido solo se manifiesta una transferencia electrénica.

Para la pelicula de pirrol/ CSA se obtuvieron dos sefiales para el sistema redox
Fe(CN)s 3+, debido a una posible adsorcion del mismo en el polimero, por cambio en

el sistema de polimerizacion.
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Los electrodos modificados obtenidos en este estudio mostraron caracteristicas

prometedoras para su uso en el reconocimiento de compuestos enantiomeros con

interés bioldgico.
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