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Resumen

Titulo: Evaluacion de la respuesta cronoamperomeétrica de la oxidacion de insulina sobre
electrodos de niquel*

Autor: Juan Camilo Barrera Vega**
Palabras Claves: Cronoamperometrias, Insulina, Niquel, VVoltametrias ciclicas.
Descripcion:

En este trabajo se utilizaron electrodos de Niquel (Ni) para evaluar la respuesta
cronoamperométrica de la oxidacion de insulina y analizar su mecanismo de reaccién en una
solucién KOH 0.1M. Se sintetizaron electrodos de niquel al realizar deposicién potenciostatica de
capas homogéneas de niquel sobre electrodos de cobre (Cu). Se utilizaron técnicas como
voltametrias ciclicas (CV) y cronoamperometrias para estudiar el comportamiento electrocatalitico
del recubrimiento de Niguel en la deteccion de insulina, las pruebas fueron realizadas en un
potenciostato/galvanostato.

Los resultados mostraron que los electrodos de niquel detectando insulina tienen una relacién
lineal en el rango de concentracion de 8.033-104.18 nM con un limite de deteccion (LOD) 2,45
nM vy una sensibilidad 13 pApuM™. Se comprobd el comportamiento autocatalitico del NiOOH
como catalizador de la oxidacion de la insulina al regenerar al final el Ni(OH)2. Mediante
voltametrias ciclicas se determind que el proceso es controlado por la adsorcion y desorcién de
especies en la superficie del electrodo. La respuesta amperométrica al variar la concentracién de
la insulina y manteniendo el potencial de oxidacion fijo, mostré que la corriente promedio y sus
oscilaciones son directamente proporcionales a la concentracion de insulina en solucién y estan
ligadas al mecanismo de reaccion de la insulina.

* Proyecto de grado

™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica y Ciencia de Materiales. Director:
Sergio Ismael Blanco Vasquez, Doctor en Ingenieria. Codirectora: Viviana Raquel Giliza Argiello, Doctora en
Ingenieria Quimica
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Abstract
Title: Evaluation of the chronometric response of insulin oxidation on nickel electrodes *
Author: Juan Camilo Barrera Vega **
Keywords: Chronoamperometry, Cyclic Voltametry, Insulin, Nickel.
Description:

In this research, Nickel (Ni) electrodes will be used to evaluate the chronometric response of
insulin oxidation and analyze its reaction mechanism in a 0.1M KOH solution. Nickel electrodes
were synthesized by performing potentiostatic deposition of homogeneous nickel capable on
copper (Cu) electrodes. Techniques such as cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry will
be used to study the electrocatalytic behavior of the Nickel coating in the detection of insulin, the
tests carried out on a potentiostat/galvanostat.

The results found that nickel electrodes detecting insulin have a linear relationship in the
concentration range of 8.033-104.18 nM with a detection limit (LOD) 2.45 nM and a sensitivity
13 pApM L, The autocatalytic behavior of NiOOH as a catalyst for insulin oxidation was verified
by ultimately regenerating Ni(OH).. By cyclic voltammetry, it is determined which process is
controlled by the adsorption and desorption of species on the electrode surface. The amperometric
response when varying the insulin concentration and the fixed oxidation potential concentration,
according to the average current and its oscillations are directly proportional to the insulin
concentration in the solution and are linked to the insulin reaction mechanism.

* Degree project

™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Metallurgical Engineering and Materials Science. Director:
Sergio Ismael Blanco Vasquez, Doctor of Engineering. Co-director: Viviana Raquel Giiiza Arglello, Doctor of
Chemical Engineering
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Introduccion

La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce suficiente
insulina o cuando esta no es eficaz en el organismo, lo que resulta en un metabolismo anormal de
la glucosa, esta enfermedad es una importante causa de ceguera, insuficiencia renal, infarto de
miocardio, accidente cerebrovascular y amputacion de los miembros inferiores, segin los reportes
publicados por la Organizacion Mundial de la Salud esta enfermedad se ha incrementado
precipitadamente en los ultimos afio debido a que el nimero de personas con diabetes paso de 108
millones en 1980 a 422 millones para el 2014 lo cual equivale al 8.5% de la poblacién adulta para
ese afio, ademas que para el afio 2012 causé cerca 1.5 millones de muertes (World Health
Organization, n.d., 2020). Por ello la deteccion y cuantificacion de la concentracion de la insulina
es muy importante para el diagnostico clinico ya que permite predecir tanto la diabetes como otras
enfermedades relacionadas con esta hormona como el insulinoma (Mandal, 2019), asi como
determinar la calidad y prescripcién de los farmacos que le contienen.
Los sensores electroquimicos son dispositivos capaces de traducir la interaccion electroquimica
entre un analito y un electrodo en una sefial cuantificable util, estos constan de dos componentes
basicos: un sistema de reconocimiento o receptor que reconoce selectivamente la informacion
quimica presente en la muestray la convierte en una sefial primaria y un transductor que transforma
esta sefial primaria a una secundaria facilmente procesable (Luna, 2008). Estos sensores ofrecen
ciertas ventajas frente a otros métodos de deteccidn debido a su alta sensibilidad, respuesta rapida,
miniaturizacion y portabilidad (Gonzélez & Costa, 2010). Esta investigacion tiene como objetivo
evaluar la respuesta cronoamperométrica de la oxidacion de insulina sobre electrodos de niquel,
siendo estos electrodos parte del sistema total del sensor, cumpliendo la funcion de transductor

fisicoguimico.
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1. Antecedentes
1.1 Consideraciones fundamentales de electrodeposicion.

La electrodeposicion es un tratamiento electroquimico donde los iones metalicos suspendidos
en un electrolito se reducen y sedimentan sobre la superficie de un catodo formando una pelicula
metéalica fina sobre el electrodo, si se establece un potencial en una celda electrolitica se generara
una corriente la cual es un flujo de electrones provenientes del movimiento de iones hacia el anodo
o descomposicion de moléculas en la superficie de este, por el contrario los iones cargados
positivamente o cationes se dirigiran hacia el catodo, el sentido de la corriente fluird en virtud del
movimiento de estos iones, los electrones seran tomados de la oxidacion en el &nodo y se dirigiran
hacia el catodo para reducir iones (Kanani, 2004).

Los procesos de electrodeposicion son procesos faradaicos dado que estan gobernados bajo la
ley de Faraday, esta ley establece que la cantidad de masa producida en la reaccién de
electroquimica es directamente proporcional a la carga total pasada a la solucién, esta carga
depende de la corriente en funcion del tiempo, esta corriente se Ilama corriente faradaica ya que
pasa del catodo a los iones de la solucion.

La carga total y la ley de Faraday son respectivamente:

0= f](t)dt (1.1)
Donde Q es la carga total (C), I es la corriente (A) y t el tiempo que dura la electrodeposicién (s).
w = Ath
= TIF (1.2)

Donde w es el peso del deposito (g), Awtel peso atomico del producto formado (g/mol), n el nGmero

de electrones intercambiados por reaccion unitaria y F la constante de Faraday (F= 96485 C/mol).
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La rapidez con la que los iones y las especies no cargadas involucradas en la reaccion se mueven
hacia el catodo desde la solucion dependen de condiciones hidrodinamicas predominantes en las
cercanias del catodo, estas condiciones hidrodinamicas o mecanismos involucrados en el
suministro de iones hacia el electrodo son: difusion, conveccion y migracion.(Kanani, 2004;
Schlesinger, Mordechay Paunovic, 2010)

1.2 Oxidacion de compuestos organicos sobre electrodos de niquel.

La oxidacién de compuestos organicos utilizando electrodos de niquel han sido un tema de
investigacion importante, en donde el trabajo publicado por Martin Fleischmann y colaboradores
en 1971 establecié los fundamentos para entender los mecanismos de reaccion de la oxidacion de
compuestos organicos sobre electrodos de niquel en soluciones bésicas (Fleischmann et al., 1971).
Fleischmann encontr6 que la oxidacion de los organicos sucede en el mismo rango de potencial en
donde es estable el oxihidroxido de niquel (NiOOH) lo que le llevo a concluir que esta especie de
niquel es catalizadora de la reaccion de oxidacién de una molécula organica, la reaccién ocurre

conforme a las siguientes reacciones:

Rapid
Ni(OH), —=5 NiO(OH) + e~ + H* (1.3)
lento
NiO(OH) + compuesto organico — Ni(OH), + producto (1.4)

La formacion del oxihidroxido a partir del hidroxido de niquel ocurre en la superficie de los
electrodos, el oxihidroxido de niquel cumple la funcién de catalizar la oxidacién de los compuestos
organicos mientras que simultineamente regenera el hidréxido de niquel que se oxida regenerando
el oxihidréxido de niquel (Fleischmann et al., 1971). La regeneracion del hidroxido de niquel hace
que esta reaccion sea autocatalitica, es decir, que la reaccion es catalizada por este mismo (S. I.

Blanco, 2014).
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Entre los trabajos destacados en el desarrollo y sintesis de estos electrodos basados en niquel se
encuentran los de Weng y colaboradores donde desarrollaron sensores de etanol basados en Niquel
modificado con 6xido de rutenio (RuO2) como electrodos de trabajo en solucién alcalina logrando
sensores mas eficientes frente a sensores de niquel desnudo (Weng & Chou, 2002), Lu y
colaboradores sintetizaron un sensor electroquimico no enzimatico ultrasensible gracias a que los
electrodos estan hechos de nanoalambres de Niquel para la deteccidn de glucosa (Lu et al., 2009).

En 2015 Blanco y colaboradores evaluaron la respuesta de la deteccion de acetaldehido, etanol
y acetilcolina sobre electrodos compuestos por un arreglo de nanoalambres de niquel y como
resultado concluyeron que las oscilaciones de la respuesta cronoamperometria estaban
directamente relacionadas con la concentracion de cada uno de los compuestos organicos
evaluados (S. Blanco et al., 2015).

1.3 Métodos electroanaliticos.

Las técnicas electrocataliticas relacionan las interacciones de la electricidad y la quimica como
la corriente, la carga o el potencial con aspectos quimicos, los procesos electroquimicos analizados
ocurren en la interfaz electrodo-solucion. La principal distincion que existe entre los diferentes
métodos electroanaliticos esta en el tipo de sefial eléctrica utilizada para la cuantificacion (Wang,

2006).

1.3.1 Cronoamperometrias

En esta prueba electroanalitica se registra la corriente y el tiempo como respuesta de aplicar un
potencial constante a una celda electroquimica, en condiciones donde el transporte de masa es
dado por la difusion o conveccién de especies electroquimicas. Para el caso de sensores

electroquimicos esta prueba electroanalitica permite caracterizar los electrodos sacando
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propiedades como el limite de deteccion, el rango lineal, tiempo de respuesta, reproducibilidad,

sensibilidad y estabilidad (S. I. Blanco, 2014).

1.3.2 Voltametrias Ciclicas

La voltametria ciclica es una de las técnicas més utilizadas y a menudo el primer experimento
electroanalitico realizado, ya que permite tener informacion cualitativa como termodinamica de
procesos redox, cinética de reacciones de transferencia de electrones, reacciones quimicas
acopladas y procesos de adsorcion (Wang, 2006). Esta prueba consiste en medir la corriente
resultante de aplicar un barrido lineal de potencial a un electrodo de trabajo y segun la informacion
buscada realizar uno o varios ciclos. La separacion entre los picos anddico y catédico muestran la
cantidad de electrones intercambiados por reaccion unitaria segun la siguiente ecuacion:

0.059
AEp = Epa — Epc = 4 (1.5)

n
Donde n es la cantidad de electrones intercambiados por reaccion unitaria.
Al variar la velocidad de barrido en una voltametria y relacionarlos con la corriente pico

alcanzada es posible determinar qué condiciones tenemos en la interfaz del electrodo, para

procesos controlados por difusion (1.6) o por adsorcion de especies (1.7)(Wang, 2006):

i, = (2.69x10%)n*2ACD/?v*/? (1.6)
~ n®F?TAv
ip =~ (1.7)

Donde n, F, T, A, v, R, D, C, T son respectivamente el nimero de electrones intercambiados
por reaccion unitaria, la constante de Faraday (F= 96485 C/mol), la cobertura superficial
(mol/cm?), el éarea superficial del electrodo(cm?), la velocidad de barrido(V/s), la constante

universal de los gases, concentracion (mol/cm?®), coeficiente de difusion (cm?/s) y la temperatura

(K).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Evaluar la respuesta cronoamperométrica de la oxidacion de insulina sobre electrodos de niquel.
2.2 Objetivos Especificos
e Sintetizar electrodos de niquel mediante electrodeposicién potenciostatica sobre
superficies de cobre y evaluar su respuesta electroquimica en soluciones alcalinas de KOH 0.1 M

mediante el anlisis por voltametrias ciclicas de barrido.

e Evaluar la oxidacion de insulina sobre la superficie de los electrodos sintetizados mediante

el analisis de la respuesta cronoamperométrica al aplicar potenciales de oxidacion.

e Establecer una posible relacion entre los valores caracteristicos de la respuesta
cronoamperométrica (corriente promedio y desviacion estandar) con el mecanismo de reaccion

auto catalitico de la insulina sobre electrodos de nigquel en soluciones alcalinas.
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3. Metodologia Experimental:

3.1 Estudios preliminares:

Previo a la evaluacion de la oxidacién de insulina se estudié la oxidacion de la glucosa, este
es un compuesto organico de gran importancia ligado a la insulina en el cuerpo humano, para
realizar este estudio se siguio la metodologia que se muestra en 3.2 utilizando glucosa como

analito. Los resultados obtenidos se encuentran en el apéndice A.

3.1.1 Estudio de la biestabilidad del niquel en la oxidacion de glucosa

Para estudiar la biestabilidad del niquel en sus estados de oxidacion Ni*3y Ni*2 se realizaron
dos pruebas electroanaliticas, una voltametria de barrido lineal a los electrodos de niquel en
KOH 0.1 M con una concentracion de 3.85 mM de glucosa y se encontré la corriente en donde se
ve la oscilacion maés alta de potencial en el electrodo, seguidamente se realizé una
cronopotenciometria manteniendo las mismas condiciones y el mismo electrodo aplicando la
corriente encontrada en la primera prueba para observar claramente las oscilaciones del

potencial.

3.2 Materiales y reactivos:

Se sintetizaron electrodos depositando Niquel (Ni) utilizando como substrato la seccién
transversal de la cara de alambres de cobre de calibre 12, el electrolito utilizado para la
electrodeposicion del Niquel fue una solucion Watts.

La evaluacion electroguimica de los electrodos de niquel se realizé utilizando una solucién de
KOH (Hidréxido de potasio) en una concentracion 0.1 M como electrolito y como analito insulina

en una celda electroquimica conformada por tres electrodos: electrodo de referencia de Ag/AgCl,
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electrodo auxiliar de grafito y electrodo de trabajo de niquel. Todos los ensayos electroquimicos

fueron realizados por un Potenciostato/Galvanostato marca AUTOLAB modelo PGSTAT101.

3.2.1 Sintesis de electrodos de niquel:

Partiendo de alambres de cobre rectos fueron desbastados en su seccion transversal con lijas de
agua de la 120 a la 1200, esto con el fin de tener una superficie con una rugosidad homogénea y
posteriormente un deposito homogeéneo de niquel sobre esta superficie, luego de esto se limpiaron
los electrodos de toda grasa y suciedad residual con etanol en ultrasonido durante 10 minutos, para
depositar niquel en la superficie del electrodo se preparé una solucién Watts con reactivos en
concentraciones encontradas en bibliografia (Schlesinger, Mordechay Paunovic, 2010), estos
fueron Sulfato de Niquel (NiSO4 98%), Cloruro de Niquel (NiCl> 98%) y Acido Borico (HsBOs3
99,8%) en una concentracion de 225 g/L, 30 g/L y 45 g/L respectivamente, estos reactivos fueron
diluidos en agua desionizada a una temperatura entre 44 y 66 °C diluyendo primero el Acido
Bdrico para acidificar la solucion, seguido del Cloruro de Niquel y del Sulfato de Niquel.

Luego de esto se realizaron cronoamperometrias a -850 mV por 20 minutos utilizando el
electrolito preparado y los alambres con la seccion transversal expuesta como electrodos de trabajo

y se verifico que los resultados proporcionados por la prueba electroquimica fueran reproducibles.

3.2.2 Evaluacion de la oxidacién de la insulina sobre electrodos de niquel mediante técnicas
electroquimicas:

Para realizar el estudio electroanalitico de las reacciones electroquimicas en los electrodos de
niquel primero se realizaron voltametrias ciclicas a los electrodos de niquel en una solucion
alcalina KOH 0.1 M. Una vez pasada esta etapa se realizaron voltametrias ciclicas en el mismo
medio alcalino agregando dosis de insulina con el fin de comprobar si existia algin crecimiento

de la corriente en la zona anodica por dosis agregada; analizando las curvas obtenidas se determiné
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el valor de potencial en el cual existia la mayor linealidad entre la subida de corriente obtenida por
concentracion de insulina en el medio; para ambas etapas se realizaron voltametrias ciclicas a
diferentes velocidades de 10 a 70 mVs™ para determinar el mecanismo de control en medio
alcalino y en medio alcalino con el analito.

Para evaluar la respuesta cronoamperomeétrica de la oxidacion de insulina sobre los electrodos
de niquel se realiz6 una cronoamperometria en medio alcalino fijando el potencial que se
determind en la etapa anterior y agregando dosis de insulina manteniendo una agitacion mecanica
controlada durante la prueba electroquimica, una vez realizada la prueba se determind el promedio
de corrientes y desviacion estandar en las oscilaciones por concentracion de insulina en la celda y
finalmente teniendo estos resultados se obtuvieron las curvas de calibracion del electrodo asi como

su limite de deteccion (LOD) y sensibilidad.
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4. Resultados
4.1 Sintesis de electrodos
Se prepararon los alambres de cobre como se indica en la metodologia, el pH de la solucién

Watts preparada fue de 2.3.

4.1.1 Seleccion del potencial aplicado para la electrodeposicion:

Para poder seleccionar el potencial adecuado para la electrodeposicion del niquel se tuvieron
en cuenta 3 aspectos, en primer lugar se debe determinar el potencial en donde el substrato de
cobre no vaya a reaccionar con el medio (4.1) utilizando el diagrama de pourbaix del cobre
(Apéndice B) con el pH de la solucién Watts se determind que era por debajo de 0.3 V vs SHE o
de 0.101 V vs Ag/AgCI con el fin de evitar la oxidacién de la superficie del cobre, en segundo
lugar el potencial debe estar en la zona de estabilidad termodinamica del niquel sélido analizando
el diagrama de pourbaix del niquel (Apéndice C) debe ser por debajo de -0.25 V vs SHE o -0.458
V vs Ag/AgCl para que ocurra (4.2), dado que en esta zona de estabilidad ocurre simultdneamente
una evolucion de hidrégeno (4.3), se debe seleccionar un potencial donde el niquel se reduzcay a
su vez no haya una evolucion de hidrogeno gque genere poros en el recubrimiento, para determinar
esto se realiz6 una voltametria ciclica de -1200 mV a -200 mV (Figura 1), analizando el
voltagrama y la superficie del electrodo durante la prueba se encontr6 que entre los -900 mV vy los
-800 mV se obtuvo una deposicion de niguel sin una evolucion de hidrogeno apreciable sobre la
superficie del electrodo.

Cu (s) » Cu?t + 2e~ (4.1)
Ni?* +2e~ - Ni (s) (4.2)

2H* +2e~ - H, (9) (4.3)
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Figura 1.

Voltametria ciclica a 10mVs-1 de los electrodos de cobre en solucion Watts.
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4.1.2 Electrodeposicion potenciostatica de niquel en alambres de cobre:

Se realizé una cronoamperometria aplicando un potencial constante de -850 mV vs Ag/AgCI
(Figura 2) donde en la superficie del electrodo ocurre la reaccién (4.2), en la cronoamperometria
se muestran los valores caracteristicos de corriente para la deposicion de niquel.

Analizando la curva obtenida se observa que la corriente en un principio desciende
precipitadamente hasta estabilizarse a los 80 segundos aproximadamente, la estabilidad de la

corriente es consecuencia del flujo constante de iones hacia la superficie del electrodo debido a la

conveccion forzada en la celda electroquimica.
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Figura 2.

Cronoamperometria a -850 mV vs Ag/AgClI de la deposicion de niquel sobre electrodos de
cobre.
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La cantidad de niquel depositado puede hallarse de acuerdo con la Ley de Faraday (Ecuacion
1.2) donde la carga por unidad de &rea en C*cm generada puede determinarse integrando el area
bajo la curva de la cronoamperometria (Ecuacién 1.1) y como resultado se obtuvo una carga de
16612.903 C*cm asi tenémos que el peso de niquel depositado sobre la superficie del electrodo

es de:

9 c 2
(58.6934-L7) « (16612.903 sz) % (0.033006 cm?)

w (gr Ni) = C
2 eq * 96500

mol x eq
w(gr Ni) = 0.16675 gr
4.2 Evaluacion electroquimica de electrodos de Niquel en solucion alcalina
Para evaluar electroquimicamente los electrodos de niquel se utilizo una solucion alcalina de
KOH 0.1 M con un pH de 12.8 como electrolito en donde el electrodo al estar en equilibrio con
este se cubre con una capa de hidroxido de niquel (NiOHz) en su superficie (Fleischmann et al.,

1971), se realizaron voltametrias ciclicas (Figura 3) a diferentes velocidades de barrido (10 a 70
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mVs1) la ventana de potencial aplicada se consultd de investigaciones de otros autores (S. Blanco
et al., 2015; Fleischmann et al., 1971; Kostecki & McLarnon, 1997) este rango de potencial va de
200 mV a 650 mV vs Ag/AgCl . En el voltagrama muestra que es de tipo quasireversible, al hacer
el barrido de potencial de 400 a 600 mV vs Ag/AgCl tenemos una oxidacion apreciable del
hidréxido de niquel (NiOH2) como se muestra en (1.3) en donde el estado de oxidacion Ni*? pasa
a ser Ni*® pasando a formar oxihidroxido de niquel (NiOOH) (Fleischmann et al., 1971) con su
pico anddico en 430 mV, de 600 a 650 mV tenemos una evolucién de oxigeno en la superficie del
electrodo debida a la descomposicion del agua, cuando comienza el barrido en sentido inverso de
650 mV a 200 mV la corriente disminuye a corrientes negativas (corrientes de reduccion) en donde

de 430 mV a 230 mV tenemos una reaccion inversa a (1.3) y un pico catdédico a los 373 mV.

Ni(OH), ~P% NiO(OH) + e~ + H*

La distancia entre el pico catédico y anodico es de 57 mV lo que muestra que existe el
intercambio de 1 electrén en las reacciones redox (Ecuaciéon 1.5) confirmando asi el paso de
valencia Ni*2a Ni*® y viceversa, cuando se realiza el barrido de potencial en sentido positivo la
corriente aumenta anédicamente debido a la difusion de iones OH™ hacia la superficie del electrodo,
tras pasar el pico de corriente el producto formado satura la superficie del electrodo y disminuye
el transporte de iones OH™ y en consecuencia se tiene un decrecimiento en la corriente, al aumentar
la velocidad de barrido de potencial se conduce a una reduccion en el tamafio de la capa de difusion

y en consecuencia la corriente aumenta en los picos del voltagrama (Elgrishi et al., 2018).
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Figura 3.

Voltametrias ciclicas del electrodo de Niquel en solucion KOH 0.1M, a diferentes velocidades de
escaneo: 10mV.s-1 a 70mV.s-1.
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Al relacionar la corriente pico con la velocidad de barrido podemos determinar el mecanismo
que controla el movimiento de las especies hacia la superficie del electrodo, el cual muestra el
comportamiento interfacial de los compuestos electroactivos (Wang, 2006) el mecanismo puede
estar controlado por la difusion o por adsorcion y desorcion de especies, en las figuras 4 y 5 se
compara la densidad de corriente pico vs la velocidad de barrido y su raiz (V¥?) de acuerdo con
las ecuaciones 1.6 y 1.7 respectivamente, la figura que cuente con un coeficiente de determinacion

(R?) més alto indicara cual es el mecanismo de control de transporte de especies electroactivas.
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Figura 4.

Linealizacion corriente pico (ip) vs Raiz cuadrada de la velocidad de barrido de acuerdo con la
ecuacion 1.6 para determinar control por difusion de especies.
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Figura 5.

Linealizacion corriente pico (ip) vs Velocidad de barrido de acuerdo con la ecuacién 1.7 para
determinar control por adsorcion de especies.
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Comparando la figura 4 y 5 se observa que el mecanismo predominante de transporte de
especies para la celda es el control por adsorcion (Figura 5) debido a que su coeficiente de
determinacion es de 0.999.

Ecuacion de la recta linealizada para el control por adsorcion:

i, = 0.02015v — 0.0834
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Con la ecuacion 1.7 y la pendiente de la recta linealizada se puede calcular la cobertura de
superficie I el cual es de 6.5034 x10°" molcm, los calculos se muestran en el apéndice D.

La cobertura superficial (I') también puede ser calculada teniendo el area bajo la curva del pico
anodico de una voltametria con ejes 1(A) vs E(V) (Wang, 2006), para esta investigacion se calculd
el area bajo la curva del pico anddico de la voltametria a 50 mVs™ de la figura 3 (Apéndice D) la
superficie de cobertura obtenida es de I'= 6.6147x10"" molcm™.

Este valor de cobertura de superficie es una aproximacion al valor tedrico, el cual se calculd
con la regresion lineal y la ecuacién 1.7, comparando ambos valores tenemos un 1.71% de error
frente al valor tedrico, este error se debe a la superficie irregular del electrodo lo cual afecta el area
real de este, ademas el area calculada bajo el pico anddico es una aproximacion y se puede acotar
a espacios que no hacen parte del pico anddico.

La cobertura superficial indica la cantidad maxima de moléculas de compuesto que puede
aceptar la superficie del electrodo (Wang, 2006).

4.3 Evaluacion de la oxidacién electrocatalitica de insulina en el electrodo de niquel.

Una vez realizada la evaluacion electroquimica de los electrodos de Niquel en una solucion alcalina,
se evalud la actividad electrocatalitica de los electrodos en presencia de insulina como analito disuelto
en el mismo electrolito utilizado en la seccion 4.2, ademas se evalud el comportamiento interfacial del
electrodo en presencia de insulina (controles por difusion o por adsorcion de especies), en la figura 6
se muestra la respuesta que tienen los electrodos cuando el electrolito tiene una concentracién de 112
nM de insulina aplicando la misma ventana de potencial de la seccion 4.2 y evaluando a diferentes
velocidades de barrido (10 a 70 mVs™), analizando la figura 7 y 8 se observa un incremento lineal de
los picos anddicos lo cual muestra que el mecanismo controlante de transporte de especies es por la
adsorcion de moléculas y no por la difusion de estas, era de esperarse este comportamiento ya que

estos procesos de adsorcion y desorcion son caracteristicos de moléculas orgéanicas (Wang, 2006).
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Figura 6.

Voltametrias ciclicas del electrodo de Niquel en solucion KOH 0.1M y 112 nM de insulina, a
diferentes velocidades de escaneo: 10mV.s-1 a 70mV.s-1.
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Figura 7.

Linealizacion corriente pico (ip) vs Raiz cuadrada de la velocidad de barrido de acuerdo con la
ecuacion 1.6 para determinar control por difusion de especies.
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Figura 8.

Linealizacion corriente pico (ip) vs Velocidad de barrido de acuerdo con la ecuacién 1.7 para
determinar control por adsorcion de especies.
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Segun la ecuacién 1.7 la cobertura superficial del electrodo en presencia de insulina fue de
I'=7.4813x10"" molcm™ un valor mayor al que se presenta en ausencia de esta, este aumento es
debido al mecanismo autocatalitico del NiOOH el cual oxida la insulina y se regenera (Ecuaciones
1.3y 1.4), de esta manera logra aceptar mas moléculas de insulina, viéndose reflejado en la curva
como un aumento en la corriente anddica, calculando el area bajo la curva del voltagrama a 50
mVs(Apéndice E) se encontré una cobertura de superficie I'=7.2069x10” molcm con un error
del 3.6% frente al valor tedrico que se calculé con la ecuacién.

Luego de realizados estos ensayos se procedié a comparar los voltagramas de las figuras 3y 7
a una misma velocidad de barrido como se muestra en la figura 9, el resultado observado es que la
regién anddica se incrementa en su valor de corriente indicando que la insulina se oxida en el
mismo rango en el que se forma el NiOOH, la regeneracion quimica del hidréxido y paso
nuevamente a oxihidroxido incrementan la corriente de la zona anddica, esto era de esperarse ya

que fue expuesto por Fleischmann y colaboradores utilizando moléculas organicas segun las
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ecuaciones 1.3 y 1.4, Rafiee y colaboradores desarrollaron electrodos impresos de nanotubos de
carbono con nanoparticulas de éxido de niquel depositadas para la deteccion de insulina (Rafiee
& Fakhari, 2013) y describen las reacciones en la interfase del electrodo como sigue:

NiOOH + Insulina — Ni(OH), + Forma Oxidada de la Insulina  (4.4)

La region catddica permanece practicamente igual dado que en esta zona solo el NiOOH se
reduce Ni(OH)2, lo que quiere decir que ni la insulina ni su forma oxidada reacciona con este
estado del niquel.

Figura 9.

Voltametrias ciclicas a 70 mVs-1 de los electrodos de Niquel en KOH 0.1 M con insulina (curva
azul) y en ausencia de esta (curva negra).
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Para ver la relacion que tiene la corriente anddica y la concentracion de insulina en el electrolito
se realizd una voltametria ciclica de 11 ciclos a 30 mVs™ en donde por ciclo se le agregé una
alicuota de 30 uL con 35 mg/mL de insulina y se homogeneizaba en la solucién con un agitador
mecanico, como se muestra en la figura 10 existe un aumento progresivo y claro de la corriente lo
que muestra que el electrodo tiene buena capacidad de detectar insulina en un amplio rango de

concentraciones sin llegar a saturarse.
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La especie Ni*® (NiOOH) cataliz la reaccion de oxidacion de la insulina, por lo que la corriente
méaxima de reduccién disminuy6 al aumentar la concentracion de insulina (Rafiee & Fakhari,
2013).

Figura 10.

Voltametria ciclica del electrodo de niquel en KOH 0.1 M, agregando alicuotas de 30 uL con 35
mg/mL de insulina por ciclo. Velocidad de barrido: 30 mVs-1.
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Figura 11.

Corriente del pico anddico ip vs Concentracién de insulina en el electrolito.

0.80

2%
R°=0.984 e
ip= 0.6253 + 0.05969'C S
e
0.75 B
& A
£ P
E o070 -
o S
=1 o
Vs
3
0.65 - ’
[ ]
T T T T T 1
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0

[C] Insulina (uM)



EVALUACION DE LA OXIDACION DE INSULINA 32

Figura 12.

Corriente de la zona anddica (a E=550 mV vs Ag/AgCl) vs Concentracion de insulina en el
electrolito.
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4.4 Analisis por cronoamperometrias.

Dado que la voltametria ciclica no es particularmente sensible a bajas concentraciones, se
emplea la cronoamperometria en condiciones de agitacion para el analisis de la corriente generada
por el electrodo con una concentracion de insulina mas baja (Salimi et al., 2007) asi que se diluyd
las alicuotas para tener concentraciones cercanas a las de insulina en sangre humana en el
electrolito. Esta evaluacion se hace con el fin de calcular la sensibilidad, el coeficiente de
correlacion y el limite de deteccion que tienen los electrodos de niquel en presencia de insulina
para caracterizar los electrodos como sensores de esta.

Para determinar el potencial aplicado en la prueba se analiz6 la linealidad de la corriente en la
ventana de potencial donde ocurre la oxidacion de la insulina y se concluyo que la mayor linealidad
o coeficiente de determinacion obtenida fue a los 550 mV vs Ag/AgCl (Figuras 12 y 13).

En la figura 13 se muestra el resultado de aplicar la cronoamperometria a 550 mV vs Ag/AgCl a
un electrodo de niquel en una solucion de KOH 0.1 M con el fin de evaluarlo como sensor, a partir

de los 420 segundos se agregaron alicuotas de insulina cada 60 segundos, se observa que la
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corriente aumenta escalonadamente por cada alicuota de insulina agregada, ademas de incrementar
en su oscilacién por escalon.
Figura 13.

Respuesta cronoamperométrica de los electrodos de niquel con adiciones de insulina.
Electrolito: KOH 0.1 M, Potencial aplicado: 550 mV vs Ag/AgCl.
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Una vez obtenida la respuesta cronoampérometrica del electrodo se procede a caracterizar el
electrodo para compararle con otros sensores. En la figura 14 se muestra la relacion entre la
corriente promedio por escalon corregida frente a la concentracion de insulina en el electrolito.
Mediante el ajuste lineal de la curva de calibracion se calculd el coeficiente de correlacion de R?
=0,997.

Figura 14.

Curva de calibracion del electrodo de Niquel, corriente promedio corregida de la figura 13
frente a la concentracion de insulina en el electrolito.
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La sensibilidad del electrodo es calculada mediante la siguiente ecuacion:

Al
~ ACA

S
Donde Al es el cambio en la corriente relacionada con el cambio de concentracion en el
electrolito de analito AC en dos puntos de la figura 14 y A es el area geométrica del electrodo, en

otras palabras, la sensibilidad del electrodo se refiere a la pendiente de la figura 14.

El limite de deteccion es calculado mediante la siguiente ecuacion:

3S
Xiop = Ta

Donde S, es la desviacion estandar de las corrientes en estabilidad en ausencia de insulinay b
es la sensibilidad del electrodo.

Comparando las propiedades del sensor desarrollado en esta investigacion (tabla 1) con
sensores desarrollados por otros investigadores se observa que es 8 veces mas sensible y posee un
limite de deteccion 5 veces menor que los sensores desarrollados por Lu y colaboradores.

Tabla 1

Comparacion entre las propiedades obtenidas de sensores de insulina a base de niquel
sintetizados por otros autores con el de la presente investigacion.

Electrodo Sensibilidad Limite de deteccion Referencia

(LAUM™)
NiONPs/Nafion- 1.83 6.1 nM (Rafiee & Fakhari, 2013)
MWCNTSs/SPE
NiO-EDA-CNFs 1.55 12.1 nM (Lu et al., 2009)
Ni (OH)2-GN/GC - 200 nM (Lin et al., 2014)
SPE/CNT/NiCoO2 0.131 182.5nM (Arvinte et al., 2010)
Guanine/NiOxNPs/GC  100.9 22 pM (Salimi et al., 2008)
NiNPs/ITO 2140 10 pM (Yu et al., 2016)
K4[Mo 6.14 0.45nM (Salimi et al., 2006)
(CN)8]+Ni/CCE
Ni 13 2.45nM Presente investigacién

En el presente estudio se analiza la relacion entre la fluctuacion de la corriente por escalon y la

concentracion de organico en la solucidn, este estudio fue propuesto por Blanco y colaboradores(S.
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Blanco et al., 2015; S. 1. Blanco, 2014). Esta oscilacion de la corriente tiene una amplitud creciente
con respecto a los escalones de la figura 14, por ello se relaciond la desviacién estandar con la
concentracion de insulina los resultados se muestran en la figura 15.

Figura 15.

Curva de calibracion del electrodo de Niquel, desviacion estandar corregida de las oscilaciones
de cada escalon de corriente frente a la concentracién de insulina en el electrolito.
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Wojtowicz en 1968 estudié las oscilaciones en la corriente producidas al oxidar Etileno y
propuso que una reaccién autocatalitica, tiene una velocidad de reaccion proporcional al nimero
sitios vacantes en la superficie del electrodo, esto se relaciona con el mecanismo de reaccion y su
comportamiento oscilatorio donde la adsorcién y desorcién de especies en la superficie de los
electrodos esta controlada por velocidad de reaccién de los intermediarios que se producen durante
los pasos de reaccidn de un compuesto organico (Hudson & Tsotsis, 1994; Wojtowicz et al., 1968).

La biestabilidad del niquel en presencia de moléculas organicas se observa claramente en la
cronopotenciometria realizada en los estudios preliminares con glucosa (Apéndice A), en donde
se aprecia el modelo presa-depredador expuesto por Lotka y Volterra (S. Blanco et al., 2015) el
cual muestra que la cinética de las reacciones esta controlada por el paso de reaccion mas lento,
en la cronopotenciometria se observa que el potencial oscila en funcién del tiempo debido a que

la superficie del electrodo ocurren las reacciones 1.3y 1.4, la frecuencia de oscilacion disminuye
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debido al agotamiento de reactivo en solucion (glucosa) y su amplitud aumenta debido a que el
rango de potencial de estabilidad de las especies ligadas a los estados de oxidacion del niquel Ni*3
y Ni*2 aumenta con el tiempo (S. Blanco et al., 2015).

Con lo anterior mencionado, la amplitud de las oscilaciones vistas en la prueba
cronoamperométrica estan relacionada con las reacciones quimicas y electroquimicas que
describen el mecanismo de oxidacion de la insulina, como se mostré en la reaccion 1.3 el hidroxido
de niquel forma oxihidroxido de niquel y es alli donde existe un intercambio de electrones luego
es donde el potenciostato registra que fluctia la corriente, la oxidacion de la insulina ocurre
utilizando el NiOOH como intermediario y regenerando el Ni(OH)2 donde el niquel presenta una
biestabilidad entre los estados de oxidacion Ni*®y Ni*? (S. Blanco et al., 2015) y su mecanismo de

reaccién esta determinado por los intermediarios formados durante la oxidacion de la insulina.
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5. Conclusiones

Se evalUo la respuesta cronoamperomeétrica de la oxidacion de insulina sobre los electrodos de
niquel manteniendo un potencial de oxidacion fijo, mostré que la corriente registrada y la amplitud
de las oscilaciones estan relacionadas linealmente con la concentracion de insulina en la celda
electroquimica.

Se sintetizaron electrodos de niquel mediante electrodeposicidén potenciostatica los cuales
mostraron un buen comportamiento electrocatalitico oxidando insulina en un amplio rango de
concentraciones sin saturarse.

Se caracterizO mediante técnicas electroanaliticas el electrodo de niquel como sensor
electroquimico mostrando buenas propiedades frente a otros electrodos desarrollados comparando
su limite de deteccién y sensibilidad.

Las oscilaciones registradas en la corriente son consecuencia de su mecanismo de reaccion dada

la biestabilidad que presenta el niquel al oxidar insulina.

6. Recomendaciones

Evaluar la respuesta cronoamperométrica de la oxidacién de insulina en electrodos
nanoestructurados que permitan mejorar propiedades en el sensor en cuanto al limite de
deteccidén y sensibilidad.

Evaluar la respuesta cronoamperométrica de la oxidacién de insulina con otro compuesto
organico como la glucosa para establecer relaciones que permitan conocer la concentracion de

ambos compuestos organicos.
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Apéndice A. Resultados del estudio preliminar de la oxidacion de glucosa sobre electrodos
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Apéndice B. Diagrama de Pourbaix del Cobre (Cu)

Eh (Volts) Cu-B-Cl-Ni-5-H2O - System at 25.00 C
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Apéndice C. Diagrama de Pourbaix del Niquel (Ni)

Eh (Volts) Ni-K-H20 - System at 25.00 C
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Apéndice D. Célculos para determinar la cobertura superficial del electrodo en KOH 0.1 M
y pico anodico correspondiente al ensayo de voltametria ciclica llevado a cabo a 50mV

KOH 0.1 M, el area bajo la curva se relaciona con la cobertura superficial.
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Apéndice E. Pico anddico correspondiente al ensayo de voltametria ciclica llevado a cabo a
50mV en presencia de insulina, el &rea bajo la curva se relaciona con la cobertura

superficial.
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