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RESUMEN 

El presente trabajo se enfoca en el estudio de sensores para determinar 

compuestos nitroimidazolicos (secnidazol, metronidazol, etc.), esto surge ante la 

necesidad de desarrollar pequeños dispositivos de análisis que sean baratos, portátiles, 

fiables, selectivos, de fácil manejo y que requieran de pocos microlitros de muestra para 

determinar un parámetro concreto. 

Los sensores son basados en monocapas de cisteína sobre electrodos de oro 

nanoestructurados, cuyo procedimiento de nanostructuración fue realizado por 

anodización a 2.0 V por 180 s, posteriormente reducido por Voltametria linear entre 

potenciales de 2 - 0.2 V con velocidad de barrido de 50 m V s-1
• Se activó la superficie 

de oro de manera que se obtuvo mayores áreas superficiales. Posteriormente, fue 

modificado mediante la inmersión en una solución de cisteína. Asimismo, se realizó un 

estudio para mejorar la impregnación de ]a cisteína en la superficie del electrodo de oro 

para ]a formación de las monocapas autoensambladas (SAM's). 

A partir de la optimización de parámetros, como tiempo de inmersión de cisteína 

(10 minutos) y concentración de cisteína lmM para la formación de monocapas sobre 

oro, pH 2 y electrolito soporte (Tampón Briton-Robinson 0.1 M) en los ensayos de 

metronidazol, fueron escogidos para obtener el mejor desempeño del sensor. La 

respuesta del sensor fue evaluada en una celda por Voltametría de Onda Cuadrada 

(SQV) obteniendo límites de detección y de cuantificación de 2.6 J.Lmol L"1 e 

8.6 J.Lmol L-1 respectivamente. Fue realizado un estudio de selectividad en presencia de 

secnidazol, metronidazol, o-nitrofenol, lcloro-2,4-dinitrobenzeno, ranitidina, lidocaína 

y diclofenaco mostrando una alta selectividad para los compuestos que contienen 

grupos nitroimidazol. En la aplicación del sensor, fue realizado por triplicado la 

determinación de metronidazol en medicamentos y plasma obteniéndose un error de 

98.1% (RSD= 1.5) para medicamentos y una recuperación mayor a 89% (RSD=0.8) para 

muestras biológicas. La respuesta del sensor indica ser viable para la detección de 

fármacos en diferentes tipos de matrices 
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CAPITULOI 

OBJETNOS 
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OBJETIVOS GENERALES 

~ Desarrollar superficies nanoestructuradas de oro. 

~ Desarrollar un sensor basado en monocapas autoensambladas de tioles sobre 

electrodo de oro nanoestructurado. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

o/ Determinar los factores (tiempo de incubación, concentración del tiol, tipo 

de tiol) que brindan una mejor formación de monocapas autoensambladas 

de grupos tiolatos sobre el electrodo de oro. 

o/ Caracterizar las monocapas autoensambladas (SAM) mediante Voltametria 

cíclica, microscopía de fuerza atómica y microscopia electrónica de barrido 

para detectar la estructura morfológica y electrocatalítica del sensor. 

o/ Determinar metronidazol en medicamentos genéricos y en muestras 

biológicas (plasma y orina). 
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CAPITULOII 

INTRODUCCION 
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La detección del oro con buena área superficial es de gran interés debido a su 

amplia aplicación como catalizadores, sensores y actuadores [1-3]. Comparando con el 

método de adsorción, el electrodo de oro nano estructurado es el que obtiene una mayor 

área superficial y el mejor transporte de electrones los cuales guiarían a analizar iones 

en trazas. La estructura rugosa del electrodo de oro ofrece un gran número de sitios de 

adsorción de las proteínas y enzimas, lo que hace al oro nanoestructurado muy atractivo 

en biosensores. Se reportó que el oro nano estructurado puede prepararse eficientemente 

por electrodeposición. [4] 

Existen varios trabajos [5-8] que han usado a aleaciones de Au-Ag como 

materiales de partida para hacer electrodos de oro nanoestructurado haciendo fundir el 

oro con la plata para su posterior separación. 

El oro, como metal noble, apenas reacciona con el medio que lo rodea, presenta 

una gran capacidad de funcionalización con agentes químicos o biológicos a través de 

los fuertes enlaces que forma con los grupos tiol. 

El metronidazol tiene una marcada actividad contra bacterias anaerobias y 

protozoos [9]. Dado que los intermedios formados durante la reducción de metronidazol 

puede matar la mayoría de las bacterias anaeróbicas, el metronidazol se utiliza a 

menudo para el tratamiento de tricomoniasis y giardiasis [ 10]. Sin embargo, un 

creciente número de estudios han mostrado que la citotoxicidad de metronidazol 

permite que sea útil en el tratamiento de enfermedades, además hacen que sea peligroso 

para la salud de los seres humanos y la vida silvestre. 
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CAPITULO 111 

MARCO TEORICO 
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NITROIMIDAZOLES 

Los compuestos nitroimidazólicos presentan un espectro particular de actividad 

biológica con aplicaciones, su uso como drogas radios sensibilizadoras y drogas 

antibacterianas o antiprotozoarias. Su uso como radios sensibilizadores aprovecha su 

característica de citotoxicidad en células mamíferas hipóxicas, lo que permite aumentar 

la sensibilidad a la radiación de los tumores cancerígenos [11, 12]. Su característica 

antimicrobiana aprovecha su toxicidad selectiva hacia microorganismos anaeróbicos y 

permite que estos compuestos sean usados extensamente en el tratamiento de 

enfermedades infecciosas tanto en la terapéutica humana como animal [13]. No obstante 

la genotoxicidad mostrada por estos compuestos, que les hace tan útiles en el 

tratamiento de infecciones microbianas, se puede manifestar también contra las mismas 

células sanas del organismo; así algunos estudios en animales relacionan el uso de estos 

compuestos con un descenso en la tasa de fertilidad [ 141 y otros estudios les atribuyen 

propiedades mutagénicas y cancerígenas [15-17]. 

MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS NITROIMIDAZOLES 

< 
La acción antimicrobiana de los compuestos nitroimidazólicos es producida dentro de 

los microorganismos patógenos debido a que algunas formas reducidas del grupo nitro 

interaccionan con el DNA del microorganismo causándole dafio estructural e 

impidiendo su reproducción. En consecuencia, resulta vital para el mecanismo de acción 

que los microorganismos tengan un sistema enzimático capaz de reducir el grupo nitro. 

La reducción de estos compuestos nitroimidazólicos puede ser producida por dos rutas 

diferentes de acuerdo a si las condiciones del medio son aeróbicas o anaeróbicas [14], 

sin embargo, ambas rutas comparten una primera etapa común que corresponde a la 

reducción monoelectrónica del grupo nitro para formar el anión radical nitro de acuerdo 

a: 

Bajo condiciones anaeróbicas, el anión radical nitro (RN02·) formado inicialmente 

puede seguir reduciéndose hasta formar los productos de reducción: derivado nitroso 

(RNO), derivado hidroxilamina (RNHOH) y derivado amina (RNH2) de acuerdo a las 

siguientes reacciones de transferencia electrónica: 
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RN02 .. +e 
+ 

+2H ---+ RNO + HzO (2) 

RNO + 2e- + 2H+ ---+ RNHOH (3) 

RNHOH - + + 2e + 2H ---+ RNHz + HzO {4) 

Por otra parte, bajo condiciones aeróbicas, el anión radical nitro formado sería re­

oxidado por oxígeno para producir superóxido y regenerar el nitro derivado inicial 

provocando el llamado "ciclo fútil" [18,19]: 

Posteriormente el anión superóxido podrá generar otras especies reactivas de oxígeno 

como radical hidroxilo, peróxido de hidrógeno, etc. 

En definitiva, la reducción del grupo nitro juega un rol crucial en el mecanismo de 

acción biológica de los compuestos nitroimidazólicos y consecuentemente el 

conocimiento de su comportamiento REDOX es de trascendental importancia debido a 

que su química radicalaria es determinante para su uso en medicina. 

Las propiedades prototrópicas y los tiempos de vida media de los aniones radicales nitro 

han sido estudiados principalmente usando técnicas como la resonancia de Spin 

Electrónico y la Radiólisis de Pulso [20,21], sin embargo, técnicas electroquímicas 

como la Voltamperometría Cíclica han demostrado jugar un rol ventajoso en el estudio 

de estos radicales [22-27]. Bajo condiciones adecuadas del medio, la reducción 

monoelectrónica de nitro a anión radical nitro produce voltamperogramas cíclicos muy 

bien resueltos debidos al par redox RNOz/ ·RNOz. En consecuencia, usando 

apropiadamente la versatilidad de la técnica de Voltamperometría Cíclica es posible 

estudiar la factibilidad de formación del anión radical nitro [22] así como su 

comportamiento prototrópico [23], sus tiempos de vida media naturales [24,25] y su 

reactividad con otras moléculas [26,27]. 

Dentro de los derivados nitroimidazólicos se distinguen los derivados 2, 4 y 5-

nitroimidazólicos de acuerdo a la posición del sustituyente nitro en el anillo 

imidazólico. En el siguiente esquema se muestran sus estructuras. 
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Figura 1: Estructura de los nitroimidazoles 

Desde el punto de vista de su actividad biológica se encuentra descrito que los 

derivados 2-nitroimidazólicos son empleados preferentemente como radio 

sensibilizadores, mientras que los derivados 5-nitroimidazólicos son más usados por su 

toxicidad hacia microorganismos y los derivados 4-nitroimidazólicos son relativamente 

más inertes biológicamente (28). 

ESTUDIOS ELECTROQUIMICOS DE LOS NITROlMIDAZOLES 

Hay numerosos estudios apuntando a aspectos electroquímicos de los compuestos 

nitroimidazólicos. Sin embargo, en su mayoría, estos trabajos están enfocados a la 

determinación electroanalítica de algunos 5-nitroimidazoles de importancia en medicina 

tales como: metronidazol [29], omidazol [30], secnidazol [31] tinidazol [32] y megazol 

[33]. Además se ha usado la técnica de Voltamperometría Cíclica en el estudio de los 

aniones radicales nitrogenerados desde 5-nitroimidazoles tales como misonidazol, 

metronidazol y megazol [34-38]. Principalmente en estos últimos estudios se demuestra 

la utilidad de la Voltamperometría Cíclica (VC) para el estudio de la formación y 

estabilidad de los aniones radicales generados. En principio, en medio mixto a pH 

básico, así como en medio totalmente no acuoso, es posible obtener una respuesta 

reversible que da cuenta de la transferencia monoelectrónica. En el caso del estudio 

electroquímico de derivados del 4-nitroimidazol estos son mucho más escasos y el 

primer trabajo registrado data de los años 80 por el grupo de Vianello [39]. En ese 

trabajo se revisó el comportamiento polarográfico, ciclovoltamétrico y EPC­

culombimétrico del 4-nitroimidazol sólo en medio aprótico. Mediante VC se encontró 

dos picos de reducción. El primer pico fue irreversible hasta una velocidad de 250 V/s 

mientras que el segundo resultó ser reversible aún a bajas velocidades de barrido. El 

primer pico irreversible fue atribuido a la siguiente reacción global [39]: 
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Y el segundo pico reversible se atribuyó a la siguiente reacción de reducción que genera 

un radical dianión nitro 

RN02- + e------. RN02 l.- (7) 

Además, en ese estudio se informó que el par RN02/RN02.- no pudo ser aislado debido 

al rápido decaimiento del RN02·- producto de una rápida reacción de protonación por el 

protón ácido del 4-nitroimidazol inicial (reacción padre-hijo) generando la base 

conjugada (RNOzr y el radical neutro RNOzH . 

En virtud de la escasez de investigación electroquímica básica sobre 

4-nitroimidazol, un grupo realizó un exhaustivo estudio acerca del comportamiento 

electroquímico de este compuesto en medio prótico en una amplia escala de pH [40]. 

Los resultados en medio prótico fueron sustancialmente diferentes a los descritos 

anteriormente por Vianello en: medio aprótico, ya que mostraron que la reducción del 

4-nitroimidazol, en medio prótico a pH básicos, produjo un anión radical nitro estable 

dentro de la escala de tiempo de la Voltamperometría Cíclica, lo que no había sido 

posible en medio aprótico. Ese resultado resultó sorprendente y paradójico ya que lo 

esperable es que el anión radical nitro sea más estable en medio aprótico que en prótico 

y no como muestran estos resultados. En el medio prótico estudiado el anión radical 

nitro decayó de acuerdo a una reacción de 2° orden (disproporcionación) de tal manera 

que la reducción monoelectrónica del 4-nitroimidazol y el posterior decaimiento del 

anión radical siguieron un esquema ECz de acuerdo a: 

Específicamente, para el estudio de los mecanismos electroquímicos de los compuestos 

nitroimidazólicos se utiliza fundamentalmente la técnica de Voltamperometría cíclica 

que se muestra muy adecuada para el estudio de procesos electroquímicos donde 

aparecen reacciones químicas acopladas a la transferencia electrónica 
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Existen 2 grupos de Nitroimidazoles: los 5-nitro y los 2-nitroimidazoles. Solamente los 

5-nitroderivados son útiles como antibacterianos y antiparasitarios, mencionado 

anteriormente, mientras que ambos grupos potencian el efecto de las radiaciones sobre 

tumores de centro necrótico. (anóxicos). 

El Metronidazol es la droga patrón de los 5-nitroimidazoles y con la que se tiene la 

mayor experiencia clínica, se ha usado contra bacterias anaerobias y protozoos. 

Efectos sobre el ADN del metronidazol 

El Metronidazol tiene efecto bactericida, lo que parece no ser debido a la interrupción 

en la producción de energía, pues al fmalizar la reducción del fármaco la liberación de 

H2 se reestablece y las bacterias no pierden vitalidad. Los derivados reducidos actúan 

sobre las moléculas de ADN produciendo hipercromaticidad, disminución de la 

viscosidad y del peso molecular, incremento del número de hebras simples de la 

molécula de ADN y, además, inhiben a la ADNasa 1 (enzima que cataliza la reparación 

del ADN fragmentado). El conjunto de estas evidencias señala una extensa ruptura no 

reparable del ADN y este parece ser el mecanismo del efecto bactericida. 

Efectos mutagénicos y carcinogénicos 

El mecanismo de acción del Metronidazol explica que sea mutagénico en bacterias y 

que den positivas las pruebas de mutagénesis utilizadas para detectar sustancias 

carcinogénicas. Además, se ha observado un efecto cancerígeno en dosis altas y 

prolongadas en animales de experimentación. Se menciona su actividad sobre células 

tumorales . humanas en anaerobiosis. Todos estos hechos apuntan hacia una 

potencialidad carcinogénica en humanos. Sin embargo, a pesar de estar en uso por más 

de 30 años, no ha sido posible detectar este efecto en humanos, aunque es dificil 

descartarlo. 

En la búsqueda de dispositivos baratos para la determinación de metronidazol, surgen 

los sensores que han sido desenvueltos de forma mayoritaria debido a las ventajas que 

será descrito a continuación. 
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SENSORES 

Antecedentes 

El crecimiento interés por realizar análisis de forma rápida y económica, así 

como optimizar la producción mediante análisis en continuo, ha dirigido la 

investigación hacia la puesta a punto de métodos analíticos que sean compatibles con 

las necesidades. 

Los sensores son dispositivos que transforman la información fisica o química 

en una señal útil que puede ser procesada y, por lo tanto, que facilite información de 

interés de una manera rápida y sin necesidad de análisis muy complejos [11] 

Estas características, combinadas con la incorporación de los últimos avances en 

tecnologías de miniaturización en la fabricación masiva de sensores, hacen de estos 

dispositivos de herramientas de gran interés en la industria. 

Existen dos clases de sensores, clasificados según el tipo de información que 

sean capaces de transformar [42]: 

• Físicos: Dispositivos que detectan cambios en parámetros fisicos (temperatura, 

presión, flujo de masa, etc.) 

• Químicos: detectan cambios de pH, concentración, composición, etc. 

Actualmente, la mayor parte de sensores utilizados para el control de procesos 

industriales son fisicos [43], pero la necesidad de obtener información química ha 

favorecido la investigación y el desarrollo de este tipo de sensores. 

Desde que se describieron los primeros sensores químicos a principios del siglo 

XX [ 44-45], estos dispositivos han dado lugar a una gran producción científica. Sin 

embargo, su aplicación es muy limitada ya que su fabricación se suele realizar 

manualmente, y por lo tanto lleva asociado un elevado coste. 

De esta manera, se pone en manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos 

métodos de fabricación de sensores químicos que permitan una producción 

automatizada, reduciendo los costes de producción, y poder aprovechar así la 

potencialidad analítica que tienen estos dispositivos. 
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Clasificación de Sensores según el tipo de transductor 

La clasificación de los sensores se puede realizar atendiendo a diferentes criterios, como 

son el tipo de receptor utilizado, siendo esta la más aceptada [46]. En la tabla 1 se 

recogen los distintos tipos de sensores y biosensores según este criterio. 

Tabla N°l: Clasificación de sensores según el tipo de transductor 

TIPOS DE TRANSDUCTORES DESCRIPCIÓN 

Transforman los cambios producidos en 

Ópticos 
una señal óptica por la interacción de un 

analito con el receptor 

La señal transformada es debida a una 

Electroquímicos 
interacción electroquímica entre el analito 

y el electrodo. 

Dispositivos que transforman un cambio 

de masa que se da sobre el electrodo 
Piezoeléctricos 

modificado con materiales con 

propiedades piezoelectrónicos. 

Térmicos Dispositivos capaces de medir cambio de 

calor sobre la superficie del electrodo 

Para preparar los sensores se procederá a la modificación en electrodos de oro con el fin 

de que presenten selectividad para detectar metronidazol. Una de los métodos para 

modificar superficies es por la formación de monocapas autoensambladas. 
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MONOCAPAS AUTOENSAMBLADAS (SAM's) 

Antecedentes 

En años recientes, el diseño y construcción de materiales con superficies caracterizadas 

por un arreglo ordenado y compacto de grupos funcionales orgánicos ha sido de los 

objetivos de diversos grupos de investigación alrededor del mundo [ 47,48]. La 

importancia del desarrollo de protocolos para la preparación de este tipo de superficies 

es evidente cuando se consideran las numerosas aplicaciones, que tanto a nivel 

tecnológico como fundamental, pueden imaginarse y que hasta cierto punto, ya han 

comenzado a ser explotadas [49-51]. Entre estas, la investigación de reacciones. 

orgánicas superficiales [52] 

Monocapa ensan1hlada 

Sustrato metálico 

Figura 2: Esquema de una Monocapa Autoensamblada (Fuente: ref. 53) 

Existen dos métodos más comunes a la hora de preparar una monocapa son: el método 

de Langmuir-Biodgett (LB) y el método de Autoensamblado (self-assembled 

monolayer: SAM) [53]. En el primero, las moléculas anfifilicas se esparcen en la 

interface aire-agua, se comprimen lateralmente y se transfieren al sustrato por 

introducción de éste a través de la interface. En el segundo, se forma una monocapa 

espontáneamente por exposición del sustrato a una disolución o a un vapor que contiene 

la especie molecular [54-56]. Se puede decir, que el primero constituye el método 

clásico, aunque aún en vigor y absolutamente renovado, y el segundo se ha puesto en 

escena en los últimos años. 
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Definición 

Se denomina monocapas autoensambladas (SAM's) a las estructuras moleculares 

ordenadas que se obtiene por la adsorción espontánea de cierto tipo de moléculas 

orgánicas, desde una fase gaseosa o liquida, sobre la superficie de sólidos (oro, plata, 

etc.) o líquidos (mercurio).[57] Durante el proceso de autoensamblado estas moléculas 

se organizan en estructuras complejas con un menor número de grados de libertad. Este 

proceso está gobernado por la interacción entre la superficie y algún átomo de la 

molécula, que normalmente forma un enlace covalente con el sustrato, y por fuerzas de 

Vander Walls entre las moléculas adsorbidas. [58] 

Escena en los últimos años 

De los diferentes tipos de SAM' s estudiados: ácidos grasos sobre óxidos metálicos, 

derivados de organosilicatos sobre superficies hidroxiladas y organotioles sobre 

superficies metálicas y de semiconductores, son estas últimas las que más interés han 

despertado. [59] Esto se debe a que el grupo tiol (alcanotiol: RSH) presenta una gran 

afini~ad para adsorberse en una gran variedad de metales tales como el oro [ 60] y 

mercurio, [61] proporcionando una estrategia simple y flexible con la que modificar de 

manera controlada y reproducible las propiedades interfaciales de los metales y de 

semiconductores. 

En las moléculas que forman las SAM's se pueden distinguir tres partes (Figura 3): 

a) El grupo anclaje que presenta afinidad especifica por el sustrato, formando 

generalmente un enlace covalente como en el caso de la interacción entre el 

grupo tiol y un buen numero de metales. 

b) La cadena hidrocarbonada, que actúa como espaciador o puente molecular entre 

el electrodo metálico y la disolución, cuyas interacciones laterales dan lugar a 

una estructura densamente empaquetadas. 

e) El grupo terminal, que se encuentra en contacto con la disolución determina en 

gran medida las propiedades superficiales de la monocapa. De este modo, se 
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emplean SAM's terminadas en grupos metilo o hidroxilo (u otros) como 

modelos de superficies hidrofóbicas o hidrofilicas, respectivamente, [ 62] 

mientras que las SAM' s terminadas en grupos carboxilo y amino se emplean 

para obtener superficies ionizadas con carga negativa ( carboxilo) o positiva 

(amino), en función del pH de la disolución.[63] 

GRUPO TERMINAL 1 

PUENTE MOLECULAR 

Figura 3: Partes de la SAM's (Adaptado de ref. 59) 

l 
/J (1')11' AE T-···-

Figura 4: Esquematización de interacción potencial entre el electrodo y la superficie (Adaptado de referencia 
62) 

Los alcanotioles (RSH) con grupos terminales --COOH e -Nl:h (Figura 5), por ejemplo, 

son sensibles a variación de pH y permiten el control de la densidad de carga de la 

superficie de las SAM, conforme el pH de la solución en que estos son sumergidos. 

Además, con la posibilidad de uso de alcanotioles conteniendo diferentes grupos 

funcionales es posible el desenvolvimiento de superficies con funciones y características 

específicas y con elevado nivel de control sobre su arquitectura molecular, 

hidrofobicidad y reactividad 
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o 

HS~OH 
Ácido 3-mercaptopropionico Cistmnina 

Figura 5: Alcanotioles con grupos terminales NB2 y COOH (grupos activos) 

COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DE LAS SAM's 

COMPORTAMIENTO CAPACITIVO 

Una de las propiedades más importantes de la interface electrodo/electrolito es la 

capacidad de la doble capa. La capacidad de la interface refleja la distribución de iones 

de la disolución en contacto con el electrodo. En dirección hacia la disolución, la doble 

capa se compone de tres regiones: 

2 3 

l. Zona de Hemholtz 

2. Zona de tones y 
disolvente en contacto 
con el electrodo 

3. Zona difusa 

Figura 6. Formación de la doble capa eléctrica en la interface electrodo-solución. 

Cuando se deposita una monocapa SAM formada por moléculas de cadena larga sobre 

un sustrato que actúa de electrodo, se produce un cambio desde una distribución de 

iones con una constante dieléctrica alta a una zona hidrocarbonada libre de iones con 

una constante dieléctrica baja. Este cambio produce una disminución drástica de la 

capacidad interfacial y ésta se hace prácticamente independiente del potencial. La 

capacidad de la interface se determina a menudo a través de la corriente de carga de un 

Voltagrama cíclico. 
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Debido a las características de la interface creada, se puede considerar a su vez, que está 

constituida por dos elementos en serie con su correspondiente capacidad interfacial. De 

tal modo que la capacidad total es la resultante de dos capacidades en serie, una 

correspondiente a la monocapa, Cm, y otra a la doble capa, Cd. Para una concentración 

de electrolito 0.1 M o mayor, Cd es mayor de 100 JJ.F. cm-2 [65] y por tanto Ct~Cm. La 

expresión más simple para Cm se basa en el modelo de Hemholtz [ 64]: 

E,n.X e0 
Cm= d (9) 

Siendo "d" el espesor de la capa dieléctrica, Em y E0 la constante dieléctrica de la monocapa y la 

permitividad en el vacío, respectivamente. Este modelo predice una capacidad constante para la 

monocapa, lo que está de acuerdo con la corriente de carga obtenida por Voltametría, que 

resulta independiente del potencial. 

DEFECTOS DE LAS SAM's 

Los sustratos en los que se forman las SAM' s están llenos de defectos estructurales. Los 

sustratos de oro policristalinos presentan una estructura granulada caracterizada por 

múltiples fronteras, facetas, oclusiones y otras irregularidades, incluso para muestras 

que presentan una textura (111) se observan defectos tipo escalones atómicos, entre 

otros. 

,., ,-.r-o .. ~ 
....... -.; 

. . 1 
n·t>,ll"~!' ""'~ r _ '" o'.~'l·• .~. l 
c. o k q 1 i-~1'1 1 ' ,, f 1 

. r~roU."·.¡I" •¡' ..,~ 1 ¡,; Jlollll... l.i41.J 

t . 

t;-=: - ~· . ~ . ,J"t~~e,t 
1- .• 

¡\'iéjirJ aJ 
,,.,.,.Jc· .,~~r 
!' ;,; : ~-' ; -_:: ;JtC ·· 

¡;,:;re¡,:, 

';;I, 

Figura 7: Algunas imperfecciones que pueden ocurrir en una SAM's 
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Un tipo de defectos inherentes a la fonnación de la SAM (Figura 7) en oro son las 

vacantes monoatómicas, esto es, regiones donde la altura de la SAM es mayor que la del 

resto en una cantidad igual a un diámetro atómico de oro. El origen de estos defectos se 

entiende considerando la estructura de la superficie del oro previamente a la adsorción 

de la capa. 

TRANSFERENCIA DE CARGAS EN LAS SAM's 

En las reacciones de transferencia electrónica de esfera externa, el intercambio 

electrónico no va acompañado de la formación o rotura de enlace. Este tipos de 

reacciones se puede representar mediante 

Kt,,kr 
Ox + ne- 111 • Re (10) 

Donde Kf y Kb representan las constantes de velocidad en los sentidos de 

reducción y oxidación, respectivamente. Este tipo de reacción está sujeto a dos 

restricciones de carácter general [66-71]. 

1.- Dado que en las transferencias electrónicas no se emite ni se adsorbe 

radiación, los estados energéticos de los reactivos y productos tienen que 

coincidir en el momento de la transferencia electrónica 

2.- La segunda es una consecuencia del principio Frank-Condon, según el cual 

en la escala de tiempo que se produce la transferencia electrónica no hay 

variaciones de los momentos ni de las posiciones nucleares, lo que conlleva que 

los reactivos y productos compartan una misma configuración nuclear en el 

momento de la transferencia. 

En la Figura 8 se ha representado esquemáticamente la variación de la energía libre de 

estándar de reactivos y productos en función de la evolución de una coordenada de 

reacción generalizada. Para que se cumplan las condiciones indicadas anteriormente la 

transferencia electrónica se producirá en la intersección de las curvas de reactivos y 

productos. El cambio energético asociado a este tipos de reacciones se atribuye al 

cambio de distancia y constantes de fuerza de los enlaces de reactivos, productos y la 

reorganización del entorno. Estas diferencias estructurales son las que determinan la 

altura de la barrera de activación. 
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hG:...,(E) 
·············-I--····-

8G0(E} 
.. t ............................................................................... . 

Coordenada de reacción 

Figura 8: Representación esquemática de la transferencia electrónica de esfera externa desde un electrodo a 
una especie redox en solución, donde se muestra los cambios en la estructura de la sonda redox y de la 

orientación de los dipolos del solvente. (Adaptado de referencia 71) 

Las fluctuaciones térmicas son las responsables de que los reactivos alcancen el estado 

activado, donde se solapan las curvas energéticas de los reactivos y productos. En ese 

punto el electrón se encuentra deslocalizado. Debido a nuevas fluctuaciones térmicas el 

electrón pierde esta degeneración y se ve forzado a pasar al estado de producto o volver 

hacia atrás, a su estado inicial. La energía de reorganización J.., representa el trabajo que 

es necesario realizar para llevar los reactivos y su entorno a la configuración de los 

productos y su entorno sin permitir que se transfiera el electrón como se muestra en 

figura 8. La energía de organización se puede expresar como la suma de dos 

componentes: la energía de organización de esfera interna, A.m , asociada a los cambios 

en la longitud y los ángulos de enlace que conlleva a la conversión de reactivo a 

producto, y la reorganización de esfera externa, Aext, que se asocia a la reorganización 

de las cargas y dipolos del entorno. 

Según la teoría de Marcus las constantes de velocidad, Kr, Kb y las energías de 

activación viene dado por las siguientes ecuaciones 
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k = vexp ·red k = vexp ox (
-8G• (E)) (-8G• (E)) 

, n , • n ... 11 

.. 12 

.. 13 

Donde, v representa el factor de frecuencia, R es la constante universal de los gases, T 

es la temperatura, 8G* oxidac(E) y ~G*reduc.(E) representan las barreras energéticas que 

hay que vencer para llegar al estado activado en las semirreacciones de reducción y 

oxidación, respectivamente (tal y como se muestra en la figura 8, A es la energía de 

reorganización y 8G0 {E) es la fuerza impulsora de la reacción, que se relaciona con el 

potencial mediante la siguiente ecuación: 

.. 14 

Cuando el potencial que se aplica no difiere mucho del potencial estándar {E0
) , 8G0 {E), 

A y las energías de activación de las ecuación 12 y 13 y se puede apreciar: 

Sin embargo esta aproximación deja de ser válida cuando nos alejamos del potencial 

estándar, puesto que a elevadas fuerzas impulsoras los electrones se transfieren desde 

múltiples estados electrónicos al metal. Por tanto, para estudiar la transferencia 

electrónica a través de electrodos modificados con SAM's, donde es necesario alcanzar 

sobre voltajes, es más conveniente utilizar el modelo propuesto por Gerischer y también 

denominado Marcus-Dos según el cual la constante de velocidad es proporcional al 

solapamiento de los estados electrónicos dadores y aceptores. En la figura 9 se ha 

representado un diagrama de energía para una reducción en las que los electrones se 

transfieren desde el electrodo a la especie redox en solución a través de un espaciador 
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molecular. La constante de velocidad de reducción viene dada por la integración del 

producto de tres funciones con respecto a la energía E. [ 66-68] 

Donde v representa el factor de frecuencia ,p(E), la densidad de los estados electrónicos 

en el metal , f(E), representa la probabilidad de que estos estados estén ocupados y se 

expresa mediante la función de distribución de fermi :[66-68] 

. .17 

Dox (E,A.,q) representa la densidad de estados aceptores, y kel(r) es el coeficiente de 

transmisión que está relacionado con la probabilidad de túnel del electrón a través del 

espaciador molecular. 

r 

./{&) 

·· ... ... . . -
... 

....... 

Figura 9: Diagrama de energía que ilustra. el solapamiento de los niveles energéticos Henos del electrodo con 
los vacios de la especie redox en disolución. El aceptor y el dador están separados por una barrera molecular 

de espesor r ( Adaptado de refereneia 70) 

La densidad de los estados aceptores se expresa mediante la siguiente ecuación [ 66-68] 

.. 18 
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Mientras el coeficiente de transmisión disminuye exponencialmente con la distancia 

entre el dador y aceptor según la ecuación [68]: 

Ke1 ( r) = K: exp (-flr) .. 19 

~ es el coeficiente de decaimiento exponencial, que es función del espesor del espaciado 

molecular y de su naturaleza. 

Cuando kel -71 se dice que la reacción es adiabática, lo que indica que el acoplamiento 

electrónico entre el electrodo y la especie redox es muy fuerte. Sin embargo, este no es 

el caso cuando entre el electrodo y la especie redox se interpone una barrera molecular. 

En este tipo de transferencias electrónicas el acoplamiento es débil y la reacción se dice 

que es no adiabática. 

Algunos criterios en la formación de la SAM 

Los criterios que se tienen en cuenta para seleccionar el tipo de sustrato y el 

método de preparación dependen de la aplicación para la cual se usará la SAM (Figura 

1 0). Por ejemplo, para superficies modelo para estudios biológicos, basta con usar 

sustratos policristalinos, mientras que para medidas de transporte electrónico a través de 

moléculas orgánicas es mejor el uso de monocristales que presentan una superficie 

atómicamente lisa y con orientación definida. Asimismo, si se quiere una superficie de 

SAM hidrofilica, se usara para la formación de SAM moléculas orgánicas con grupos 

terminados en moléculas polares (OH, COOH, etc.), o si se desea SAM's con 

superficies hidrofóbicas se utiliza moléculas orgánicas que terminan en grupos metil. 

La formación de SAM' s se lleva a cabo por adsorción espontánea desde una fase líquida 

o gaseosa. El ensamblaje desde la disolución es un método conveniente y suficiente para 

la mayoría de las aplicaciones, especialmente para aquellas que requieren contacto con 

otra fase líquida para llevar a cabo el experimento. Sin embargo, cuando los 

experimentos se tengan que realizar en condiciones de ultra alto vacío (UHV), la SAM 

debe prepararse desde la fase gaseosa. 
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HS -o-o-GH, 

Figura 10: Algunos compuestos de tioles usados para la formación de SAM's 

Aplicación de la SAMs 

El gran interés de las SAM' s se debe a la enorme variedad de aplicaciones que se han 

descrito. Estas van desde su utilización en dispositivos basados en la electrónica 

molecular, [72,73] hasta su empleo en el desarrollo de la bioelectroquímica [74] 

Generalmente las SAM' s constituyen componentes moleculares básicos a partir de los 

cuales se construyen estructuras más complejas, en los que se conoce como los métodos 

'bottom-up'. Algunas de las aplicaciones que se están investigando con estos sistemas 

son: 

l. Plataforma para el crecimiento molecular. 

Al modificar un sustrato metálico con una monocapa autoensamblada, es ahora 

la SAM la que actúa como sustrato superficial. Puesto que se pueden formar 

SAM' s con un enorme variedad de funcionalidades, eligiendo correctamente el 

grupo terminal se pueden crecer de manera ordenada cristales, materiales 

orgánicos y metales. 

2. Electrónica molecular 

Son varios los retos que se persiguen actualmente en este campo. Así, se está 

tratando de obtener moléculas que puedan funciona como cables, rectificadores 

e incluso transistores. Además es importante que la unión entre estos 
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dispositivos moleculares y la fase metálica este bien definido y ofrezca la menor 

resistencia posible al movimiento de los electrones. El estudio de estos 

dispositivos moleculares se ha llevado a cabo generalmente aprovechando la 

punta de un microscopio de efecto túnel (STM) como uno de los contactos. [72] 

3. SAM modulables con un estimulo externo 

El estimulo de estas aplicaciones es cambiar las propiedades de una monocapa 

autoensamblada mediante la aplicación de un estimulo externo, como puede ser 

una diferencia de potencial o un haz de radiación luminosa. Como ejemplo de 

este tipo de aplicación, Lahann y Col. [75] han demostrado que mediante el 

control del potencial eléctrico aplicado, pueden cambiar la orientación molecular 

de los componentes de una monocapa, que no se encuentre densamente 

empaquetadas y cuyo grupo terminal este cargado negativamente. 

4. Aplicaciones bioelectroquímicas. 

Mediante la modificación de electrodos con monocapa de tioles se ha podido 

estudiar los factores que influyen en la velocidad de intercambio electrónico de 

diversas proteínas y enzimas redox, como es el caso de la azurina, citocromo e, 

rusticianina, ferrodoxina, lacasa, nitrito reductasa, etc. 

El sustrato sobre el que se ha estudiado con mayor detalle la estructura de las 

SAM's es el oro, ya que presenta una elevada afinidad por el grupo tiol y se trata 

de un metal inerte que no reacciona con el 0 2 atmosférico, ni se oxida a 

temperaturas inferiores a su punto de fusión, por lo que se puede manipular en 

condiciones normales. La mayor parte de la información estructural de las 

monocapas procede de los estudios de la adsorción de alcanotioles sobre 

Au(lll), especialmente en condiciones de ultra-vacío y suele tomarse como 

referencia el estudio de otros sistemas. 

La reacción por la que la molécula de tiol se enlaza covalentemente al oro se 

puede considerar como una adsorción oxidativa del enlace S-H con una 

eliminación reductiva del hidrogeno, [76] aunque este último punto aun se sigue 

debatiendo. [77-78] 
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3.3. ELECTRODOS SERIGRAFIADOS Y SU APLICACION 

Hoy en día los electrodos serigrafiados están dando una mejor respuesta para la 

fabricación a gran escala de sensores, biosensores o dispositivos que con una mínima 

modificación puedan ser utilizados como transductores. 

La utilización de electrodos convencionales de oro, platino o carbono como 

transductores de sensores o biosensores viene siendo una práctica habitual en trabajos 

de investigación, pero difícilmente serán herramientas validas para la construcción de 

sensores de interés en el diagnostico clínico en general, porque el contacto del elemento 

de reconocimiento con la muestra (sangre, suero, orina, liquido cefalorraquídeo) 

invalida al sensor para posteriores determinaciones con lo que la solución lógica seria 

de construir sensores de un solo uso, es decir, usar y tirar, lo que hace económicamente 

inviable la utilízación de los citados electrodos. Además, la necesidad cada vez mayor 

de realizar análisis en micro volúmenes de muestra hace también dificil la adaptación de 

electrodos convencionales a la solución de problemas reales. 

En cambio la técnica de serigrafiado que la ingeniería viene utilizando durante más de 

cincuenta años en la producción de circuitos impresos, se ha ido adaptando también a la 

producción electrodos serigrafiados con grandes ventajas frente a otras tecnologías 

como lo son: 

1) La flexibilidad del diseño: en este sentido cabe destacar que no solo cualquier 

geometría es posible para el electrodo de trabajo, sino que permite, utilizando 

distintas mascaras y tintas de serigrafiado, el diseño completo de cualquier celda 

electrolítica en la que se pueden variar tanto el numero de electrodos como el 

volumen de la misma en función de las necesidades. 

2) La automatización del proceso de producción: una vez diseñadas adecuadamente 

las mascaras y escogidas las tintas de serigrafiado, la producción de tarjetas 

serigrafiadas que incluyan la celda electrolítica completa se pued~ hacer a gran 
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escala, reproduciendo con gran precisión tamaños y geometrías y abaratando 

costes. 

3) La gran variedad de tintas de serigrafiado permite combinar distintos materiales 

electroditos en la misma celda electrolítica. Así es posible utilizar electrodos de 

oro, de platino, de carbono, de plata/cloruro de plata en la misma celda 

electrolítica en función de las necesidades de la transducción del biosensor. 

4) El proceso de producción de electrodos serigrafiados se puede adaptar a distintos 

soportes también en función de necesidades concretas, de tal manera que la 

naturaleza de la tarjeta soporte, donde va a quedar impresa la celda y los 

electrodos, puede variar desde materiales poliméricos o plásticos a materiales 

cerámicos o alúmina. 

En Figura 11 se aprecia las distintas partes de una tarjeta serigrafiada con un diseño 

clásico de tres electrodos 

Contacto ~ktrlc:o 
~ 

,'\ 

Figura 11: Electrodo serigrafiado en un diseño clásico de DROPSENSE® 
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CAPITULO IV 

PROCED~NTOEXPE~NTAL 
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REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analítico obtenidos comercialmente y 

todas las soluciones fueron preparadas con agua ultrapura. La L-cisteina, hidróxido de 

sodio, metionina, acido bórico y el metronidazol fueron adquiridos de la Sigma-Aldrich. 

El metanol fue adquirido de la J.T.Baker, el Alcohol etílico fue adquirido de FurLab, el 

acido acético, acido sulfúrico, fosfato de sodio monohidratado y dihidratado fueron 

adquiridos de la Synth, el acido fosfórico de la Mallinckrodt. Las muestras de 

metronidazol en suspensión, tabletas y crema fueron obtenidas por donación de la 

prefeitura de Itatiba, la muestra de orina y el plasma fueron adquiridos del laboratorio 

de química de la IQ-UNESP. 

La solución de tampón fosfato de O, 1 mol L-1 fue preparada disolviéndose 11,98 g de 

monohidrogenofosfato de sódio y 14,19 g de hidrogenofosfato de sódio en un vaso 

precipitado que contenía agua destilada. Esta solución fue transferida para un balón 

volumétrico de 1,0 Len el cual fue completado el volumen. Para el ajuste del pH 7,0 se 

adiciona gotas de solución 1,0 mol L-1 de hidróxido de sódio. 

La solución 0.1 mol.L-1 de tampón Britton-Robinson fue preparada disolviendo 2.48g 

de acido Bórico en un vaso precipitado conteniendo agua ultrapura, y adicionando 2.3 

mL de acido acético y 2. 7 mL de acido fosfórico. La solución fue llevado a ultrasonido 

para la completa disolución y posteriormente fue transferida a una fiola de 1 L y 

completado con agua ultrapura. Para los ajustes de pH 2.28, 3.58 y 4.06 fueron 

adicionados gotas de solución de 1 mol L-1 de hidróxido de sodio. 

Se preparó una solución alcohólica (1:4) de l.Ox10-3de L-cisteína disolviéndose 12.1 mg 

de esta sustancia en alcohol etílico y se completa a volumen de 100 mL. 

Se preparó una solución alcohólica (1:4) de l.Oxl0-3de Metionina disolviéndose 14.9 

mg de esta sustancia en alcohol etílico y se completa a volumen de 100 mL. 

Las soluciones de KOH 0.5 mol L-1 y 1.0 mol L-1 fueron preparados disolviendo 2.8 g y 

5.6 g respectivamente en un vaso precipitado con agua ultra-pura, y fue completado en 

una fiola a un volumen de 100 mL. 
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PLAN EXPERIMENTAL 

En este trabajo se va a preparar sensores basados en monocapas de cisteína sobre 

electrodos de oro nanoestructurado para la determinación del fármaco metronidazol. El 

plan experimental consiste en tres partes: preparación del sensor, ensayo del sensor en 

metronidazol y las técnicas de caracterización, que van a ser detallados a continuación. 

PREPARACION DEL SENSOR 

Activación de la superficie de oro 

El electrodo de oro fue limpiado en una solución de acido sulfúrico al 1% durante 

1 O min. para eliminar interferentes (compuestos orgánicos, inorgánicos o suciedad) 

Se realizó el voltagrama de oro en una solución de KOH 1 M entre potenciales de -0.8V 

a +0.6V respecto al electrodo de referencia Hg/HgO con una velocidad· de barrido de 

O.OSV /s en una atmósfera inerte. En las Voltametrías cíclicas realizadas a pH básico se 

utiliza al electrodo Hg/HgO como electrodo de referencia debido a que si se hubiese 

utilizado electrodo de calomel o de Ag/AgCI se contaminaría la superficie de oro, 

debido a que formaría ligandos con los iones cloruro, y lo que se busca es que el oro 

se encuentre libre de interferentes. En el caso del voltagrama del SAM con la muestra 

a pH=2 se realizó con el electrodo de referencia de calomeL 

Se oxidó el electrodo de oro electroquímicamente aplicando un potencial fijo de 2V 

durante un tiempo de 3 min. en una solución buffer de fosfato a pH 7. 

Se logró la reducción del electrodo de oro aplicando un barrido de reducción de 2V 

hasta -0.2 V respecto al electrodo de referencia Hg/HgO con una velocidad de barrido 

de 10mV/s con una velocidad de paso de 0.00495 en una solución buffer de fosfato a 

pH7 

Se realizó el voltagrama del electrodo de oro nanoestructurado en una solución de KOH 

1 M entre potenciales de -0.8V a +0~6V respecto al electrodo de referencia Hg!HgO, 

con una velocidad de barrido de 50m V /s en una atmósfera inerte. 
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Formación de la Monocapa Autoensamblada de cisteína (SAM) 

Se sumergió el electrodo de oro en una solución de cisteína lmM por un tiempo de 10 

minutos a una temperatura de medio ambiente. 

Se retiró el electrodo de oro de la solución y fue lavado con agua ultra para remover las 

moléculas en exceso impregnadas en la superficie. 

Se realizó la Voltámetria cíclica de la SAM en una solución de KOH 0.5 M entre 

potenciales de -0.8V a +0.6V respecto al electrodo de referencia Hg/Hgü con una 

velocidad de barrido de 50 mV1
• 

ENSAYOS Y TESTES DEL SENSOR (Au-Cys). 

Los ensayos del sensor (Au-Cys) en solución de metronidazol (PBS, O.lM, pH 2) 

fueron realizados en una celda de 5 compartimientos de un volumen de 20 mL y fueron 

utilizados electrodo de platino como electrodo auxiliar, electrodo de HgiHgO como 

electrodo de referencia y electrodo serigrafiado de oro (DROPSENSE) como electrodo 

de trabajo. El tratamiento de las muestras reales contenidas metronidazol es descrito a 

continuación: 

Preparación de la muestras de metronidazol 

El tratamiento de todas las muestras presentadas a continuación son tratamientos 

encontrados y determinados según la Farmacopeia British 2007, vol 111. 

La muestra de metronidazol en crema (0.61g) fue calentada en una solución 

conteniendo 2.5 J.1L de H2S04 O.lmM en un vaso precipitado y 3 mL de metanol, para 

su posterior filtración y se completo a un volumen de 50 mL. 

Se tomó 2.2 mL de la muestra de suspensión, trasvasado en un vaso precipitado, 

enseguida fue adicionado 50 mL de una solución de alcohol: agua (l :4) y fue disuelto 

en ultrasonido, para posterior filtrado y se completo a un volumen de 50 mL. 

Se trituró 1 tableta de metronidazol en polvo, contenidas 500 mg por tableta, fueron 

completamente homogenizadas. Fueron pesadas 15 mg y fueron disueltos en 250 mL 

de una solución etanol (2:8). Se tomó 4 mL de la solución resultante y fue diluida 10 

veces en el búfer Britton-Robinson de pH 2, esta solución es usada para la 

determinación electroquímica. 
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TÉCNICAS PARA LA CARACTERIZACION DEL SENSOR 

Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

La microscopia electrónica nos proporciona información morfológica y topográfica 

sobre la superficie de los sólidos que son normalmente necesarios para entender el 

comportamiento de las superficies. Así, un análisis por microscopia electrónica es a 

menudo la primera etapa en el estudio de las propiedades de las superficies de un sólido. 

Mediante esta técnica se consigue formar y presentar imágenes micrométricas mediante 

un haz de electrones que se hace incidir sobre la superficie de la muestra. 

En este trabajo se busca mostrar la diferencia entre Au, Au nanoestructurado y la 

monocapa de Au-Cys. 

Microscopia de fuerza atómica. (AFM) 

La microscopia de fuerza atómica provee la imagen de una superficie sin que 

intervengan los efectos eléctricos, al medir las fuerzas mecánicas en la punta detectora 

por lo que también resulta útil para materiales no conductores. 

En este trabajo se pretende medir como se encuentra la superficie de oro 

nanoestructurado antes de ser modificada y después, así, verificar la formación de 

pequeñas rugosidades en la superficie de oro, en la búsqueda de generar mayores áreas 

superficiales. 

Voltamperometría cíclica (VC) 

En este trabajo las mediciones electroquímicas fueron desarrolladas con un 

Potenciostato-Galvanostato (Autolab Mod. PGSTAT 30) en una celda convencional de 

5 bocas, usando como electrodo de referencia Hg!HgO (1.0 M de KOH) y como 

contraelectrodo platino. Estos tres electrodos se conectan a un 

potenciostato/galvanostato (Figura 12) que permite utilizar un software de control para 

registrar las respuestas en voltaje/corriente dependiendo de la técnica de perturbación 

utilizada. 
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Figura 12: Equipo utilizado, izquierda: Celda electroqufmica; a la derecha: Potenciostato/ Galvanostato 

Voltametria de Onda Cuadrada 

Esta es una técnica de pulso que ofrece ventajas como mayor intensidad de señal, mejor 

resolución del pico, medidas más rápidas y mayor sensibilidad, pudiendo su límite de 

detección ser comparado al de técnicas cromatografícas y espectroscópicas. 

También la corriente farádaica puede ser colectada en un intervalo de tiempo adecuado 

para disminuir la contribución de la corriente capacitiva. El análisis de sus parámetros 

característicos permite aun, la evaluación mecanística y cinética de los procesos 

eletródicos (SOUZA et al., 2003). En esta técnica, ocurre un pulso directo y un pulso 

inverso. En el primero es producida una corriente catódica 11 y en el segundo una 

corriente anódica h. La forma de la curva de corriente vs potencial es proveniente de la 

aplicación de potenciales de altura Lills (amplitud del pulso de potencial), que varía de 

acuerdo con una escalera de potencial de largura Es (incremento) y período t (duración 

del pulso). El perfil de la variación de potencial está representado en la 13 e consiste en 

la superposición de una onda cuadrada a una función rampa escalonada en degrados. 

Durante cada pulso catódico, el analito se reduce en la superficie del electrodo, y 

durante el pulso anódico, el analito reducido vuelve a oxidarse. 

En el punto 1, los electrones fluyen del electrodo para el analito, y en el punto 2 en la 

dirección inversa. Las corrientes son medidas al final de los pulsos directos y reversos, 

y la señal es obtenido como una intensidad de la corriente resultante (~i) de forma 

diferencial (Figura 14), o sea, como las dos corrientes tienen señales opuestas, su 

diferencia es mayor que cualquier una de las corrientes en separado. Los limites de 
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detección para esta técnica voltamétrica son del orden de 10-7 a 10-8 mol L-1(SKOOG et 

al., 2002; SOUZA et al., 2003; HARRIS, 2005). 

.! e 
~ ... o 
(.) 

..J.. 
1 Es 

.. .,... 

Pulso anódico 

Onda quadrada Onda em escada 

Figura 13: Forma de aplicación del potencial en una Voltametrfa de onda cuadrada 

1 2 

resultante 

01----<..... 

Potencial Potencial 

Figura 14: Voltagramas de Onda cuadrada (1) proceso redox de un sistema reversible y (2) procesos redox de 
un sistema irreversible (SOUZA et al., 2003). 

Cronoamperometría 

La Cronoamperometría es una técnica electroquímica que registra un transiente de 

corriente en función del tiempo cuando el electrodo de trabajo es sometido a un pulso, o 

a una secuencia de potenciales eléctricos, en que el potencial inicial y final son 

previamente definidos [22,23]. Bajo estas condiciones, el sistema hace una rápida 
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transición de un estado inicial El, donde procesos faradaicos no ocurren para un estado 

estacionario E2, controlado por el flujo de transferencia de la especie electroactiva del 

interior de la solución para la superficie del electrodo (Figura 15a). Tan largo que la 

especie oxidada (Ox) alcanza la superficie electrodica, Ox y rápidamente reducido y su 

concentración en la superficie cae a cero, creando un gradiente de concentración en la 

superficie electrodica. En este proceso, la corriente aumenta continuamente hasta 

alcanzar un valor máximo, que corresponde a corriente transiente máxima in. El 

gradiente de concentración generado por la reducción inicial de Ox en el electrodo 

provoca un flujo continuo de Ox del bulk de la solución para el electrodo que, así como 

la corriente, y proporcional al gradiente de concentración. 

El flujo continuo de Ox para el electrodo genera una monocapa de difusión deficitaria 

de la especie electroactiva que se extiende de la superficie electrodica hasta el interior 

de la solución. Entonces, la concentración de la especie Ox en el electrodo decae con el 

tiempo y lo mismo ocurre con la corriente, hasta que un estado estacionario sea 

alcanzado (Figura 15b) y el proceso se toma controlado por la corriente limite de 

difusión [24], como descrito por la ecuación de Cottrell. 

Donde it representa la corriente limite de difusión 

EN i 

H 

l 

o t o t 

(a) (b) 

Figura 15: (a) Pulso de potencial aplicado al electrodo de trabajo en que la especie Ox no es electroactiva en el 
potencial El, pero es reducido en el potencial E2 y (b) transiente potenciostato resultante. 
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Voltametria cíclica 

Esta técnica se caracteriza por la aplicación al electrodo de trabajo, cuyas condiciones 

son estacionarias y sin agitación de la disolución, de una señal de potencial triangular 

(figura 16). El potencial va desde un potencial inicial Eo hasta un potencial final Er, en 

el cual se produce una inversión en el sentido del barrido, volviendo a su valor original 

de Eo. En este ciclo suele darse varias veces, y los potenciales en los que se da esta 

inversión de la dirección reciben el nombre de potenciales de inversión 

v:;-
u 
UJ 

+0.5 

~ +0.2 
2. 
ñi ·o 
e 
<11 

~ 
-0.1 

o 
Tiempo,s 

Figura 16: Voltamperometría cíclica, Potencúd con respecto al tiempo 

El intervalo de potencial de inversión impuesto en cada experimento es aquel en el que 

tiene lugar la oxidación o la reducción controladas por difusión de uno o varios analitos, 

y la dirección en la que se produce el barrido va a depender de la composición de la 

muestra. 

Esta técnica es usada, principalmente, como herramienta para análisis cualitativo. Los 

parámetros principales que permiten la identificación del analito son: el potencial de 

pico anódica, el potencial de pico catódico, la corriente de pido anódico, la corriente de 

pico anódica. 

Las ecuaciones empleadas en la Voltamperometría son las siguientes: 
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Para sistemas reversibles 

21 

(ecuación de Randles-Sevcik) 

Siendo n el número de electrones intercambiados en la reacción, A el área del 

electrodo ( cm2). C la concentración de reactivo en el seno de la disolución (mol 

cm-3). Y Del coeficiente de difusión cm2 s"1
) de las especies oxidadas y. 

reducidas (supuestos iguales). 

tJ.E = E _E .::::: 59mV 
p pa pc-

n 
... 21 

En estos sistemas, Ep es independiente de la velocidad de barrido, mientras que 

lp es proporcional a v112 

Para sistemas cuasi reversibles 

~ 
• y •"("F) 2 1 P = 0.4463K(A,a)nFACAD 2v - RT ... 22 

En estos sistemas, Ip aumenta con v112 pero no es proporcional a ella. Además, el 

valor de L\Ep se aproxima a 60/n (m V) a bajas velocidades de barrido pero se 

incrementa al aumentar la velocidad de barrido 

Para sistemas irreversibles 

En estos sistemas, no hay pico de vuelta. Además, Ep es una función de la 

velocidad de barrido. Aproximadamente, la variación de Ep es de 30/an (m V) 

por cada lO veces de aumento de la velocidad de barrido. 
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Algunas aplicaciones 

A partir de la altura de la onda se obtiene información acerca del número de 

electrones, del área del electrodo, del coeficiente de difusión del electrolito, de la 

concentración de especies electroactivas (bien por calibración o por adición de 

estándar) y la dimensión critica del electrodo. 

A partir de la forma de la onda se obtiene información del número de electrones 

de la reacción redox (que es útil a su vez para el estudio de los mecanismos y 

cinéticas de los procesos de oxido/ reducción), y de si el sistema es reversible. A 

menudo, los voltagramas cíclicos revelan la presencia de intermedios en las 

reacciones de oxido/reducción. 

A partir de la posición de la onda se pueden estimar los potenciales formales del 

sistema químico. 
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CAPITULO V 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 
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ESTUDIO DEL ELECTRODO DE ORO 

Se observa que cuando una superficie solida presenta mayor área superficial 

(determinado), esto permitirá generar mayor número de interacciones moleculares 

(quimisorción o fisisorción) en las inmediaciones de dicha superficie con la misma, 

obteniéndose así una mayor formación de enlaces en la superficie. Es así que en el 

presente trabajo se genera electrodos con ciertas rugosidades (FR> 1 ), permitiendo que 

el área superficial aumente, trabajándose a partir de un electrodo serigrafiado de oro 

(ver figura 11), debido a Jos beneficios mencionados en la sección 3.3 que presentan 

estos tipos de electrodos. Se limpia el electrodo de Au en disolución de KOH 1M, con 

barridos de potencial de 0.050 V/s hasta conseguir una superficie reproducible y estable, 

cabe mencionar que fue utilizado diversos tipos de limpieza como se relata en la 

literatura, sin embargo no fue adoptado debido a que causaban daño a la superficie del 

electrodo, eso se evidenció en el oscurecimiento de la superficie del electrodo y en 

ocasiones hasta desprendimiento de la misma. En la figura 17 muestra el diagrama de 

Pourbaix del oro, donde el electrodo de oro al ser sometido a un potencial de 2.0 V 

durante 180 segundos ocurre la formación de óxidos de Au (formación de sustancia 

negrusca en el centro del electrodo serigrafiado). Asimismo, en la figura 18 se observó 

como la corriente en un primer momento va en ascenso y luego por encima de los 100 

segundos se observa un descenso de la corriente, estos cambios se podrían justificar con 

la aparición de capas de óxido sobre la superficie. 
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Figura 17: Diagrama de Pourbaix para el sistema Au-H10 a 2S"C. 
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Figura 18. Cronoamperometría del proceso de formación de la capa de oxido de oro en pH 7 tampón fosfato 
0. 1M 

Para la reducción de la especie de oxido de oro formado en la superficie del electrodo de 

oro, utilizando la técnica de Voltametría cíclica, se emplea un barrido de reducción (2V 

- 0.2V) tal como muestra en la Figura 19, donde se podría atribuir a la reducción del 

óxido de oro en dos intervalos de potencial, a 0.5V y a 0.25V con corrientes negativas. 

45 



8.0![111". 

7.0x10
4 

6.0x10
4 

5.0x10
4 

oC( 4.0x10
4 -- 3.0X10
4 

2.0x10
4 

1.0x10
4 

o. o 

-1.Dx104 

.Q.S o.o 0.5 1.0 1.5 2.0 

E ( vs AgiAgCI ) 1 V 

Figura 19: Reducción electroquímica del oro en un buffer de fosfato a pH 7 con una velocidad de barrido de 
10m V respecto a un electrodo mHg!HgO como referencia 

Se realizó una Voltametría cíclica al electrodo de oro antes y después del procedimiento 

realizado, asimismo la figura 20 muestra la comparación voltametrica donde se observa 

un aumento de corriente en el potencial de reducción del oro a 0.10 V y también un 

aumento en el potencial de oxidación del perfil voltametrico, es así que la superficie al 

modificarse y presentar mayor señales de corrientes (pico de reducción), se ha ganado 

en la formación de mayor área superficial expuesta, la cual será cuantificada y mostrada 

en cálculo del área posteriormente. 
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Figura 20: Voltagrama del electrodo de oro en una solución de KOH 1M con una velocidad de barrido de 
O.OSV/s respecto al electrodo de referencia Hg/HgO 

Caracterización morfológica del oro 

Se utilizan métodos microscópicos para conocer las modificaciones hechas en la 

superficie del electrodo de oro serigrafiado. El SEM en la figura 21 muestra en 

diferentes escalas (20x y 1 Ox) que la superficie de oro nanoestructurado al haber sido 

sometido al procedimiento realizado, muestra una superficie que presenta cavidades 

rugosas lo cual conlleva que el área superficial se mayor por la formación de óxidos de 

oro (según el diagrama de Pourbaix) formados en su superficie. 
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La figura 22 muestra un perfil estructural del electrodo oro, donde se observa que la 

superficie modificada presenta variaciones estructurales. La superficie de oro muestra 

en un comienzo (Figura 22A) una estructura cuasi lisa con menos imperfecciones en su 

estructura morfológica, cuando es sometido al procedimiento dicha estructura 

morfológica presenta mayor imperfecciones (Figura 22B), haciendo que el área 

superficial aumente, por ello la superficie de oro esta mayormente expuesta a diferentes 

moléculas que serán descritos más adelante, esta superficie de oro al estar con mayores 

imperfecciones, como lo vimos anteriormente en la sección de ]}~fedo§ ~e SAMI nos 

muestra que esta superficie no es muy conveniente en la formación de SAM con 

cadenas carbonadas largas, pues su conformación es un impedimento para la 

transferencia electrónica por la forma como la cadena se posiciona. 
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x: 1.00 ¡¡m 

y: 1.00 11m 

Figura 22: Microscopia de Fuerza atómica del electrodo de oro (A) oro pretratado (B) 

Calculo del área activa de la superficie del oro 

36 nm 
Onm 

18 nm 

Onm 

El área activa del oro policristalino fue determinada utilizando el método desenvuelto 

por Burshtein. Según ese método, el área correspondiente al inicio de la formación de 

óxidos de oro hasta el mínimo de Burshtein, como puede ser observado a partir del 

voltamograma cíclico de la figura 23, corresponde a la formación de una monocapa de 

óxido de oro sobre la superficie de este. Siendo posible calcular la densidad de carga 
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(Qo) en la reducción. El mínimo de Burshtein es utilizado para calcular el potencial 

máximo que tiene que ser alcanzado, pues si llegamos hasta potenciales más positivos, 

formaremos más óxidos y en la lectura de la reducción de ese óxido se obtendrá un error 

en el cálculo de el área activa pues el pico de catódico será mayor porque mas óxido es 

reducido. 

La determinación del área activa de electrodo de oro se basa en el área de la corriente de 

cátodo que representa la eliminación de una superficie monocapa de oxígeno. Así, el 

área se determina por la siguiente ecuación: 

11Tf 
Q =- !dE 

11 Ti 

La corriente capacitiva puede generar error en el cálculo de la superficie real debido a 

una pequeña región de acumulación de carga interfacial (zona de la doble capa 

electrica). Por lo tanto debe integrarse la correspondiente respuesta actual a la región del 

condensador de doble capa y sacarlo de la obtención de: 

(eq. 2) 

En el que Qdc es la capacidad de carga de la doble capa y el "v" constante es una 

constante específica para el oro (400 mC cm"2
), resultando en la tabla 2 

TABLA N° 2: Cálculo del área superficial de oro 

Área del eletrodo sólido de Au (cm") Area de Aunano (cm") Razon área AUnano 1 área sólido 

0,2024 3,2051 15,8 
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- Faixa eslreita de potencial 

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 

E vs Ag¡AgCI/ V 

Figura 23: Voltagrama del electrodo de oro en una solución H2S04 O.lM 

Existe otra forma para calcular área utilizada para diferentes metales, sin embargo en 

este trabajo se realizó utilizando la carga del pico catódico, pero por una cuestión de 

información se desarrollara a continuación. 

Para la determinación del área microscópica de la superficie de oro se utiliza puede ser 

utilizado la ecuación de Randles-Sevcik para tal proceso reversible. 

donde 1 es la corriente del pico anodico , n es el numero de electrones/mol., A 

es el area activa, DR es el coeficiente de difusion, Co concentracion de K 3Fe(CN)6, 

v es la velocidad de barrido. 

Una grafica de v112 vs lpico para una reacción en la que la unica incognita sea 

el A y que se conosca los demas parametros seria muy util, es asi que se escoje el par 

redox ferri/ferro que ha sido muy estudiado y los datos de difusion DR son conocidos, 

asimismo el número de electrones es 1 y la concentración es establecida. Asi fue 

realizado una grafica de 1 vs E (figura 24) y que fue rediseñada en otro grafico 1 vs v 112 

(figura 25) para mejor observación. 
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Figura 24: Voltametria cfclica de O.lM K3Fe(CN)6 sobre electrodo de oro en una solución de KCilM y sean 
rate 5-250 mVs"1 
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Figura 25: Relación entre la corriente con la velocidad de barrido de la grafica anterior. 
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Fue encontradó y realizado el cálculo en la ecuación de Randles encontradonse un valor 

para el área de oro de 0.20 cm2 
( 24% mas grande que el electrodo de oro) 

Fue calculado el factor de rugosidad definido de la siguiente manera 

AreaReal 
FR =A G , . rea eometnca 

0,20 cm2 

FR = = 14 
0,16 cm2 ' 

Se intentaron realizar otros metodos para la formación de rugosidad descritos en la 

literatura donde se aplica un potencial en forma de pulso, mostrado en la figura 26, sin 

embargo para garantizar el mismo área superficial encontrada por nuestro método 

descrito, se tuvo que realizar un procedimiento de aproximadamente 7 homs, e inclusive 

existen articulos que reportan realizar el procedimiento hasta 24 horas para alcanzar 

superficies ordenadas estables y homogeneas, asi nuestro procedimiento podria ser 

considerado ventajoso en cuestión de tiempo del procedimiento a realizar para obtener 

esas mismas áreas superficiales. 

- Au sin tratamento 
2x1 0-4 - Au modificado por pulso 

o 
<( -

-2x10-4 
t, ·-....... 

-4x10-4 

0.0 .__--rT"'T---rr.x----+ 0.6 0.8 1.0 

E vs Ag¡AgCI/ V 

Figura 26: Voltagrama cfclico de oro realizado por pretratamiento alternativo 
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FORMACIÓN DE MONOCAP AS AUTO ENSAMBLADAS (SAM-Cys) 

La figura 27 permite mostrar la formación de la monocapa autoensamblada Au-Cys 

donde se observa el pico de reducción a -700m V mostrándose la desorción reductiva de 

un electrón en la superficie del electrodo de Au. Los tioles son desorvidos 

reductivamente según la siguiente reacción: 

R-S-H + Au0 

o.o 

-2.0x10 .. 

-4.0x10 .. 

-6.0x10 .. 

-6.0x10 .. 
--cysteina 1mM 
--branco 

-1.0x10"" 

-1.2 -1.0 -o.a -o.& -o.4 -o.2 
E ( vs AgJAgCI ) 1 V 

Figura 27: Voltametria cfdica de la desorci6n reductiva de la cisteina auto ensamblada realizado en una 
solución de KOH 0.5M (sean rate 100mVs"1

) 

Asimismo se realizó previamente la optimización de la formación de la monocapa 

autoensamblada Au-Cys obteniéndose los valores reportados en la tabla a continuación 

presentada: 

TABLA No 3: Parámetros que influencian en la formación de SAM' s 

Parámetros optimizados Resultados 

Tiempo de incubación IOmin 

Concentración de cisteína lmM 

Solvente de la solución Agua 
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La optimización de la monocapa autoensamblada fue realizada teniendo en cuenta la 

señal del pico de reducción de la cisteína tal como se presenta a continuación: 

0.0 

<( -2.0x1 O..s -
- Au-Cys t.., 10min 

- Au-Cys t.,c 30min 

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 

E/V 

Figura 28: Voltametría cfclica de la desorción reductiva de la cistefna con tiempo de incubación lOmin (línea 
roja), 30min (linea negra) realizado en una solución de KOB O.SM (sean rate 100mVs"1

) 

En la figura 28 se muestra que el pico de desorción del Au-Cys, donde el oro fue 

incubado en una solución de cisteína lmM por un tiempo de 10 minutos presentó una 

mejor señal de corriente. Asimismo, fue realizada la optimización de los parámetros 

escogiéndose los parámetros ya indicados anteriormente. 

ESTABILIDAD DE LAS MONOCAPAS AUTO ENSAMBLADA ( Au-Mety) 

Se sabe que se puede formar monocapas de tioles en superficies de oro y que dependerá 

de la mejor interacción que exista entre la superficie del electrodo y las moleculas del 

tiol para que la monocapa sea mas compacta, asi se realizó un estudio para comprobar 

de manera rápida que la formación de monocapas depende del tioL Asimismo, se utilizó 

metionina lmM, tiempo de inmersion de 1 O m in. en solucion acuosa para dar a la 

formación de la SAM (Au-Mety) mostrado el perfil voltamogramico figura 29 donde se 

muestra la desorción reductiva del grupo tiol a un potencial de -600m V. 
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Figura 29: Voltagrama de la SAM ( Au-metionina lrnM) en una solución de KOH 0.5M con una 
velocidad de barrido de 0.100 V/s respecto al electrodo de referencia AgiAgCI 

Asimismo, se observa que la altura del pico de la corriente reductiva es menor en la 

metionina en comparación con la cisteína, esto debido a que la metionina al unirse con 

la superficie de oro presenta un impedimento estérico entre cadenas adyacentes, 

permitiendo así que la densidad de monocapas sea menos, lo cual muestra que los tioles 

ramificados son menos favorecidos para formar monocapas compactas, por ello para 

estudios posteriores será formado SAM' s de Au con cisteína. 
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Figura 30: Esquema de la impedimento estérico de la formación de SAM ( Au-Cy~) 

La figura 31 muestra la caracterización de la formacion de monocapas autoensambladas 

de Au con cisteina en donde observamos que la microscopia de barrido muestra que 

algunas áreas presentan un defecto en la SAM sin embargo de manera general la 

morfología persiste y sera necesario utilizar otros tipos de caracterizaciones para poder 

afirmar que el Au-Cys ha sido formado. 
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Figura 31: imagen SEM del electrodo de oro (a) sin cisteina, (b) con cisteina 

La figura 32 muestra las imágenes de AFM de la SAM formada, observamos que la 

superficie presenta aun rugosidad, Jo cual hace que tenga mayor área superficial que una 

superficie lisa, esto debido a la terminación del grupo tiol, en nuestro caso el empleo de 

cisteína hace que el tiol termina en una molécula -COOH el cual es una molécula más 

voluminosa lo cual hace que la superficie presente deformación. 
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x: 0.50 ¡Jm 
y: 0.50 ¡Jm 

Figura 32: Microscopia de fuerza atómica de la monocapa Au-Cisteína 

Estudio de la monocapa autoensamblada Au-Cys por impedancia 

6.7 nm 

O.Onm 

Fue realizado un estudio de impedancia para el sistema oro con cisteína mostrado en la 

figura 33 donde podemos observar los cambios que se produce al modificar la superficie 

del oro. La resistencia de transferencia electrónica y la impedancia aumentan debido a la 

dificultad que se tiene por la presencia de cisteína en la superficie de oro. 

Del grafico 33 podemos obtener la resistencia de la solución (347!l} y la resistencia de 

transferencia de carga (Rrc) 37ldl y 30 kQ para la monocapa de oro con cisteína y del 

oro respectivamente, mostrando que la cisteína ha sido depositado ( quimisorción) sobre 

el electrodo de oro presentando una mayor resistencia a la transferencia electrónica. 
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Figura 33: Espectroscopia de Impedancia de la superficie de oro (negro) y de Au-Cys (rojo) en una solución 
de tampón fosfato pH 7 con amplitud de perturbación de 10m V. 

Determinación de metronidazol 

La figura 34 siguiente muestra un esquema en forma general como fue realizada. la 

detección de metronidazol 
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Figura 34: Esquema general de la respuesta del sensor 
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ESTUDIO DE LA VARIACION DEL pH 

El potencial del pico catódico depende del pH de la solución buffer, es asi que la figura 

35 muestra como varia el voltagrama del metronidazol dependiendo del pH, observamos 

que a pH ácidos el potencial del pico tiende a ser más positivo, asimismo se observa en 

la figura 36 la relación entre pH y el potencial es de forma inversa, al aumentar el pH el 

potencial del pico catódico se desplaza a potenciales negativos, también puede 

observarse que no existe un aumento en la corriente catódica. 

o 

'i -8 -
-12 

-16 
, 

'• ....... -~ ..... :- ... ·~.,., 
· .. · · pH =4.1 
--- pH = 3.6 
-pH=2.3 

-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 

E / V VS. Ag¡AgCIIKCI
581 

Figura 35: Efecto del pH en la respuesta del sensor Au-Cys a metronidazol en un buffer Britton-Robinson 
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Figura 36: Relación que existe en la respuesta del sensor entre el potencial y el pH 
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ESTUDIO DE SELECTIVIDAD DE LA SAM (Au-Cys) 

El estudio de la selectividad de la SAM fue realizada mediante voltametria cíclica en 

diferentes compuestos, asila figura 37 muestra que la SAM responde frente a los grupos 

nitros de los diferentes compuestos analizados, presentando el pico de reduccion 

resultado de la reduccion de -N02 a -NH2, asimismo tambien la SAM formada presenta 

una mayor corriente catodica, frente a secnidazol y metronidazol, ambos pertenecen a la 

familia de los imidazoles, lo cual indica que es mas selectivo a este grupo de familia por 

los componentes que la envuelve. Asimismo fueron analizados otros compuestos como 

lidocaina, diclofenaco sodico, ranitidina hidrocloruro, 2-nitro-parafenilendiamina, y 4 

nitro-o-fenilendiamina, los. cuales no presentaron alguna respuesta. 

o - 1-cloro-2,4-dinltrobenceno 
- metronidazole 
- ortonitrofenol 

-10 - secnldazole 

-20 

'1 -30 

-60 

-60 

-o.& -o.4 -o.3 -o.2 
E ( vs AgJAgCI ) 1 V 

-o.1 0.0 

Figura 37: Voltagrama de diferentes compuestos (l~loro-2,4-dinitrobenceno,metronidazol, ornotrifenol, 
secnid~tzol) en una concentración de 200uM en buffer Briton-Robinson pH 3.5 

Cuantificación del metronidazol 

Fue utilizado la Voltametría de onda cuadrada, previamente optimizado los parámetros 

de la técnica (Esrep=lOmV, Frecuencia =60 Hz y Amplitud=lOOmV), debido a que es 

una técnica muy sensible y rápida. El cálculo del límite de detección fue realizado a 

partir de una curva de calibración de los datos de la figura 38. 

M(¡..IA.) =l. 7 xlO-{i (±2.0xl0-7
) +6.0x10-2(±1.2x10-3)CMIZ 

Los limites de detección y cuantificación fueron 2.6 J.lffiOl L-1 y 8.6 J.lmol r 1 

respectivamente. Además el sensor mostró una respuesta lineal entre 50 - 300 J.lmol L-1
• 
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Figura 38: Respuesta en SWV para MTZ en condiciones optimizadas. Medidas llevadas a cabo en 0.1 mol L"1 

BR buffer (pH 2.0), f== 60Hz, a== 100m V, .ó.E== 10m V. (a) 0.1 mol L"1 BR buffer; (b) 50 pmol L"1 MTZ; (e) 101 
pmol L"1 MTZ; (d) 151 pmol L"1 MTZ; (e) 199 pmol L"1 MTZ; (t) 245 pmol L"1 MTZ and (g) 295 pmol L"1 

MTZ. 

Aplicación: Determinación de metronidazol en muestras reales 

Se determinó metronidazol mediante la técnica de Cronoamperometría, como muestra la 

figura 39 donde al adicionar la muestra de metronidazol la corriente catódica aumenta 

proporcionalmente a la concentración, así se adiciona en un comienzo una 

concentración conocida de metronidazol patrón ( IOOuL de Metronidazol 7.2mM) , 

para posteriormente se adiciona la muestra conteniendo una cantidad X de metronidazol 

generando nuevamente el aumento de la corriente catódica (por presencia de grupos 

nitro) y así nuevamente se adiciona lOOuL de metronidazol 7.2mM , así la corriente 

reductiva es proporcional a la concentración adicionada. 
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Figura 39: Cronoamperometria de la respuesta del sensor a metronidazol en un buffer BR 0.1 M 

En seguida se muestra en la tabla 4 los resultados obtenidos por Cronoamperometría, 

donde se puede observar que el sensor obtiene una respuesta muy próximo al valor 

nominal, reportados en los medicamentos comerciales, sin embargo para la muestra en 

suspensión, el sensor presenta una respuesta más baja, debido a que el analito indicado 

en dicha muestra es un análogo estructural al reportado en esta tesis. 

Tabla N° 4: Determinación de metronidazol en diversos tipos de medicamentos 

comerciales 

\Juestras Cantidad Respuesta('/':,) -250 245.3 98.1 1.5 
40 17.7 44.2±0.5 
100 99.4 99.4 ± 2.3 

Se realizó también el análisis en una muestra fortificada, con una concentración del 

fármaco conocida, y se determinó que la recuperación fue de 93.4% en muestra de orina 

y 89.3% en muestra de plasma sanguíneo, estos valores se difieren debido posiblemente 

a la complejidad de la muestra analizada. 
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TABLA N° 5: Determinación de metronidazol en muestras biológica 

\ha·slras Conn·ntral'iún (111111ol L- 1
) RlTLIJlnariún 

-('Y.,) 

Orma 7.20 6.7 93. 0.8 
Plasma san uíneo 1.98 1.73 89.3 ±2.1 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
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CONCLUSIONES 

• Este trabajo presentó un método simple para obtener superficies de oro 

nanoestructuradas, realizado por anodización (2V, 180s) y reducción 

electroquímica (Voltametria lineal de 2- 0.2V). 

• Se determinó las variables que determinan una monocapa autoensamblada 

compacta (aminoácido escogido cisteína con una concentración 

lxl0-3 mol L-1
, tiempo de inmersión 10 min.) 

• Se caracterizó las monocapas autoensambladas mediante Voltametría cíclica, 

demostrando la formación de la SAM (Au-Cys) por los picos de reducción del 

enlace Au-SR y se caracterizó morfológicamente por AFM y SEM, sin embargo 

no pudo observarse cambio morfológico entre Au y Au-Cisteína. 

• Se determinó metronidazol en muestras reales de plasma y de orina fortificadas 

con el analito obteniéndose valores de recuperación de 89 y 93%. 

• La respuesta del sensor tiene un intervalo linear 50 xl0-6 mol L-1 
- 300 xl o-6 

mol r 1 y un límite de detección y de cuantificación de 2.6 ¡Jmol L-1 e 8.6 ¡Jmol 

L-1 respectivamente. El sensor presentó alta selectividad para compuestos con 

grupos que tienen grupos nitroimidazoles. 
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ANEXOS 

Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

La figura 39 muestra el esquema de un instrumento combinado que es a la vez 

un microscopio de electrones y una microsonda de barrido de electrones. 

Obsérvese que se utiliza un detector de electrones, mientras que la microsonda 

utiliza un detector de rayos X. 
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Figura 39: Izquierda: Esquema de SEM. Figura tomada de: D.A. Skoog et al. Principios de Análisis 
Instrumental. Me Graw Hill, Madrid (2002) Derecha:Diagrama de bloque de una fuente de filamento de 

tungsteno. Figura tomada de: D.A. Skoog et al. Principios de Análisis Instrumental. Me Graw Hill, Madrid 
(2002) 

Interacción de los haces de electrones con la muestra 

La versatilidad del microscopio electrónico de barrido para el estudio de sólidos 

proviene de la amplia variedad de señales que se generan cuando el haz de 

electrones interacciona con el sólido. Las interacciones de un sólido con un haz 

de electrones se pueden dividir en dos categorías: interacciones elásticas que 

afectan a las trayectorias de los electrones en el haz sin que se alteren 

significativamente sus energías e interacciones inelásticas, que resultan de 

transferir al sólido una parte o toda la energía de los electrones. El sólido 
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excitado emite entonces electrones secundarios, electrones Auger, Rayos X y a 

veces fotones de longitud de onda larga ( catodoluminiscencia). 

Dispersión elástica 

En la dispersión elástica, la colisión de un electrón con un átomo provoca un 

cambio en la componente de dirección del electrón pero deja virtualmente 

intacta la velocidad del mismo; por lo tanto la energía cinética del electrón 

permanece prácticamente constante. El ángulo de desviación de una colisión es 

aleatorio y puede variar desde 0° hasta 180°. Una simulación obtenida con un 

ordenador del comportamiento aleatorio de 5 y 100 electrones cuando entran en 

un sólido perpendicularmente a su superficie con una energía de 20 keV, valor 

relativamente corriente indica que los electrones penetran hasta una profundidad 

de 1.5um o mas. Algunos de los electrones pierden su energía; sin embargo, la 

mayoría experimenta numerosas colisiones y como resultado, acaban saliendo 

de la superficie como electrones retrodispersados. Es importante señalar que el 

haz de electrones retrodispersados tiene un diámetro mucho mayor que el haz 

incidente; por ejemplo, para un haz incidente de 5nm, el haz retrodispersado 

puede tener un diámetro de varios micrómetros. El haz retrodispersado es uno de 

los factores que limitan la resolución de los microscopios de electrones 

Interacción inelástica 

Electrones secundarios. Se observa que cuando la superficie de un sólido se 

bombardea con un haz de electrones del orden de varios keV, se emiten de la 

superficie electrones con energías de menos de 50 e V junto con los electrones 

retrodispersados. El número de estos electrones secundarios es generalmente de 

la mitad aproximadamente la quinta o incluso menos en los electrones 

retrodispersados. Los electrones secundarios, que tienen energías entre 3 y 5 eV, 

se producen como resultado de interacciones entre los electrones de elevada 

energía del haz (primarios ) y los electrones de la banda de conducción del 

sólido lo que da lugar a la expulsión de estos electrones con energías de unos 

pocos electronvoltios. Los electrones secundarios tan solo se pueden producir 

una profundidad de 5 a 500 A y forman un haz que tienen un diámetro algo 

superior al haz incidente. Puede evitarse que los electrones secundarios lleguen 

al detector desviando ligeramente la posición del mismo. Los electrones 
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secundarios son los que utilizan comúnmente para la formación de la imagen en 

ele SEM. Emisión de rayos X. la obtención de rayos X característicos, como 

resultado de la interacción de los electrones con la materia, permite una de las 

aplicaciones más importantes en los microscopios electrónicos: analizar la 

composición de la muestra "in si tu", es decir a la vez que observamos su imagen 

real. 

Microanálisis en microscopia electrónica 

La emisión de rayos X característicos cuando un haz de electrones incide sobre 

una muestra permite, bien analizar muestras muy pequeñas o estudiar áreas muy 

pequeñas de muestras mayores. Ya que las técnicas convencionales de análisis 

no permiten esto, el análisis en microscopia electrónica se ha convertido en una 

técnica muy importante para la caracterización de todo tipo de materiales sólidos 

Aplicación de la Microscopia Electrónica 

La microscopia electrónica nos proporciona información morfológica y 

topografia sobre la superficie de los sólidos que son normalmente necesarios 

para entender el comportamiento de las superficies. Así, un análisis por 

microscopia electrónica es a menudo la primera etapa en el estudio de las 

propiedades de las superficies de un sólido. 

Mediante esta técnica se consigue formar y presentar imágenes micrométricas 

mediante un haz de electrones que se hace incidir sobre la superficie de la 

muestra como lo mencionamos anteriormente. 

Todos los efectos descritos se pueden aprovechar para crear imágenes, ahora 

bien la formación más común es la debida a electrones secundarios de baja 

energía. 

Microscopia de fuerza atomica 

El Microscopio de Fuerza Atómica monitorea la superficie de la muestra con una punta 

de radio de curvatura de 20 a 60 nm que se localiza al final de un cantilever. Las fuerzas 

entre la punta y la muestra provocan la deflexión del cantilever, simultáneamente un 

detector mide esta deflexión a medida que la punta se desplaza sobre la superficie de la 
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muestra generando una micrografia de la superficie. La fuerza interatómica que 

contribuye a la deflexión del cantilever es la fuerza de Van der Waals. 

La figura 39 muestra la magnitud de deflexión del cantilever como una función de la 

distancia entre la punta y la muestra. También, se muestran dos intervalos de operación: 

de contacto y no contacto. Para el primer intervalo de operación, el cantilever se 

mantiene a pocos angstroms de la superficie de la muestra y la fuerza interatómica entre 

el cantilever y la muestra es repulsiva. Para el segundo, el cantilever se mantiene a 

decenas de angstroms de la superficie de la muestra y la fuerza interatómica entre la punta 

y la muestra es atractiva 
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Figura 6: Magnitud de detlexión del cantilever como función de la distancia entre la punta y la muestra. 

Modo de operación de la fuerza atomica 

El Microscopio de Fuerza Atómica utiliza múltiples modos de operación de acuerdo a 

las características fisicas de la muestra y de las propiedades a medir. 

Contacto: Mide la topografia de la muestra deslizando la punta sobre su superficie. 

Tapping: También llamado contacto intermitente, mide la topografia de la muestra 

tocando intermitentemente su superficie. 

Imagen de Fase: Proporciona una imagen contrastada generada por las diferencias de 

adhesión en la superficie de la muestra. 
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No Contacto: Mide la topografía de acuerdo a las fuerzas de Van der Waals que existen 

entre la superficie de la muestra y la punta. 

Fuerza Magnética: Mide el gradiente de fuerza magnética sobre la superficie de la 

muestra. 

Fuerza Eléctrica: Mide el gradiente de fuerza eléctrica sobre la superficie de la muestra. 

Potencial de Superficie: Mide el gradiente de campo eléctrico sobre la superficie de 

muestra. 

Modo Lift: Técnica que utiliza dos modos de operación usando la información 

topográfica para mantener la punta a una altura constante sobre la superficie. 

Modulación de Fuerza: Mide la elasticidad/suavidad relativa de la superficie de las 

muestras. 

Fuerza Lateral: Mide la fuerza de fricción entre la punta y la superficie de las muestras. 

Microscopía de Tune/amiento: Mide la topografía de superficie de la muestra utilizando 

la corriente de tunelamiento. 

Microscopía Electroquímica: Mide la estructura de la superficie y las propiedades de 

los materiales conductores inmersos en soluciones electrolíticas. 

Litografía: Se emplea una punta especial para grabar información sobre la superficie de muestra 
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