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Las bases de Schiff fueron descritas por primera vez en 1864 por Hugo Schiff, a quien 

deben su nombre. Son el producto de condensación de una amina y una cetona o 

aldehído, generándose un grupo azometino. El interés real generado por esta clase de 

compuestos es principalmente debido a la facilidad de su preparación y la posibilidad de 

modificar su estructura con distintos sustituyentes, dada la diversidad existente de aminas 

y compuestos con grupos carbonilo.  

Dentro de la gran variedad de bases de Schiff descritas en la literatura, son 

particularmente interesantes los derivados de la condensación del ácido salicílico, y sus 

análogos, con diaminas alquílicas o alifáticas. El resultado de estas reacciones de 

condensación son compuestos que contienen en su estructura dos oxígenos y dos 

nitrógenos capaces de formar complejos estables con metales con diversos estados de 

oxidación en un entorno fácilmente alterable. Las aplicaciones de este tipo de ligandos y 

sus complejos metálicos se centran fundamentalmente en su capacidad para actuar como 

catalizadores tanto en catálisis homogéneas como heterogéneas. Además, estos 

compuestos están involucrados en diferentes reacciones biológicas, ya sea como 

precursores de algunas drogas o como modelos miméticos de enzimas. 

En la actualidad, su facilidad de preparación, sus propiedades como catalizadores y 

su aplicación en distintos procesos biológicos hace que, los ligandos de base de Schiff sean 

moléculas especialmente atractivas para ser utilizadas en el diseño de sensores y 

biosensores. 
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1. Sensores electroquímicos. Electrodos modificados químicamente 

De acuerdo con la IUPAC, un sensor químico es un dispositivo integrado capaz de 

proporcionar información química específica cuantitativa o semicuantitativa, formado por 

un elemento de reconocimiento el cual está en contacto directo con un elemento de 

transducción (http://goldbook.iupac.org/). Por tanto, un sensor químico es un dispositivo 

capaz de convertir la información química en una señal analítica útil. En general, deben ser 

dispositivos de pequeñas dimensiones, de bajo coste, de fácil utilización y que presenten 

tiempos de respuesta cortos. De forma esquemática, un sensor químico estaría 

básicamente compuesto por un sistema químico de reconocimiento, acoplado a un 

transductor apropiado, que transforma el evento de reconocimiento del analito en una 

señal medible, que posteriormente es detectada y procesada. Por todo esto, los sensores 

químicos representan un área muy interesante y en expansión dentro de la investigación 

en química analítica, especialmente indicada para medidas in situ. 

Cuando el elemento de reconocimiento está en contacto con un transductor 

electroquímico, estos instrumentos se denominan sensores electroquímicos. Comparados 

con otros tipos de sensores, los electroquímicos son dispositivos muy simples y fácilmente 

miniaturizables, lo que permite hacer medidas en pequeños volúmenes de muestras o en 

zonas de dimensiones reducidas. Además, presentan un intervalo de respuesta más 

amplio que la mayoría de los sensores químicos basados en otros principios y unos límites 

de detección suficientes para la mayor parte de las muestras de interés analítico. En 

general, se obtienen respuestas rápidas y los dispositivos no tienen un coste muy elevado. 

Por último, otra ventaja es la disponibilidad de diferentes tipos de transductores 

(electrodos), lo que permite obtener un número elevado de sensores diferentes para una 

gran variedad de aplicaciones (Alegret, 2004). Sin embargo, durante las décadas de los 50 

y 60 los materiales más utilizados (mercurio, platino, carbono) permitían realizar 

determinaciones extraordinariamente sensibles de diversos analitos pero de escasa 

selectividad. Ha sido en los años 70 cuando han aparecido nuevas alternativas capaces de 

superar la escasa selectividad de los electrodos convencionales usados como 
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transductores. 

Como una de estas alternativas surgen los electrodos químicamente modificados 

cuyas características y respuestas electroquímicas dependen de la modificación realizada 

en su superficie. En las últimas tres décadas, ha aumentado el interés y se han realizado 

grandes avances en este campo, siendo la investigación de las características de su 

superficie y sus aplicaciones una de las áreas de investigación más activas en la 

electroquímica y en la química analítica actual. En comparación con los electrodos 

tradicionales, los electrodos químicamente modificados proporcionan cinéticas de 

transferencia electrónica entre el analito y el electrodo más rápidas y muestran una mejor 

selectividad, sensibilidad y estabilidad, permitiendo obtener una respuesta a medida de 

las necesidades analíticas (IUPAC, 1998). Por tanto, estos electrodos ofrecen no sólo la 

variabilidad de sus características redox, sino también la posibilidad de elegir las 

propiedades físicas y químicas deseadas, como la carga, la polaridad, la quiralidad o la 

permeabilidad. Como ocurre con cualquier otro tipo de sensor, la aplicación con éxito de 

los electrodos modificados con fines analíticos depende principalmente de su capacidad 

para transducir la identidad o la concentración de analito con las siguientes propiedades: 

estabilidad, reproducibilidad, respuesta bien definida, posibilidad de determinar el 

parámetro de interés en un elevado intervalo de concentración y ausencia de 

interferencias. Por tanto, el material modificador se elige de tal manera que sea o bien 

selectivo (e incluso específico) a un analito en particular, o bien capaz de mediar 

reacciones redox que son lentas, o incluso imposibles, sobre el electrodo sin modificar. De 

esta forma, los procesos redox que ocurren entre el electrodo y el analito en disolución 

están fuertemente influidos por las características del modificador empleado. En 

definitiva, la modificación de un electrodo le dota de la selectividad de la que éste carecía. 
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1.1. Métodos de preparación de electrodos modificados químicamente 

En general, los materiales utilizados como soportes en el diseño de electrodos 

modificados químicamente suelen ser electrodos metálicos (Pt, Au) o derivados del grafito 

como los electrodos de carbón vítreo o de grafito pirolítico, la fibra de carbono o los 

electrodos de pasta de carbono. Como especies modificadoras, se han utilizado metales y 

sus aleaciones, óxidos y complejos metálicos, polímeros, materiales compósitos, enzimas 

o materiales orgánicos. 

La capa de modificador debe permitir la comunicación electroquímica entre el 

material del electrodo y la disolución que contiene el analito, lo cual se asegura 

normalmente gracias a la presencia de un grupo electroactivo en dicha capa modificadora 

o, en algunos casos, mediante el empleo de polímeros conductores. La unión de estos 

centros mediadores al soporte electródico puede conseguirse por alguno de los métodos 

descritos en la literatura, basado en los procedimientos generales que se describen a 

continuación (Figura 1). 

Figura 1: Representación esquemática de los distintos métodos de preparación de 

electrodos modificados químicamente 

M

N

Enlace covalente Modificador en 
matriz conductora

Recubrimiento 
físico con polímeros

Electrodos compósitos y 
de pasta de carbono

O

NH M

O

NH M

C

Adsorción

M

Fisisorción

Quimisorción

S

S

S M

MA
u

M

M

M

M

M
M

*
*

n 

M+M+

M+M+

M+M+

*
*

n 

M

M

M

M

N

Enlace covalente Modificador en 
matriz conductora

Recubrimiento 
físico con polímeros

Electrodos compósitos y 
de pasta de carbono

Electrodos compósitos y 
de pasta de carbono

O

NH M

O

NH M

C

O

NH M

O

NH M

O

NH MM

O

NH MM

C

Adsorción

MM

Fisisorción

Quimisorción

S

S

S M

MA
u

S

S

S MM

MMA
u

M

M

M

M

M

M

MM

MM

MM

M

M
M

MM

MM
MM

*
*

n 

M+M+

M+M+

M+M+

*
*

n 

M+M+

M+M+

M+M+

*
*

n 

M

M

M

*
*

n 

MM

MM

MM



Introducción 

7 

La elección de un método u otro de modificación del electrodo se hará persiguiendo 

los siguientes objetivos: una unión fuerte del modificador y la superficie electródica, una 

alta transferencia de carga entre el modificador y el electrodo y, por último, la presencia 

de una concentración alta de centros activos en la superficie para obtener señales 

analíticas altas.  

 

A. Adsorción directa del reactivo a la superficie del electrodo 

Muchos de los electrodos modificados químicamente descritos se fundamentan en 

la adsorción de moléculas a diferentes tipos de electrodos. La adsorción se puede 

conseguir mediante la aplicación de un potencial (electroadsorción) o sencillamente 

depositando el material disuelto y dejando evaporar el disolvente. Esta estrategia es 

adecuada cuando la solubilidad del modificador en medio acuoso es baja. 

La modificación de electrodos mediante adsorción puede basarse tanto en 

interacciones físicas (fisisorción) como químicas (quimisorción). Un ejemplo típico de 

fisisorción, es la adsorción de moléculas con anillos aromáticos con múltiples enlaces π 

deslocalizados sobre electrodos de grafito. Así, se han utilizado fenacinas, fenoxacinas, 

fenotiacinas, quinonas, porfirinas (Dong y cols, 1995; Gorton y cols, 1984; Persson, 1990; 

Torstensson y Gorton, 1981; Tse y Kuwana, 1978). Otro ejemplo, sería la adsorción de 

olefinas sobre electrodos de Pt gracias a la formación de enlaces Pt-C (Lane y Hubbard, 

1973a, b). Según distintos estudios, la activación de electrodos de carbón vítreo favorece 

la fisisorción de distintos compuestos (Shamsipur y cols, 2001a). 

Los problemas de estabilidad que presentan los electrodos modificados 

químicamente por fisisorción pueden resolverse mediante la preparación de monocapas 

autoensambladas por quimisorción. Probablemente el ejemplo más conocido sea la 

quimisorción de tioles sobre superficies metálicas, principalmente oro. La fuerte afinidad 

entre ambos hace que sea un método sencillo de modificación muy utilizado. Mediante 

estos sistemas se pueden obtener superficies modificadas altamente ordenadas, 

compactas y estables (Darder y cols, 1999). 
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B. Unión química por formación de enlace covalente 

Este tipo de enlace se establece entre determinados grupos del reactivo modificador 

y de los soportes electródicos. La generación de los grupos funcionales sobre la superficie 

electródica se realiza mediante tratamientos químicos o por derivatización con moléculas 

que poseen grupos funcionales.  

La unión covalente puede, también, tener lugar directamente sobre la superficie del 

electrodo. Este enlace directo puede llevarse a cabo por varios métodos, como la abrasión 

mecánica o pirolisis en vacío (Sharp y cols, 1979), cuando las superficies son de platino o 

carbono. Hay reactivos que se pueden unir covalentemente mediante reducción, como 

sucede con las sales de diazonio (Delamar y cols, 1992). 

Otra alternativa es la generación previa de grupos funcionales en el material 

electródico. Entre los grupos funcionales que pueden utilizarse para modificar las 

superficies electródicas se encuentran los grupos carboxílicos, amino, hidroxilo y diazonio. 

La silanización del electrodo o la modificación de la superficie con ácidos carboxílicos 

permite la formación de enlaces covalentes con grupos funcionales presentes en la 

estructura del modificador (Bourdillon y cols, 1980). 

C. Mezcla de un modificador con una matriz conductora 

Otro método de modificación de electrodos consiste en introducir el modificador en 

una dispersión homogénea de partículas de grafito en matrices líquidas del tipo de las 

parafinas, aceites minerales o siliconas (electrodos de pasta de carbono) o matrices 

sólidas del tipo de epoxys, teflon o ceras (electrodos compósitos). Estos sistemas ofrecen 

numerosas ventajas en cuanto a rapidez y facilidad de preparación de los electrodos, bajo 

coste, rigidez, rapidez de respuesta y una buena relación señal-ruido. Poseen una 

superficie renovable por pulido y, sobre todo, permiten su modificación casi con cualquier 

tipo de sustancia útil para el diseño de sensores: mediadores redox (Weissenbacher y cols, 

1992), reactivos complejantes (Baldwin y cols, 1986; Molina-Holgado y cols, 1995), 

cambiadores iónicos (Wang y cols, 1984), materiales biológicos (Gorton, 1995) o 

nanomateriales (Manso y cols, 2007). Recientemente, se ha publicado una extensa 
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revisión sobre los electrodos de pasta de carbono y sus aplicaciones en el electroanálisis 

(Svancara y cols, 2009). 

D. Recubrimiento físico de la superficie electródica con polímeros  

Una de las técnicas más extendidas para la preparación de electrodos modificados 

químicamente consiste en el recubrimiento de la superficie del electrodo con películas 

poliméricas. Este método de modificación presenta varias ventajas como son la 

estabilidad física y química de los electrodos resultantes, la buena conducción y la 

simplicidad de su preparación. Siendo la ventaja más significativa que los recubrimientos 

poliméricos obtenidos proporcionan una zona de reacción tridimensional en la superficie 

del electrodo que provoca un aumento en el flujo de las reacciones que ocurren en dicha 

superficie, lo que a su vez produce un incremento de la sensibilidad. 

Existen diferentes técnicas para preparar las matrices poliméricas. El polímero 

puede depositarse utilizando disoluciones de polímeros preformados, por precipitación 

electroquímica a partir de una disolución del polímero preformado, o puede generarse 

por polimerización electroquímica (Emr y Yacynych, 1995; Imisides y cols, 1991). Este 

último sistema es el más empleado, pues permite controlar el número de capas de 

polímero por medio de la intensidad o del potencial aplicado a la disolución. 

Se pueden distinguir tres grandes grupos de polímeros usados en sistemas 

electroquímicos (Pingarrón, 1999). 

• ELECTROACTIVOS o REDOX: estos polímeros contienen grupos unidos 

covalentemente a su esqueleto polimérico (electroquímicamente inactivo) capaces 

de oxidarse o reducirse. El transporte de carga ocurre por un mecanismo que 

involucra el salto de electrones de un sitio redox a otro. Como ejemplo cabe 

destacar el polivinilferroceno. 

• IONÓMEROS (polímeros intercambiadores de iones): son polímeros formados por 

grupos redox activos unidos electrostáticamente (tales como iones de complejos 

metálicos multivalentes) dispersos en una matriz a través de un proceso de 
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intercambio iónico. En este caso, la movilidad de la carga puede producirse bien 

por difusión física de los grupos electrostáticamente atrapados o bien por salto 

electrónico entre grupos vecinos como en el caso de los polímeros redox. Los 

ejemplos más representativos de este grupo de polímeros son el Nafion, el 

chitosano y la polivinilpiridina (PVP). Por ejemplo, los grupos piridina presentes en 

la PVP son capaces de unir electrostáticamente distintos aniones. El movimiento 

de los aniones es la causa de la conducción del polímero. 

• ELECTROCONDUCTORES: son polímeros orgánicos electroconductores que poseen 

en su estructura enlaces conjugados entre sus grupos electroactivos, por tanto 

presentan una buena conducción electrónica en un amplio intervalo de potencial. 

Algunos ejemplos de este tipo de polímeros son el polipirrol, la polianilina,  el 

politiofeno o el poliacetileno. En general, pueden considerarse intercambiadores 

iónicos puesto que los procesos redox que tienen lugar en el polímero, 

normalmente, están acompañados por la incorporación de iones en la matriz 

polimérica. En la revisión de Lange y colaboradores (Lange y cols, 2008) se trata 

ampliamente el tema de la obtención de electrodos modificados con películas 

poliméricas empleando este tipo de polímeros, incluyendo un número importante 

de aplicaciones en el desarrollo de sensores. 

Otros compuestos utilizados como recubrimientos poliméricos son los polímeros de 

complejos organometálicos y de otros compuestos inorgánicos como los cianuros 

metálicos polinucleares, las zeolitas y arcillas, o los óxidos metálicos. En concreto, la 

electrodeposición de complejos organometálicos como los derivados de las porfirinas y las 

ftalocianinas han sido ampliamente estudiados (Cox y cols, 1991). 
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1.2. Aplicaciones de los electrodos modificados químicamente  

Las aplicaciones electroanalíticas de los electrodos modificados están en su mayoría 

orientadas a la consecución de un cierto grado de selectividad, que puede entonces 

añadirse a la gran sensibilidad que puede conseguirse con las modernas técnicas 

electroquímicas. Esta selectividad puede lograrse por un efecto de acumulación del 

analito de interés, por una permeabilidad selectiva a través de la membrana o 

seleccionando las propiedades de la capa modificadora de modo que catalice una reacción 

específica. Por tanto, las principales aplicaciones de los electrodos modificados en el área 

del electroanálisis son la preconcentración, la electrocatálisis y la eliminación de 

interferencias. Estas tres formas de utilizar analíticamente los electrodos modificados no 

son áreas aisladas sino que a menudo es posible aplicar, mediante una modificación 

apropiada, varias de ellas simultáneamente. En la bibliografía existen diversas revisiones 

generales acerca de los electrodos modificados químicamente y de sus aplicaciones 

(Kutner y cols, 1998; Shaidarova y Budnikov, 2008; Wang, 1994; Zen y cols, 2003).  

En general, los electrodos modificados químicamente han sido empleados en 

análisis potenciométricos o amperométricos (Bakker y Telting-Diaz, 2002), como 

detectores en cromatografía líquida y/o inyección en flujo (Baldwin y Thomsen, 1991) o 

como electrodos selectivos de iones (Bakker, 2004). Un caso particular lo constituyen 

aquellos electrodos que utilizan sistemas biológicos para llevar a cabo el evento de 

reconocimiento de especies particulares. Este tipo de sistemas reciben el nombre 

específico de biosensores y su importancia es tal que constituyen per se un grupo 

homogéneo e independiente dentro de los sensores químicos. Por esta razón, se tratarán 

con más detalle a lo largo de esta Introducción. 

Puesto que el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha enfocado a la modificación de 

electrodos con el objeto de obtener sistemas de reconocimiento con propiedades 

electrocatalíticas, en esta Introducción se ha optado por desarrollar únicamente esta 

aplicación.  
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Electrocatálisis 

En ocasiones, las cinéticas electrónicas hacen que los procesos redox que sufre una 

especie ocurran a potenciales mucho más positivos o negativos que lo predicho por la 

termodinámica. Con el fin de disminuir los elevados potenciales requeridos para la 

detección directa de algunos analitos de interés ambiental, agroalimentario o biológico, se 

ha recurrido al empleo de mediadores redox. Por tanto, la modificación de la superficie 

del electrodo de manera adecuada puede reducir ese sobrepotencial (η) desplazando el 

potencial hacia un valor donde puede determinarse el analito de interés sin interferencias 

(Figura 2).  

Figura 2: Representación esquemática de una reacción de oxidación (A�B) en un 

electrodo sin modificar (1) y en otro modificado con un mediador redox (M�N) (2) . 

 

Como consecuencia, la disminución del potencial de detección supone la mejora en 

los límites de detección y en la selectividad, ya que, por una parte, mejora la relación 

señal-ruido y por otra, es menor el número de compuestos electroactivos que pueden 

sufrir algún tipo de reacción redox. Además, algunas veces, el cambio en el potencial de 

medida debido a efectos electrocatalíticos permite que procesos electródicos que en 

condiciones normales ocurren a potenciales cercanos o superiores al límite del disolvente, 

se desplacen a un potencial de medida útil. Además del desplazamiento de potencial, la 

electrocatálisis, generalmente, lleva asociado un aumento de la señal analítica. 
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La naturaleza del soporte al cual está enlazado el mediador redox puede variar 

desde matrices poliméricas, hasta metales, grafito o pasta de carbono. En cuanto a los 

mediadores redox, existen una gran variedad de compuestos orgánicos e inorgánicos 

utilizados para este fin. 

Debido a la sencillez de su preparación, los electrodos modificados mediante 

adsorción (fisisorción o quimisorción) son ampliamente utilizados en aplicaciones 

analíticas, en concreto en electrocatálisis. Por ejemplo, se han depositado un gran número 

de moléculas orgánicas para la detección de ácido ascórbico, hidracina, compuestos 

organohalogenados o mercaptanos, entre otros (Zen y cols, 2003). Recientemente, se ha 

descrito la preparación de electrodos de carbón vítreo modificados con nanotubos de 

carbono y diferentes mediadores redox para la determinación de hidracina (Salimi y cols, 

2008b; Zare y Nasirizadeh, 2007). Por otro lado, el empleo de monocapas 

autoensambladas también se ha utilizado para este tipo de aplicaciones. Los aminoácidos 

o péptidos que contienen grupos tioles terminales en su estructura (cisteína, 

metalotioninas) se han utilizado como modificadores para el estudio de la oxidación 

electrocatalítica de CO o dopamina (Shi y cols, 2001; Wang y cols, 2002). 

La modificación mediante enlace covalente de superficies de carbono con radicales 

arilo mediante la reducción de sales de diazonio ha sido ampliamente estudiada. Este tipo 

de modificación ha sido utilizada, recientemente, en electrodos serigrafiados de carbono 

para la determinación amperométrica de ácido ascórbico en frutas y hortalizas (Nassef y 

cols, 2008). 

Por lo que se refiere a los electrodos modificados con polímeros conductores, puede 

decirse que se han utilizado para la determinación de analitos como dopamina, ácido 

ascórbico, ácido úrico, NADH, morfina o serotonina (Heras y cols, 2007; Ho y cols, 2005; Li 

y Lin, 2007; Lupu y cols, 2002; Wang y cols, 2007). Se han utilizado películas poliméricas 

derivadas del tiofeno para la oxidación electrocatalítica de algunos neurotransmisores, 

catecoles y ácido ascórbico (Kelley y cols, 2006). En comparación con los electrodos de 

carbón vítreo, estas películas ofrecen la posibilidad de separar las señales 

voltamperométricas del ácido ascórbico, el catecol y p-aminofenol. Además, se han 
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estudiado las propiedades electrocatalíticas de estas películas sintetizadas en presencia de 

ciclodextrinas frente a la oxidación de dopamina y ácido ascórbico (Lupu y cols, 2003). 

Recientemente, Mathiyarasu y colaboradores han incorporado nanopartículas de oro en 

películas poliméricas derivadas del tiofeno para mejorar la determinación de dopamina 

(Mathiyarasu y cols, 2008). También se han utilizado nanopartículas de oro y nanotubos 

de carbono en el desarrollo de películas poliméricas de pirrol y los electrodos resultantes 

se han utilizado para la detección de serotonina en presencia de ácido ascórbico (Li y Lin, 

2007). 

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la preparación de electrodos de 

pasta de carbono mezclando polvo de grafito, aglutinante y un mediador redox es un 

sencillo proceso para la preparación de electrodos modificados químicamente útiles en la 

determinación electrocatalítica de un número importante de analitos, tanto inorgánicos 

como orgánicos. Así, se ha descrito la preparación de este tipo de electrodos usando como 

mediadores redox distintos viológenos para la determinación de NADH (Malinauskas y 

cols, 2000; Munteanu y cols, 2001), óxido de mercurio para la determinación de metales 

(Metelka y cols, 2000), un derivado de la antraquinona para determinar Pb2+ (Mousavi y 

cols, 2001). En la revisión llevada a cabo por Zen se incluyen un número importante de 

aplicaciones tanto de electrodos de pasta de carbono como de electrodos compósitos 

cerámicos (Zen y cols, 2003). 

Como es bien sabido, el uso de nanopartículas metálicas mejora las propiedades 

analíticas de los electrodos (Hernandez-Santos y cols, 2002). La incorporación de metales 

en películas poliméricas mejora frecuentemente sus propiedades electrocatalíticas, 

elimina los efectos de envenenamiento y aumenta la estabilidad de las respuestas de los 

electrodos modificados. El aumento en la actividad catalítica es debido a la formación de 

depósitos altamente dispersos que provocan la mejora de la electroconducción del 

polímero. A este respecto, Shaidarova y Budnikov revisan el uso de metales en la 

preparación de electrodos modificados proporcionando una extensa bibliografía sobre las 

aplicaciones más interesantes (Shaidarova y Budnikov, 2008). 
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El grupo de Bedioui ha publicado un trabajo sobre la preparación de materiales 

híbridos entre nanotubos de carbono y metaloporfirinas o metaloftalocianinas y su 

aplicación a la reducción electrocatalítica de oxígeno y peróxido de hidrógeno o la 

oxidación de óxido nítrico o tioles (Zagal y cols, 2009). Nyokong también ha estudiado las 

mejoras que supone la presencia de nanotubos de carbono en las propiedades 

electrocatalíticas de las metaloftalocianinas (Nyokong, 2008). En la revisión de Tacconi se 

trata el tema sobre la electrosíntesis, caracterización y aplicaciones de derivados 

metálicos de hexacianoferrato (de Tacconi y cols, 2003). En concreto, en nuestro grupo de 

investigación se ha desarrollado un sensor para la determinación de sulfitos a partir de 

electrodos de carbón vítreo modificados con películas poliméricas de hexacianoferrato de 

hierro (Garcia y cols, 2005). 

Las propiedades catalíticas de los electrodos modificados químicamente se han 

utilizado para el análisis voltamperométrico tanto de compuestos inorgánicos y orgánicos 

con estructuras sencillas (NO, CO, hidracina, etanol,…), como compuestos biológicamente 

activos (ácido ascórbico, serotonina,…). Asimismo, se ha demostrado su uso como 

detectores en cromatografía líquida y/o inyección en flujo, sensores químicos con 

respuesta amperométrica, y como transductores en el desarrollo de biosensores. Estos 

electrodos se pueden utilizar en el control de procesos industriales o en el control de 

contaminantes medioambientales. Son también útiles en el análisis de medicamentos, 

alimentos y materiales biológicos, así como en el estudio de reacciones bioquímicas. 

El desarrollo de electrodos modificados con nuevos compuestos con propiedades 

catalíticas es importante no sólo para la química electroanalítica, sino también para otros 

campos de la ciencia como la electrosíntesis orgánica y la preparación de nuevos agentes 

anticorrosivos. Los electrodos modificados químicamente con mediadores incorporados 

pueden encontrar aplicación en la tecnología de la producción de microchips y pruebas 

biológicas. El desarrollo de estos electrodos también está siendo interesante en campos 

relacionados con el desarrollo de algunas células de combustible basadas en la 

electrocatálisis. 
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1.3. Uso de compuestos de bases de Schiff como mediadores redox 

En la presente tesis se han utilizado ligandos y complejos de base de Schiff como 

mediadores redox en el desarrollo de electrodos modificados químicamente. Cabe 

mencionar que a pesar del gran número de aplicaciones que hay descritas en la literatura 

de complejos metálicos de base de Schiff, no sucede lo mismo en el caso de los ligandos.  

Las iminas o bases de Schiff se sintetizan haciendo reaccionar una amina con un 

compuesto carbonílico mediante una adición nucleófila formando un hemiaminal, seguido 

de una deshidratación para generar la imina (Esquema 1). Como consecuencia, el grupo 

azometino o base de Schiff es un grupo funcional que contiene un doble enlace C=N, con 

el N unido a un grupo arilo o alquilo, pero nunca a un hidrógeno. La fórmula general es 

R1R2C=N-R3, donde R3 representa un grupo arilo o alquilo que hacen que la base de Schiff 

sea una imina estable. La química del doble enlace C=N ha jugado un papel vital en el 

progreso de la química. Debido a la presencia de un par de electrones desapareados del 

átomo de N y del carácter general donador del doble enlace, los compuestos con grupos 

azometino (bases de Schiff) han sido usados como ligandos coordinantes de metales de 

transición en la formación de complejos (Hobday y Smith, 1972) o como reactivos en la 

síntesis de importantes drogas como antibióticos, antihistamínicos, antiinflamatorios y 

agentes antitumorales (Layer, 1963). Algunos autores han descrito que la presencia en la 

molécula del grupo C=N, con diversos sustituyentes, promueve la actividad anticancerosa 

(Kuz'min y cols, 2005). 

Esquema 1: Reacción general de la obtención de una imina 

 

Dentro de los compuestos de base de Schiff, los ligandos que contienen en su 
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estudiados por su capacidad para formar complejos con diversos metales de transición. En 

particular, la condensación de dos equivalentes del salicilaldehído con la                        

orto-feniendiamina genera el ligando (N,N’-ortofenilenebis(salicilaldimina)) (salophen). 

Los derivados de este ligando y de su análogo salen (etilendiamina o ciclohexildiamina, en 

vez de orto-fenilendiamina. Nombres IUPAC: N,N’-etilenebis(salicilaldimina) y N,N’-

ciclohexilenebis(salicilaldimina)) han sido usados como ligandos de un gran número de 

metales y estos complejos han sido empleados para muchos y diversos propósitos. 

En general, son ligandos tetradentados que forman enlaces de coordinación con los 

metales a través de los nitrógenos de los grupos imina y los oxígenos de los grupos 

hidroxilo (N, N, O-, O-). Solamente se ha encontrado una excepción en la literatura, 

descrita por Stinziano y colaboradores, donde el ligando es tridentado, uniéndose al metal 

mediante enlace con N, N, O- (Stinziano-Eveland y cols, 2000). El interés real generado por 

esta clase de compuestos es principalmente debido a la facilidad de su preparación y la 

posibilidad de modificar su estructura con distintos sustituyentes. La gran versatilidad de 

estos compuestos proviene de la capacidad que tienen de acomodar diferentes metales 

con diversos estados de oxidación en un entorno fácilmente alterable. Esto queda 

claramente ilustrado por el conjunto de diferentes reacciones nucleófilas-electrófilas que 

catalizan estos complejos y por su aplicación en distintos procesos biológicos. 

Figura 3: Estructura de (A) N,N’-etilenebis(salicilaldimina) (salen); (B) N,N’-

ciclohexilenebis(salicilaldimina) (salen); (C) N,N’-ortofenilenebis(salicilaldimina) 

(salophen). 
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Los complejos de metales de transición con ligandos tetradentados de base de Schiff 

(Hobday y Smith, 1972) son utilizados como potentes catalizadores en un gran número de 

reacciones químicas (Canali y Sherrington, 1999) como la reducción electroquímica de 

haluros de alquilo en disolventes apróticos (Bakac y Espenson, 1986; Isse y cols, 1998); la 

oxigenación de indoles, fenoles o flavones (Eichhorn y cols, 1997; Ramnauth y cols, 2004); 

la oxidación de hidrocarburos (Lee y cols, 1998); la oxidación de sulfuro a sulfóxido (de 

Azevedo Marques y cols, 2007); la reducción de organohaluros (Duprilot y cols, 1985); la 

alquilación de aldehídos (Maeda y cols, 2004) o la oxidación de alcoholes (Aranha y cols, 

2007), entre otros. Por otro lado, la formación del complejo de un derivado hidroxilado 

del salophen con Cd(II) ha permitido que, recientemente, se haya desarrollado un sensor 

óptico de membrana basado en la inmovilización del ligando en triacetilcelulosa para la 

detección de iones Cd (II) (Ensafi y cols, 2008). Como ejemplo de las muchas aplicaciones 

que los complejos con ligandos tetradentados de base de Schiff tienen, en la Tabla 1 se 

recogen algunos de los ejemplos más representativos de las aplicaciones de complejos 

metálicos con ligandos derivados de salen y salophen. 

 

METAL LIGANDO APLICACIÓN Referencias 

Ru (II) salophen / 
salen 

Catalizador de la oxidación de 
alcoholes 

(Karvembu y cols, 2003) 

Cr (III ,V) salen Epoxidación de olefinas (Samsel y cols, 1985) 

Co (II, III) salen Apertura asimétrica de epóxidos (Ready y Jacobsen, 2001) 

Zn (II) salen Sensores de ión sulfato (Shamsipur y cols, 2001b) 

Al (III) salen 
Adición de Michael a imidas α, β-

insaturadas 
(Taylor y Jacobsen, 2003) 

Nb (IV, V) 
Mo (II, IV)  
Ti (II, III)     
V (II, III) 

salophen  
Componentes potenciales de 

baterías moleculares 

(Floriani y cols, 2001; 

Franceschi y cols, 1999; 

Franceschi y cols, 2000) 

Tabla 1: Aplicaciones de complejos metálicos con ligandos derivados de salen y salophen. 
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En general, estos complejos se han utilizado en reacciones homogéneas de 

electrocatálisis (Gosden y cols, 1981). Sin embargo, hay autores que han aprovechado la 

facilidad de preparación de electrodos modificados con estos compuestos, mediante 

electropolimerización de los monomeros en disolventes débilmente donadores, para su 

utilización en distintas aplicaciones. En este sentido, Horwitz y Murray sintetizaron 

complejos de un derivado del salen con Ni (II), Co (II) y Mn (III) y electropolimerizaron 

estos compuestos sobre superficies de platino (Horwitz y Murray, 1988). 

Simultáneamente, Goldsby y colaboradores electropolimerizaron el complejo Ni-salen en 

electrodos de platino (Goldsby, 1988). El grupo de Bedioui ha investigado la 

electropolimerización anódica de complejos de salen con Ni (II), Co (II) y Mn (III) en 

electrodos de carbón vítreo en acetronitrilo (Bedioui y cols, 1991). El desarrollo de este 

tipo de electrodos ha permitido su uso en reacciones de electrocatálisis heterogénea. De 

hecho, los electrodos modificados obtenidos mediante la electropolimerización del 

complejo Ni-salen sobre carbón vítreo en medio básico han resultado muy eficaces en la 

oxidación electrocatalítica de etanol, metanol e hidracina (Trevin y cols, 1997). Por otro 

lado, Dahm y Peters han usado los electrodos modificados con películas 

electropolimerizadas de Ni-salen para la reducción de iodoetano, 2-iodopropano y α-ω-

dihaloalcanos (Dahm y Peters, 1994, 1996). Otros autores han utilizado electrodos de 

níquel para formar “in situ” el complejo con el ligando salophen. La formación del 

complejo sobre la superficie del electrodo modificado se comprobó mediante 

espectroscopia infrarroja y mediante microscopía de barrido electrónico. En este caso, los 

electrodos modificados tienen la capacidad de catalizar la electrooxidación de metanol en 

medio básico (Golikand y cols, 2009).  

Además de los electrodos modificados mediante electrodeposición de películas 

electroactivas de complejos de base de Schiff, se han encontrado en la literatura 

electrodos de pasta de carbón modificados con distintos complejos de cobalto con 

derivados del salophen para la determinación de distintos analitos como penicilamina, 

cisteína, ácido ascórbico, un inhibidor enzimático como captopril o dopamina 

(Shahrokhian y cols, 2005; Shahrokhian y cols, 2004; Shahrokhian y Zare-Mehrjardi, 2007). 
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Además, se han descrito varios electrodos de pasta de carbón modificados con nanotubos 

de carbono y con Co-salophen para la detección de N-acetilcisteína o triptófano (Amini y 

cols, 2003; Shahrokhian y Fotouhi, 2007). La inmovilización de moléculas sobre los 

nanotubos de carbono ha atraído la atención de muchos investigadores, por el aumento 

de la conductividad eléctrica que presentan estos electrodos modificados, así como el 

aumento del área superficial o la buena estabilidad química. En este sentido, se ha 

utilizado un complejo de base de Schiff de vanadio para modificar un electrodo de carbón 

vítreo modificado previamente con nanotubos de carbono. El uso de nanotubos de 

carbono afecta significativamente a la reacción de oxidación de V(IV)/V(V) debido a la 

fuerte interacción que existe entre los grupos aromáticos del complejo de base de Schiff 

con los nanotubos de carbono. El electrodo modificado es eficaz frente a la reducción 

electrocatalítica de aniones iodato, periodato y nitrito a unos valores de potencial 

inusualmente positivos en medio ácido (Salimi y cols, 2006). 

Distintos complejos de salen con metales como Fe, Co, Mn, Cd se han utilizado 

también como ionóforos en el diseño de sensores potenciométricos para la determinación 

de diversos analitos. Para ello, se han modificado con éxito membranas de policloruro de 

vinilo (PVC) con los complejos metálicos, o bien se han preparado electrodos modificados 

de pasta de carbón (Fatibello-Filho y cols, 2007). Ganjali y colaboradores han desarrollado 

electrodos con membranas de PVC modificadas con complejos metal-salen y han 

determinado iones nitrito en muestras de leche y salchichas (Ganjali y cols, 2003), iones 

tiocianato en leche (Ganjali y cols, 2001) o iones fosfato monohidrogenado en fertilizantes 

(Ganjali y cols, 2006). Por su parte, Badr ha utilizado como ionóforos los complejos de 

salen con Co(II), Cr(III) y Al (III) para el desarrollo de electrodos modificados con 

membranas de PVC sensibles a aniones como el tiocianato, el nitrito o fluoruros (Badr, 

2006). Además de su uso para la determinación de aniones, también se ha descrito el 

diseño de electrodos modificados con membranas de PVC para la determinación de 

metales como Ni(II) (Jain y cols, 2005) o Cu(II) (Fakhari y cols, 2005). 

En la Tabla 2 se muestra un resumen de los sensores electroquímicos descritos en la 

literatura basados en complejos metálicos de ligandos derivados de salen y salophen. 
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ANALITO MODIFICADOR INMOVILIZACIÓN Referencias 

SENSORES POTENCIOMÉTRICOS  

Ioduro Mn-salen Electrodo de pasta de carbón (Shamsipur y cols, 2000) 

Fluoruro Ga-salen Membrana de PVC (Meyerhoff y cols, 2005) 

Nitrito Co-salen Membrana de PVC (Badr, 2006) 

Tiocianato Cr-salen Membrana de PVC (Badr, 2006) 

Cu (II) 

o-Me-salen     

m-Me-salen     

p-Me-salen 

Membrana de PVC (Fakhari y cols, 2005) 

SENSORES AMPEROMÉTRICOS  

Ácido ascórbico Co-salen Película electropolimerizada (Liu y cols, 2000a) 

Óxido nítrico Ni-salen Película electropolimerizada (Mao y cols, 1998) 

Nitrito VO-salophen Electrodo de pasta de carbón (Kamyabi y Aghajanloo, 2008) 

Ácido úrico 

Glucosa 
Fe-salen Adsorción directa (Lieu y Wang, 2000) 

Oxoaniones VO-salen Adsorción directa (Salimi y cols, 2008a) 

Amoxicilina 
Cisteína 

Piridoxina 

VO-salen Electrodo de pasta de carbón 

(Bergamini y cols, 2006; 

Teixeira y cols, 2005; 

Teixeira y cols, 2004) 

Tabla 2: Aplicaciones de sensores modificados con complejos metálicos de ligandos 

derivados de salen y salophen. 
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En conclusión, el empleo de sensores basados en electrodos modificados con 

complejos de metales de transición con ligandos tetradentados de base de Schiff para el 

análisis de muestras alimentarias, industriales, medioambientales o farmacéuticas ha 

aumentado significativamente en la última década. Por una parte, los electrodos 

desarrollados para la determinación potenciométrica de distintos analitos son fáciles de 

preparar y muestran una buena sensibilidad a la vez que amplios intervalos de respuesta 

lineal. La alta selectividad, los bajos límites de detección, la alta estabilidad junto con la 

rapidez de respuesta hacen que estos electrodos sean útiles para la determinación de la 

concentración de un número importante de analitos en una gran variedad de muestras, 

sin la necesidad de etapas de pretratamiento o preconcentración. Por otro lado, los 

electrodos modificados desarrollados para la determinación amperométrica presentan 

una buena capacidad electrocatalítica frente a la oxidación o reducción de distintos 

analitos provocando una disminución del sobrepotencial y/o un aumento en las corrientes 

de pico. Por tanto, la síntesis de nuevos ligandos tetradentados de base de Schiff y de sus 

complejos con metales de transición, para su uso como ionóforos o modificadores redox, 

es un área de interés para su aplicación en la determinación de diversos analitos. 
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2. Biosensores 

Un grupo especialmente importante dentro de los sensores en general es el 

constituido por los biosensores. Para describir un biosensor puede usarse una definición 

similar a la ya establecida para los sensores químicos, con una sustancial diferencia: el 

sistema de reconocimiento asociado al transductor físico debe ser un sistema biológico. 

El desarrollo de los biosensores tiene lugar a comienzos de los años 60 con el 

objetivo de dotar a algunas de las técnicas analíticas existentes, de la selectividad 

suficiente como para permitir la utilización en muestras reales complejas, sin necesidad de 

realizar procedimientos separativos previos. Se trataba además de buscar sistemas 

capaces de detectar la presencia de los analitos en condiciones de tiempo real, lectura en 

continuo y en la medida de lo posible por control remoto. Los avances en biología 

molecular y en las técnicas de análisis instrumental han permitido la mejora de los 

sistemas diseñados; especialmente en cuanto a sencillez, miniaturización, automatización, 

coste y aplicabilidad. Esto ha permitido el desarrollo de biosensores con aplicaciones en 

campos tan diversos como la medicina, el control medioambiental, la agricultura, el 

control de procesos industriales, la seguridad y la defensa (Ivnitski y cols, 2000; Moscone, 

1997; Whittman, 1997).  

Los biosensores pueden ser clasificados utilizando distintos criterios. Uno de estos 

criterios es la naturaleza del proceso biológico empleado. Así, existen los biosensores 

catalíticos y los biosensores de afinidad. Los primeros se basan en una reacción catalizada 

por macromoléculas que están presentes en su medio biológico original. Como receptores 

pueden usarse enzimas, tejidos o microorganismos. Los biosensores de afinidad se basan 

en procesos de interacción entre moléculas. Entre estos se encuentran los 

inmunosensores, los biosensores de receptores y los biosensores de hibridación de ADN. 

Los biosensores pueden también ser clasificados en función del elemento 

transductor utilizado, como: electroquímicos, ópticos, y piezoeléctricos. Los dispositivos 

electroquímicos son los que mayor desarrollo han experimentado en las últimas décadas y 

los más utilizados en el desarrollo de biosensores debido, como ya se ha comentado en el 
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caso de los sensores, principalmente a las ventajas que presentan estos sistemas de 

transducción y que se pueden resumir en: 

•••• Posibilidad de medir directamente en la muestra, minimizando o eliminando 

los pretratamientos de muestra 

•••• Relativa simplicidad en su construcción, bajo coste y fácil miniaturización 

•••• Obtención rápida de señales 

•••• Posibilidad de realizar las medidas en muy poco volumen 

•••• Buena sensibilidad de las técnicas electroquímicas 

•••• Disponibilidad de diferentes tipos de transductores 

En la mayoría de los biosensores electroquímicos, el tipo de detección está basado 

en sistemas voltamperométricos, aunque también se han utilizado sistemas 

potenciométricos, impedimétricos o conductimétricos (Cai y cols, 2006; Kim y cols, 2000; 

Koncki y cols, 1998; Wang y cols, 1998b). 

 

2.1. Biosensores electroquímicos de ADN 

Los continuos avances producidos en lo relativo a la comprensión de la estructura, 

organización y funciones del componente genético en los seres vivos han permitido 

establecer, en un buen número de casos, que este componente genético está detrás de 

muchas patologías. A nivel molecular se está viendo que errores de replicación en una sola 

base pueden dar lugar a genes mutados que, a su vez, pueden ser la causa directa de una 

patología o de forma indirecta del aumento de la predisposición del individuo a sufrirla. 

Por lo tanto, el reconocimiento de secuencias de ADN y la detección de errores puntuales 

de secuencia, más comúnmente llamado polimorfismo de un solo nucleótido, juega un 

papel importante en el desarrollo de diagnósticos clínicos, en la prevención de epidemias, 

diseño de fármacos, en la protección medioambiental,… Aunque los métodos 

tradicionales de análisis de ADN basados en radioisótopos son altamente sensibles, este 

proceso complejo, que utiliza reactivos radiactivos, presenta algunos problemas entre los 
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que se incluyen el peligro potencial de los analistas y del medioambiente, así como el 

largo tiempo de análisis necesario. Por estas razones, el desarrollo de dispositivos capaces 

de determinar secuencias específicas de ADN de una manera exacta, sencilla y barata ha 

suscitado un gran interés en los últimos años.  

Con el fin de lograr este objetivo, se han desarrollado los biosensores de ADN. La 

hibridación de secuencias de ADN de cadena simple (sonda) que presentan un grado total 

o parcial de complementariedad con la secuencia del ADN objeto de análisis (hebra diana) 

se ha utilizado como evento de biorreconocimiento en el diseño de un gran número de 

biosensores de ADN, debido a su alta especificidad. La eficacia del biosensor estriba en su 

capacidad de generar señales analíticas medibles, que de forma fiable establezcan si se ha 

producido o no la hibridación entre la sonda y la hebra diana. Además, debe poderse 

cuantificar la magnitud de este proceso de biorreconocimiento. Cómo se reconozca tal 

evento, en los distintos biosensores, va a depender del método utilizado para la 

transducción de la señal final. Así, existen métodos ópticos, piezoeléctricos y 

electroquímicos (Downs y cols, 1988; Kuswandi y cols, 2005; Wang, 2002).  

Una de las trabas en el desarrollo de biosensores basados en secuencias de ADN ha 

sido la dificultad de obtener muestras puras y en cantidad suficiente para ser 

inmovilizadas sobre la superficie del transductor. En los últimos años, estas dificultades 

están siendo superadas gracias a dos grandes avances. El primero ha sido el gran 

desarrollo adquirido en la síntesis de oligonucleótidos de cadena sencilla que permite la 

preparación y por tanto, la disponibilidad en el laboratorio de cualquier secuencia de ADN 

en concentración adecuada y relativamente a bajo coste. El segundo desarrollo tiene que 

ver con la generalización de los procedimientos de amplificación de secuencias mediante 

ciclos de reacción con la correspondiente polimerasa (PCR). Este sistema permite, a partir 

de unas pocas moléculas de un determinado fragmento de ADN, obtener de forma 

amplificada réplicas exactas en un tiempo razonable. La conjunción de estos dos grandes 

avances ha sentado las bases para el gran desarrollo de los biosensores de ADN como 

técnica de análisis del futuro. 
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Al igual que sucedía en el caso de los sensores, en general, los métodos 

electroquímicos han sido muy utilizados para el desarrollo de biosensores de ADN debido 

a que las reacciones electroquímicas proporcionan una señal analítica directa y es posible 

su miniaturización. 

En general, la construcción de un biosensor electroquímico de ADN implica los 

siguientes procedimientos: 

• Selección del transductor 

• Inmovilización de la sonda modificada de forma adecuada 

• Hibridación con la secuencia complementaria o hebra diana (analito) 

• Detección electroquímica del evento de hibridación 

A continuación, se van a describir brevemente cada una de estas etapas. 
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A. Tipo de transductor 

Para el desarrollo de biosensores de ADN se han utilizado distintos tipos de 

transductores electroquímicos, fundamentalmente diversos tipos de superficies de 

carbono y electrodos metálicos. 

   
ELECTRODOS DE CARBONO Referencias 

Electrodos de pasta de carbono (Wang y cols, 1998a) 

Electrodos de carbón vítreo (Piro y cols, 2005; Zhang y cols, 2004) 

Electrodos de grafito (de Los-Santos-Alvarez y cols, 2002; Ozsoz y cols, 2003) 

Electrodos serigrafiados de carbono (Fojta y cols, 2006; Hernandez-Santos y cols, 2005) 

Electrodos compósitos de carbono (Merkoci y cols, 2005b; Pividori y cols, 2003) 

Electrodos modificados con        

nanotubos de carbono 
(Cai y cols, 2003; Kerman y cols, 2005) 

  
ELECTRODOS METÁLICOS Referencias 

Electrodos de oro (del Pozo y cols, 2005a) 

Electrodos serigrafiados de oro (Lucarelli y cols, 2005) 

Electrodos modificados con nanopartículas de oro (Garcia y cols, 2008a) 

Electrodos de platino (Cha y cols, 2003) 

Electrodos formados por óxidos de indio y estaño (ITO) (Komarova y cols, 2005) 
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B. Inmovilización de la sonda de ADN 

La inmovilización de la sonda es un paso muy importante en el desarrollo de un 

biosensor de ADN. El logro de una alta sensibilidad y selectividad requiere una eficiencia 

máxima del evento de hibridación y minimizar las adsorciones no específicas, 

respectivamente. El control de la superficie y del recubrimiento es esencial para asegurar 

una alta reactividad, orientación, accesibilidad y estabilidad de la sonda unida a la 

superficie, así como para evitar los eventos de unión-adsorción no específicos. 

Existen numerosas metodologías de inmovilización de sondas de ADN sobre 

distintos electrodos. A continuación, se muestra un resumen de las más usadas. 

  
MÉTODO DE INMOVILIZACIÓN Referencias 

Inmovilización por adsorción  (Del Pozo y cols, 2005b) 

Inmovilización mediante formación de             

monocapas autoensambladas de sondas tioladas 

(Nakayama y cols, 2002; Peng y cols, 2006; 

Steel y cols, 1998; Zhao y cols, 1998) 

Inmovilización mediante enlace covalente (Popovich y cols, 2002; Xie y cols, 2004) 

Inmovilización en matrices poliméricas (Komarova y cols, 2005; Thompson y cols, 2003) 

Inmovilización en membranas bilipídicas (Fajkus y Hianik, 2002; Siontorou y cols, 1997) 

Inmovilización mediante la interacción               

avidina-biotina 

(Hernandez-Santos y cols, 2004; 

Huang y cols, 2002) 

Inmovilización por inclusión en pasta de carbono (Wang y cols, 1998a) 

 

Mediante el enlace covalente o a través de la interacción avidina-biotina, se 

obtienen superficies modificadas con ADN más ordenadas, orientadas y a la vez más 

controladas. Además, estos métodos implican una disposición perpendicular de las hebras 
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inmovilizadas, lo que favorecerá la reacción de hibridación. Lo mismo sucede con los  

métodos de inmovilización mediante la formación de monocapas autoensambladas sobre 

la superficie de electrodos de oro. 

 

C. Hibridación con la secuencia complementaria 

La hibridación entre cadenas complementarias de ADN constituye el evento de 

biorreconocimiento de estos biosensores y es el proceso que proporciona la gran 

especificidad que muestran estos sistemas. 

Se habla de hibridación cuando las bases nitrogenadas de una cadena sencilla de 

polinucleótidos se unen con las bases nitrogenadas de otra cadena sencilla de 

polinucleótidos a través de puentes de hidrógeno formando pares de bases para dar una 

cadena doble de polinucleótidos. La adenina (A) y timina (T) son bases complementarias, y 

se unen mediante dos puentes de hidrógeno; mientras que guanina (G) es la base 

complementaria de citosina (C) y se unen mediante tres puentes de hidrógeno. Este 

apareamiento entre bases permite establecer una complementariedad altamente 

específica entre las bases nitrogenadas. Por otro lado, la reacción de hibridación es una 

reacción reversible. En condiciones especiales de temperatura, pH o en presencia de 

algunos agentes desnaturalizantes, la doble hélice de ADN puede desnaturalizarse dando 

lugar a dos hebras sencillas. Por tanto, la reacción de hibridación presenta dos 

características que le confieren ventajas para su aplicación analítica, especificidad (unión 

específica entre bases) y reversibilidad (hibridación-desnaturalización); y por ello es el 

fundamento químico en el que se basan la mayoría de los ensayos de ácidos nucleicos. 

Existen ciertas condiciones del medio que hay que tener en cuenta para conseguir que la 

hibridación entre dos cadenas sencillas sea total: pH y fuerza iónica del medio de 

hibridación, temperatura, composición de las bases (% guanina+citosina) (Wang, 2002).  
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D. Detección del evento de hibridación mediante una señal electroquímica 

Los métodos de detección del evento de hibridación pueden clasificarse en directos 

o indirectos, en función de la necesidad o no de utilizar marcas o indicadores para llevar a 

cabo la detección. 

 

MÉTODO DE DETECCIÓN Referencias 

DIRECTO  

Electroactividad de las bases 
(Kara y cols, 2002a; Lucarelli y cols, 2002; 

Ozkan y cols, 2002b) 

Cambio en propiedades eléctricas de la          

interfase electrodo-disolución 
(Cai y cols, 2003; Piro y cols, 2005) 

INDIRECTO  

Uso de indicadores electroactivos 
(del Pozo y cols, 2005a; Erdem y Ozsoz, 2001; 

Millan y Mikkelsen, 1993; Ozkan y cols, 2002a) 

Marcaje de hebras con enzimas (Kim y cols, 2003; Suye y cols, 2005) 

Marcaje de hebras con nanopartículas (Merkoci y cols, 2005a; Zhu y cols, 2003) 

 

Entre todos los métodos mencionados, hay dos tendencias fundamentales para la 

detección electroquímica del dúplex de ADN formado en la superficie del transductor: la 

detección de la señal de guanina (sin indicadores externos) y el uso de indicadores 

electroactivos. En general, se intenta llevar a cabo la detección de la reacción de 

hibridación evitando el uso de sondas marcadas. 

Respecto a la detección directa cabe resaltar que los estudios pioneros sobre la 

electroactividad del ADN los llevó a cabo Palecek, hace aproximadamente cuarenta años, 
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con ADN de alto peso molecular utilizando electrodos de mercurio (Palecek, 1960). Más 

recientemente, la oxidación directa de ADN se ha llevado a cabo mediante 

voltamperometría de adsorción-redisolución o directamente sobre electrodos sólidos de 

carbón vítreo o de oro (Ferapontova y Dominguez, 2003; Palecek, 1988). La mayor parte 

de los estudios de oxidación de ADN se basan en la oxidación de la adenina y guanina. 

Residuos de guanina y adenina se pueden oxidar en electrodos de carbono y en electrodos 

sólidos de platino, cobre, plata y oro. La oxidación de la guanina ha sido estudiada en 

electrodos de pasta de carbono y de grafito empleando la cronopotenciometría como 

técnica electroquímica, aunque también se ha utilizado la voltamperometría diferencial de 

impulsos y la voltamperometría de onda cuadrada (Meric y cols, 2002; Wang y cols, 1999). 

La limitación en este caso es que el ADN a investigar, necesariamente, tiene que poseer 

guaninas. Tras la hibridación, si el analito también contiene guaninas existiría un 

solapamiento en la respuesta proporcionada por la oxidación de esta base. Puesto que la 

electrooxidación del ADN desnaturalizado, debido a la oxidación de adenina y guanina, 

ocurre a +1.10 V frente a un electrodo de calomelanos, se han diseñado sistemas de 

detección que ayuden a solventar los problemas que presenta el trabajar a potenciales tan 

extremos. Por ejemplo, existen métodos de oxidación de cadenas de ADN que suponen el 

uso de mediadores solubles en agua capaces de catalizar la electrooxidación de bases 

purinas, especialmente la guanina (Armistead y Thorp, 2000, 2001). 

El otro tipo de detección supone la utilización de moléculas electroactivas capaces 

de asociarse intrínsicamente a la doble hélice de ADN de manera más eficiente que a la 

cadena sencilla de ADN. El uso de pequeñas moléculas electroactivas para discriminar 

entre cadena sencilla y cadena doble de ADN fue estudiado por primera vez por 

Mikkeelsen, quien estudió la interacción del complejo Co(fenantrolina)3 con ADN 

inmovilizado sobre la superficie de electrodos de carbono (Millan y Mikkelsen, 1993). 

También, el [Ru(NH3)6]3+ se ha usado como molécula marcadora de eventos de hibridación 

en películas de oro con ADN adsorbido a la superficie mediante grupos tiol (Steel y cols, 

1998). En los últimos años un gran número de compuestos, incluidos tintes y complejos 

metálicos, han sido probados como indicadores redox en el diseño de biosensores de 
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ADN, consiguiéndose buenos resultados en la discriminación entre cadenas doble y 

sencilla. Por ejemplo, se han estudiado como indicadores redox de hibridación distintos 

complejos de metales de transición (Co, Fe, Os, Ru o Cu) con ligandos como fenantrolinas, 

bipiridinas, tetrapiridilpirazinas (Armistead y Thorp, 2000; Aslanoglu y cols, 2000; Erdem y 

cols, 1999; Millan y Mikkelsen, 1993; Welch y Thorp, 1996; Xu y Bard, 1995); y moléculas 

orgánicas como azul de metileno, equinomicina o epirubicina (Erdem y Ozsoz, 2001; Jelen 

y cols, 2002; Kara y cols, 2002b; Ozkan y cols, 2002a; Ozkan y cols, 2002c). La naturaleza 

de las interacciones entre estas moléculas y el ADN puede ser muy variada. Algunas de 

estas uniones pueden darse covalentemente y de forma irreversible, aunque también hay 

uniones reversibles de pequeñas moléculas con la doble hélice, las cuales se llevan a cabo 

predominantemente por medio de tres modelos: 

• Interacción electrostática: Esta unión se produce entre el esqueleto de azúcar-

fosfato que se encuentra cargado negativamente preferentemente con moléculas 

cargadas positivamente. Se realiza a lo largo de la doble hélice y no posee 

selectividad entre cadena simple y doble de ADN. Entre las moléculas que 

presentan este tipo de interacción se encuentran complejos metálicos como 

[Co(fenantrolina)3]3+ o [Ru(NH3)6]3+ (Millan y Mikkelsen, 1993; Steel y cols, 1998). 

Aunque es la interacción más genérica, es a su vez la menos específica. 

• Interacción con los surcos del ADN: Se produce por la unión a los surcos principal y 

secundario de la doble hélice de pequeños ligandos mediante enlaces de 

hidrógeno o por interacciones electrostáticas y de Van der Waals. Esta interacción 

ha sido descrita en el caso de derivados del antraceno, de complejos metálicos o 

de antibióticos como la neocarzinostatina, cuyas propiedades como indicadores 

redox no han sido estudiadas; y el ligando Hoechst 33258 que está descrito como 

indicador redox (Dasgupta y Goldberg, 1985; Kashanian y cols, 2007; Kumar y cols, 

2000; Kumar y cols, 1993; Vijayalakshmi y cols, 2000; Wang y cols, 2003). 

• Intercalación: Es un tipo de unión en la cual una molécula se desliza entre los pares 

de bases que se encuentran apiladas en la cadena doble de ADN. La planaridad de 

las moléculas es un factor necesario para que se produzca una intercalación 
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eficiente. Compuestos que presentan una estructura aromática planar y que 

poseen 2 ó 3 anillos pueden intercalarse en diversas orientaciones y lugares a lo 

largo de toda la doble hélice de ADN. Este tipo de unión es la más fuerte de todas. 

Dentro de los intercaladores típicos el más emblemático ha sido el bromuro de 

etidio, que ha sido ampliamente empleado para detectar fragmentos de ADN 

separados mediante electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida. A esta 

molécula le han seguido otras como naranja de acridina, antraciclinas, viológenos, 

entre otros (Li y cols, 2005; Mascini y cols, 2001; Pang y Abruna, 2000; Reinhardt y 

Krugh, 1978). 

 

La consecuencia de estas interacciones entre moléculas con actividad redox y el ADN 

son muy variadas. En unos casos se observan actividades de tipo nucleásico (Sigman, 

1986) que derivan en cortes en la secuencia por los puntos en los que se ha producido la 

unión. En otros casos pueden cambiar las propiedades redox de las bases implicadas, 

fundamentalmente guanina (Johnston y cols, 1995; Johnston y Thorp, 1996).  

Por otra parte, las respuestas que ofrecen las interacciones entre el ADN y los 

indicadores redox se basan principalmente en las diferencias en el comportamiento 

electroquímico de estas moléculas en ausencia y presencia de la doble hélice de ADN. Los 

cambios electroquímicos que se presentan incluyen cambios de los potenciales formales 

del indicador redox o la reducción de la corriente de pico resultado de un decrecimiento 

del coeficiente de difusión aparente después de asociarse con la cadena doble de ADN 

(Carter y cols, 1989; Chu y cols, 1998). 

Por tanto, el desarrollo de nuevos indicadores electroactivos que ofrezcan una 

mejor diferenciación entre la hebra sencilla y doble de ADN es necesario con el fin de 

mejorar la sensibilidad y selectividad del dispositivo resultante. Es por esto por lo que 

existe un gran interés en el diseño de nuevos marcadores de hibridación sensibles y 

selectivos. 
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E. Uso de compuestos de base de Schiff en procesos biológicos 

A lo largo de esta Introducción se ha puesto de manifiesto las propiedades de los 

complejos metálicos de base de Schiff como mediadores redox en catálisis homogénea y 

heterogénea. En las últimas décadas, las aplicaciones en procesos biológicos de estos 

complejos metálicos con ligandos tetradentados de base de Schiff han aumentado 

significativamente. Algunos de estos complejos son capaces de unirse de manera 

reversible al oxígeno molecular y, por este motivo, se han utilizado en estudios de 

transportadores naturales de oxígeno como son la hemoglobina, la mioglobina o la 

hemocianina (Chen y cols, 1989; Niederhoffer y cols, 1984); y en estudios sobre las 

propiedades catalíticas de algunos citocromos, que están involucrados en reacciones 

biológicas de oxidación. En concreto, algunos complejos de manganeso con ligandos 

tetradentados de base de Schiff han sido estudiados como modelos miméticos artificiales 

de enzimas biológicas, como peroxidasa (Law y cols, 1999; Maneiro y cols, 2003), 

superóxido dismutasa o catalasa (Abashkin y Burt, 2004). Asimismo, complejos de cobalto 

con este tipo de ligandos han sido ampliamente usados como modelos miméticos de 

coenzimas como la vitamina B12 o como agentes antimicrobianos (Polson y cols, 1997). A 

continuación, se citan de manera esquemática otras aplicaciones de este tipo de 

compuestos. 

METAL LIGANDO APLICACIÓN Referencias 

Metaloproteínas artificiales (Ueno y cols, 2004) 
Fe (III) salen 

Interacción con ADN (Silvestri y cols, 2004) 

Mn (III, V)  salen Modelo mimético de la catalasa (Abashkin y Burt, 2004) 

Cu (II) salen Ruptura o daño de ADN (Lamour y cols, 1999) 

 

Varios autores han estudiado la interacción entre el ADN de alto peso molecular y 

diferentes complejos de metales de transición con ligandos tetradentados de base de 

Schiff, mediante técnicas espectroscópicas. En general, la interacción tiene lugar a través 

de los surcos o bien se intercalan entre los pares de bases de la cadena doble de ADN 
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(Kashanian y cols, 2007; Liu y cols, 2000b; Vaidyanathan y cols, 2002; Vijayalakshmi y cols, 

2006). Sin embargo, no se han encontrado trabajos donde se estudie la interacción de 

ligandos tetradentados de base de Schiff con el ADN. 

En esta tesis se utilizarán ligandos hidroxilados de base de Schiff derivados del 

salophen que poseen las características estructurales necesarias para que exista una 

posible interacción con el ADN y, además, sean electroactivos con la finalidad de poder 

utilizarlos como indicadores redox del evento de hibridación. 

 

F. Tendencias futuras 

En los últimos años se ha realizado un gran esfuerzo en la investigación y en el 

desarrollo de biosensores de ADN miniaturizados que permitan la determinación 

simultánea de diferentes secuencias de ADN, los microarrays. Entre las aplicaciones de los 

microarrays o biochips de ADN están el análisis de la expresión génica, la caracterización 

de perfiles genéticos, la farmacogenómica o el diagnóstico molecular. 

En general, los dispositivos desarrollados deben reunir cualidades tales como una 

alta calidad de respuesta, simplicidad, rapidez y bajo coste. En la mayoría de los 

microarrays se utilizan sondas marcadas y se hace uso de detección fluorescente. Sin 

embargo, cada vez adquieren más importancia los métodos de detección basados en la no 

utilización de sondas marcadas, como la detección electroquímica, entre otras. La gran 

sensibilidad de los transductores electroquímicos compatibles con las tecnologías de 

microfabricación y miniaturización, bajo coste y un equipamiento sencillo hacen que, los 

dispositivos electroquímicos sean especialmente atractivos a la hora de desarrollar 

biochips con nuevas aplicaciones. Aunque el principal propósito de la tecnología de chips 

de ADN ha sido eliminar la PCR de sus protocolos, este objetivo todavía no se ha 

alcanzado en los chips electroquímicos. La detección de la hibridación en los microarrays 

de ADN puede ser directa, por medio de fenómenos de oxidación del ADN sobre 

electrodos o indirectamente mediante indicadores redox activos que se unen fuertemente 

al ADN de cadena doble. Las tres compañías principales productoras de chips 

electroquímicos de ADN son GeneOhm Sciences Inc., Toshiba Corp. y Motorota Life 
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Sciences Inc. 

Las tendencias en los nuevos desarrollos tecnológicos es perseguir una mejora de la 

fiabilidad, sensibilidad e integración (Lab-on-a-chip). Los dispositivos “lab-on-a-chip” 

permiten miniaturizar e integrar los procesos más complejos de laboratorio, logrando la 

optimización de protocolos, reducción de los volúmenes de reacción e integración de 

múltiples ensayos en un único chip. El objetivo final será la integración de la preparación 

de la muestra, la purificación, almacenamiento, mezcla, detección y otras funciones en el 

interior del chip con una elevada sensibilidad y selectividad, pero esto todavía está lejos 

de alcanzarse con muestras complejas. El mercado de los Lab-on-a-chip se encuentra en 

una fase más temprana que en el caso de los microarrays. 

Por último, destacar cómo la unión entre biología y nanotecnología está adquiriendo 

cada vez más importancia en el diagnóstico molecular y en la bioingeniería (Rosi y Mirkin, 

2005). Las características especiales que confieren las nanopartículas de oro a los 

biosensores ha hecho que exista un gran interés en el desarrollo de biosensores 

electroquímicos de ADN basados en estos nanomateriales. En concreto, debido a la gran 

superficie específica que presentan las nanopartículas de oro, se han desarrollado 

electrodos modificados con nanomateriales para aumentar la cantidad de ADN 

inmovilizado mejorando así las características del biosensor (Castaneda y cols, 2007). 

Además, el uso de nanopartículas metálicas contribuye a mejorar la transferencia 

electrónica entre el indicador redox y la superficie electródica (Bharathi y Nogami, 2001). 

Por otro lado, los nanomateriales, bien sean metálicos o semiconductores, han sido 

utilizados como indicadores de hibridación. El grupo de Mirkin ha descrito un novedoso 

esquema de detección electroquímico de ADN usando oligonucleótidos modificados con 

nanopartículas (Park y cols, 2002). Las últimas investigaciones se centran en conseguir 

separar las etapas de hibridación y detección electroquímica, llevándolas a cabo en 

distintas superficies. Con ello se persigue intentar evitar las adsorciones inespecíficas de 

las sondas sobre la superficie electródica. En particular, la combinación de esta 

metodología con la utilización de nanopartículas como superficie de hibridación presentan 

interesantes ventajas (Garcia y cols, 2008b). 
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El objetivo general de la tesis es la preparación y posterior caracterización de 

moléculas bifuncionales que presenten capacidad para formar complejos con iones 

metálicos, que posean en su estructura grupos funcionales electroactivos y que, además, 

presenten dominios estructurales con capacidad de interaccionar con distintos tipos de 

biomoléculas. De esta manera, los compuestos sintetizados se utilizarán como mediadores 

redox en el desarrollo de distintos sensores y biosensores electroquímicos. 

De acuerdo con el objetivo a desarrollar, se ha elaborado el siguiente plan de 

trabajo: 

• Se sintetizarán una serie de ligandos tetradentados de base de Schiff por 

combinación de la o-fenilendiamina y el correspondiente isómero del 

dihidroxibenzaldehído. 

• Los compuestos sintetizados se caracterizarán mediante técnicas analíticas como la 

espectroscopia UV-vis y de fluorescencia, espectroscopia de infrarrojo por 

transformada de Fourier (FTIR), análisis elemental y espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear (RMN). También, se estudiará el comportamiento electroquímico 

de dichas moléculas en disolventes orgánicos. 

• Se estudiará la modificación de electrodos sólidos con estos compuestos mediante 

distintas metodología como la adsorción directa o la electropolimerización. Así, se 

caracterizarán las películas de ligandos o complejos de base de Schiff depositadas 

sobre los electrodos haciendo estudios sobre la estabilidad y sobre la capacidad 

electrocatalítica de dichos materiales frente a la oxidación de distintas moléculas, 

mediante voltamperometría cíclica. 

• En base a estas propiedades catalíticas, se procederá al diseño y puesta a punto de 

distintos sensores para la determinación de analitos como hidracina y alcoholes 

alifáticos de cadena corta. 

• Se estudiará la interacción entre estos compuestos y ADN de alto peso molecular 

(ADN de timo de ternera) en disolución. Para ello se utilizarán técnicas 

espectroscópicas y electroquímicas. Además, se estudiará la especificidad de la 
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interacción de las diferentes moléculas en función de la estructura de ADN 

empleado: ADN de cadena simple y de cadena doble. 

• Se procederá al desarrollo de un biosensor para la detección específica de secuencias 

concretas provenientes de ADN de un microorganismo patógeno causante de 

enfermedades estomacales, como la bacteria Helicobacter pylori. 
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1. Reactivos y disoluciones 

Los reactivos comerciales utilizados en el presente trabajo fueron todos, al menos, 

de calidad reactivo analítico. Salvo especificaciones, se utilizaron tal cual, sin ser 

sometidos a proceso de purificación o refinado alguno. 

 

Reactivos generales 

    

Reactivo Proveedor 

Acetona Scharlau 

Ácido acético glacial Fluka 

Ácido clorhídrico Fluka 

Ácido fosfórico Fluka 

Bicarbonato sódico Sigma-Aldrich 

Cloruro potásico Sigma-Aldrich 

Dimetilformamida (DMF) SDS 

Fosfato sódico dibásico Riedel-de Häen 

Fosfato sódico monobásico Riedel-de Häen 

Hexaciano ferrato (III) de potasio Sigma-Aldrich 

Hexaciano ferrato (II) de potasio Sigma-Aldrich 

Hidróxido potásico Sigma-Aldrich 

Hidróxido sódico Sigma-Aldrich 

Nitrato potásico Sigma-Aldrich 

Perclorato de tetrabutil amonio (TBAP) Sigma-Aldrich 

Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) Fluka 
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Reactivos específicos 

    

Reactivo Proveedor 

2,3-dihidroxibenzaldehído Sigma-Aldrich 

2,5-dihidroxibenzaldehído Sigma-Aldrich 

3,4-dihidroxibenzaldehído  Sigma-Aldrich 

1-propanol Riedel-de Häen 

2-propanol Riedel-de Häen 

6-mercapto-1-hexanol (MCH) Sigma-Aldrich 

Cloruro de Hexaamín rutenio (III) Sigma-Aldrich 

Etanol Fluka 

Metanol Fluka 

N,N′-Bis(saliciliden)-1,2-fenilendiamina (salophen) Sigma-Aldrich 

n-butanol Fluka 

Nitrato de níquel (II)  Scharlau 

o-fenilendiamina  Sigma-Aldrich 

Sulfato de hidracina  Merck 

ADN de timo de ternera de cadena doble  
(liofilizado y activado) [dsCT-ADN] 

Sigma-Aldrich [D-4522] 

 

Los oligonucleótidos empleados en este trabajo han sido sintetizados por Sigma-

Genosys y suministrados en su forma libre de sales. Las secuencias de bases son las 

siguientes: 

      
Nombre Secuencia de bases Mw 

Hp1-SH 5'-HS(CH2)6–GCGTTCCAAAGGGCAGGATCATTGA 7929 

Hp2C 5'-TCAATGATCCTGCCCTTTGGAACGC 7594 

Hp2NC 5'-GACCGTCGAAGTAAAGGGTTCCATA 7715 

Hp2MS 5'-TCAATGATCCTACCCTTTGGAAGCG 7578 
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Los oligonucleótidos Hp1-SH y Hp2C son secuencias de bases complementarias entre 

sí que corresponden a parte de la secuencia del gen recA (69A) de la bacteria Helicobacter 

pylori. Estas secuencias fueron tomadas de la Base de datos del Centro Nacional para la 

información biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

Hp2NC presenta total falta de complementariedad con respecto a Hp1-SH.  

Hp2MS presenta falta de complementariedad en una única base (sustitución de G  

por A) con respecto a Hp1-SH. El punto de mutación se indica en color rojo y en negrita. 

 

Disoluciones 

En la preparación de las disoluciones se utilizó agua purificada mediante el sistema 

Milli-Q y Milli-RO (Millipore) y en algunos casos, autoclavada. 

Cuando fue necesario, para desoxigenar las disoluciones se hizo pasar corriente de 

nitrógeno suministrado por Carburos Metálicos, S. A. 

• Disoluciones reguladoras de pH: 

a. Las disoluciones de tampón fosfato se prepararon a partir de las especies 

correspondientes del sistema fosfórico-fosfato en función del pH requerido 

para cada una de ellas (3, 6-8). El valor del pH se ajustó con una disolución 

concentrada de NaOH o HNO3. 

b. La disolución tampón de acético/acetato 0.1 M a pH 5.0 se preparó a partir de 

ácido acético glacial y acetato sódico. El pH se ajustó con una disolución 

concentrada de NaOH. 

c. La disolución tampón Tris-HCl 5.0 mM de pH 7.4 se preparó a partir del sólido 

puro Tris(hidroximetil)-aminometano. El valor del pH se ajustó con una 

disolución diluida de HCl. 

d. La disolución de bicarbonato sódico 0.1 M se preparó disolviendo el sólido puro 

en agua. Cuando fue necesario, el pH se ajustó con una disolución concentrada 
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de NaOH. 

e. Disolución de hibridación: disolución de tampón fosfato 10.0 mM / NaCl 0.4 M 

pH 7.0.  

f. Disolución de desnaturalización: disolución de tampón 10.0 mM Tris-HCl / 

AEDT 1.0 mM pH 8.0 (Sigma-Aldrich) 

• Las disoluciones de los derivados hidroxilados del salophen usadas en este trabajo 

(2.0-0.5 mM) se prepararon inmediatamente antes de ser utilizadas. Debido a la baja 

solubilidad de los compuestos en medio acuoso, las disoluciones se prepararon en el 

correspondiente disolvente orgánico (etanol, dimetilformamida, acetona). 

• La disolución madre de hidracina en concentración 1.0 x 10-2 M se preparó a partir 

del reactivo sólido en el tampón de medida. Las disoluciones de menor 

concentración se prepararon por dilución del volumen apropiado de las disoluciones 

madre con el tampón de medida. 

• Las disoluciones madre de metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol y n-butanol en 

concentración 1.0 x 10-1 M se prepararon en NaOH 0.1 M. Las disoluciones de menor 

concentración se prepararon por dilución del volumen apropiado de las disoluciones 

madre con NaOH 0.1 M. 

• La disolución madre de ADN genómico de timo de ternera de cadena doble       

(dsCT-ADN) se preparó a una concentración de 1.0 mg ml-1 en el medio adecuado. La 

disolución se almacenó alicuotada como máximo durante 2 semanas a -20oC. 

• La disolución madre de ADN genómico de timo de ternera de cadena sencilla     

(ssCT-ADN) se preparó a partir de la desnaturalización de ADN de timo de ternera de 

cadena doble. Para ello, se preparó una disolución de dsCT-ADN de concentración 

1.0 mg ml-1 en tampón 10.0 mM Tris-HCl / AEDT 1.0 mM pH 8.0. Esta disolución se 

mantuvo a 100oC durante 30 minutos. Posteriormente, se enfrió rápidamente en un 

baño de hielo. Antes de ser utilizadas, las disoluciones se mantuvieron 5 minutos a 

100oC y, posteriormente, se enfriaron rápidamente en un baño de hielo para 
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asegurar la desnaturalización (Wolfe y cols, 1987). 

• Las disoluciones madre de oligonucleótidos tiolados se prepararon a una 

concentración de 100 µM en tampón fosfato 10.0 mM pH 7.0. 

• Las disoluciones madre de oligonucleótidos no tiolados se prepararon a una 

concentración de 100 µM en tampón fosfato 10.0 mM / NaCl 0.4 M pH 7.0. 

• La disolución de hidróxido sódico 0.1 M y de nitrato potásico 5.0 mM se prepararon 

en agua bidestilada, y cuando fue necesario autoclavada, a partir de los sólidos 

comerciales. 

• La disolución de 6-mercapto-1-hexanol (MCH) 1.0 mM se preparó en agua 

bidestilada y autoclavada. 

 

 

2. Materiales 

Aparatos 

 

• Para llevar a cabo las medidas electroquímicas se utilizó un analizador 

electroquímico Autolab PGSTAT30 de EcoChemie con el software GPES 4.9. 

• Las medidas espectrofotométricas se hicieron en un Espectrofotómetro PharmaSpec 

UV-1700 de SHIMADZU dotado con un sistema de termostatización de cubetas y en 

un Espectrofluorímetro Cary Eclipse de Varian equipado con un módulo Peltier de 

control de temperatura en el interior de la cubeta. 

• Para inhibir el efecto de las nucleasas de ADN, todas las disoluciones utilizadas en los 

experimentos con ADN se autoclavaron en un Autoclave Nüve OT012. 
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• Los análisis de caracterización estructural de los compuestos sintetizados se 

realizaron en el Servicio Interdepartamental de Investigación (SIdI) de la Universidad 

Autónoma de Madrid, donde se utilizaron los siguientes equipos: 

- Espectrofotómetro FT-IR Bruker. Como soporte se emplearon pastillas de 

KBr. 

- Analizador elemental CHN Perkin-Elmer 2400. 

- Espectrómetro RMN Bruker AMX-300. 

 

Electrodos y celdas electroquímicas 

• Electrodos de trabajo de carbón vítreo  de fabricación propia (área geométrica 0.071 

cm2). En su construcción se utilizó un tubo de teflon al que se acopló un disco de 

carbón vítreo de unos 3 mm de diámetro y mercurio para establecer el contacto con 

el hilo de cobre. 

• Electrodos de trabajo de oro de fabricación propia (área geométrica 0.018 cm2), 

elaborados fundiendo el extremo de un hilo de oro de alta pureza (99,99 %, 

diámetro 0,5 mm de Good fellow) hasta la formación de una bola que, 

posteriormente, se selló en vidrio. A continuación, se procedió a pulir el electrodo 

para eliminar parte del vidrio que sella la bola de oro y dejar una superficie de oro 

expuesta al exterior. Por último, el contacto entre el hilo de oro y uno de cobre se 

realizó con tela de carbón. 

• El electrodo de referencia utilizado para todas las medidas fue un electrodo de 

calomelanos (SSCE), de fabricación propia, el cual contenía una disolución saturada 

de NaCl. 

• El electrodo auxiliar utilizado fue un hilo de platino enrollado para aumentar su 

superficie. 

• Para realizar las medidas electroquímicas se utilizaron celdas electroquímicas de tres 
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bocas de fabricación propia con adaptadores PTFE, que permiten cerrar 

herméticamente la celda y mantener el flujo de nitrógeno para evitar la entrada de 

oxígeno. También se utilizaron viales de vidrio con un tapón perforado para 

introducir los electrodos y permitir el flujo de nitrógeno, con el fin de eliminar el 

oxígeno disuelto en las disoluciones. 

 

3. Procedimientos 

3.1. Síntesis de compuestos en disolución 

La síntesis de los isómeros del N,N’-bis(dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno 

(DHsalophen) se llevó a cabo siguiendo el método tradicional en disolución, descrito 

previamente para uno de los tres compuestos (Charles y cols, 1999). 

A. N,N’-bis(2,3-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (2,3-DHsalophen) 

A una disolución de 2,3-dihidroxibenzaldehído (0.5524 g, 4.00 mmol) en metanol  

(50 ml) se añadió o-fenilendiamina (0.2160 g, 2.00 mmol) y la mezcla de reacción se 

mantuvo a reflujo, bajo agitación, durante 3 horas. El precipitado obtenido, de color 

naranja, se filtró y se lavó con metanol hasta que las aguas de lavado fueron incoloras. El 

rendimiento de la reacción fue del 63 % (0.4410 g). 

B. N,N’-bis(2,5-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (2,5-DHsalophen) 

A una disolución de 2,5-dihidroxibenzaldehído (0.5524 g, 4.00 mmol) en metanol  

(50 ml) se añadió el o-fenilendiamina (0.2160 g, 2.00 mmol) y la mezcla de reacción se 

mantuvo a reflujo, bajo agitación, durante 3 horas. El precipitado obtenido, de color rojo, 

se filtró y se lavó con metanol hasta que las aguas de lavado fueron incoloras. El 

rendimiento de la reacción fue del 71 % (0.4972 g). 

C. N,N’-bis(3,4-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (3,4-DHsalophen) 

A una disolución de 3,4-dihidroxibenzaldehído (0.5524 g, 4.00 mmol) en metanol  

(50 ml) se añadió el o-fenilendiamina (0.2160 g, 2.00 mmol) y la mezcla de reacción se 
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mantuvo a reflujo, bajo agitación, durante 3 horas. El precipitado obtenido, de color 

marrón, se filtró y se lavó con metanol hasta que las aguas de lavado fueron incoloras. El 

rendimiento de la reacción fue del 65 % (0.4552 g). 

 

3.2. Síntesis de compuestos en estado sólido 

A. N,N’-bis(2,3-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (2,3-DHsalophen) 

En un matraz de 25 ml se mezclaron 1.00 mmol de o-fenilendiamina (0.1080 g) y 

2.00 mmol de 2,3-dihidroxibenzaldehído (0.2762 g). La mezcla sólida se molió a 

temperatura ambiente hasta conseguir un sólido finamente pulverizado. Posteriormente, 

la mezcla se calentó hasta 70oC durante 60 minutos. El sólido crudo que se obtuvo se 

recristalizó en metanol y se obtuvieron agujas de color naranja. El rendimiento de la 

reacción fue del 91% (0.3167 g). 

B. N,N’-bis(2,5-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (2,5-DHsalophen) 

En un matraz de 25 ml se mezclaron 1.00 mmol de o-fenilendiamina (0.1080 g) y 

2.00 mmol de 2,5-dihidroxibenzaldehído (0.2762 g). La mezcla sólida se molió a 

temperatura ambiente hasta conseguir un sólido finamente pulverizado. Posteriormente, 

la mezclaron se calentó hasta 60oC durante 60 minutos. Se obtuvo un sólido rojo que se 

recristalizó en metanol. El rendimiento de la reacción fue del 94% (0.3271 g). 

C. N,N’-bis(3,4-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno (3,4-DHsalophen) 

En un matraz de 25 ml se mezclaron 1.00 mmol de o-fenilendiamina (0.1080 g) y 

2.00 mmol de 3,4-dihidroxibenzaldehído (0.2762 g). La mezcla sólida se molió a 

temperatura ambiente hasta conseguir un sólido finamente pulverizado. Posteriormente, 

la mezcla se calentó hasta 45oC durante 60 minutos. Se obtuvo un sólido marrón que se 

recristalizó en metanol. El rendimiento de la reacción fue del 87% (0.3027 g). 
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3.3. Preparación del NiII-(N,N’-Bis(2,5-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno  
[Ni-2,5-DHsalophen]2+   

La preparación del complejo se llevó a cabo “in situ” en disolución mediante la 

adición de la cantidad correspondiente de Ni(NO3)2∙6H2O a una disolución 2.0 mM del 

ligando 2,5-DHsalophen en acetona, considerando que la estequiometría del complejo es 

1:1. La formación del complejo se corroboró por el cambio inmediato de color de la 

disolución del amarillo al rojo. El proceso se completó tras varios minutos bajo agitación. A 

partir de esta disolución madre, por dilución, se prepararon las disoluciones de menor 

concentración en el correspondiente disolvente acuoso. 

 

3.4. Pretratamiento de electrodos 

Antes de cada experimento, los electrodos de carbón vítreo o de oro se pulieron de 

modo exhaustivo con pasta de diamante de 1 µm suministrada por Buehler. Una vez 

pulido, el electrodo se aclaró con agua y acetona. Posteriormente, se sonicó en agua 

destilada durante 10 minutos para eliminar cualquier resto que pudiese quedar de la 

pasta de diamante sobre la superficie del electrodo. 

A. Activación de electrodos de carbón vítreo 

La activación se llevó a cabo por vía electroquímica. El electrodo pulido y limpio se 

introdujo en una disolución de bicarbonato sódico 0.1 M. Se le aplicaron al electrodo cinco 

barridos continuos de potencial entre –1.10 V y +1.60 V a 100 mV s-1 (Golabi y Zare, 

1999a). Una vez activado, el electrodo se aclaró con agua y se sumergió en una disolución 

de electrolito soporte y se realizaron barridos cíclicos sucesivos a 100 mV s-1 desde -0.2 V a 

+0.7 V con el fin de obtener una corriente residual constante. 

B. Activación de electrodos de oro 

Los electrodos se activaron, en ausencia de oxígeno, en H2SO4 0.1 M mediante la 

aplicación de un potencial de +2.0 V durante 5 segundos, seguido de barridos cíclicos 

sucesivos a 4 V s-1 entre -0.35 V y +1.50 V durante 1 minuto. A continuación, se dieron 
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barridos cíclicos entre -0.35 V y +1.5 V a 100 mV s-1 para obtener una superficie de oro lo 

menos rugosa posible. Después del proceso de activación se dio un barrido cíclico entre 

0.0 V y +1.5 V para obtener el voltamperograma característico del oro policristalino. 

(Sabatani y cols, 1987). 

El área microscópica de los electrodos se determinó por integración del área bajo el 

pico catódico de reducción del óxido de oro en H2SO4 0.1 M usando un factor de 

conversión de 482 µC cm-2 (Oesch y Janata, 1983). El valor medio encontrado para los 

electrodos fue de 0.031±0.003 cm2. La rugosidad de los electrodos se estimó en 1.7 para 

los electrodos de oro después del proceso de activación y sin ningún tipo de modificación. 

 

3.5. Modificación de electrodos 

A. Modificación de electrodos de carbón vítreo con ligandos DHsalophen mediante 

electrodeposición 

La superficie del electrodo activado se sumergió en una disolución 0.3 mM del 

ligando correspondiente en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0). A continuación, se cicló el 

potencial entre -0.20 V y +0.45 V a 100 mV s-1. Tras 15 barridos, el electrodo se aclaró con 

agua y se almacenó en disolución tampón hasta su uso. 

B. Modificación de electrodos de carbón vítreo con ligandos DHsalophen mediante 

adsorción directa 

La superficie del electrodo activado se modificó depositando con cuidado sobre la 

misma 20 µl de una disolución del ligando correspondiente 1.0 mM en etanol absoluto. Se 

dejó secar al aire. Posteriormente, la superficie del electrodo se aclaró con agua y acetona 

y se sumergió en disolución tampón hasta su uso.  
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C. Modificación de electrodos de carbón vítreo con el complejo                                    

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ mediante electrodeposición 

Para la modificación de la superficie de los electrodos de carbón vítreo con el 

complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+, el electrodo se sumergió en una disolución 0.1 mM del 

complejo preparado en NaOH 0.1 M. El potencial se cicló entre 0.0 y +1.0 V a 100 mV s-1 

durante 100 ciclos. El electrodo modificado se acondicionó mediante barridos de potencial 

en NaOH 0.1 M entre 0.0 y +0.7 V a 100 mV s-1 durante 12 minutos. Posteriormente, la 

superficie del electrodo se aclaró con agua y acetona. Tras el acondicionamiento en    

NaOH 0.1 M, los electrodos modificados con películas electrodepositadas de                               

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ presentaron un recubrimiento medio de la superficie de    

(11.3±1.1) x 10-9 mol cm-2. 

D. Modificación de electrodos de oro con CT-ADN por adsorción directa 

Para estudiar la interacción entre los ligandos DHsalophen y el ADN de timo de 

ternera (CT-ADN) se modificaron electrodos de oro mediante adsorción directa del 

material genómico. Este método de inmovilización se utilizó para obtener electrodos de 

oro modificados con ADN de cadena doble (dsCT-ADN) o de cadena sencilla (ssCT-ADN). El 

procedimiento que se siguió se basó en el método publicado por Zhao y colaboradores 

(Zhao y cols, 1997) con algunas modificaciones. Los electrodos limpios y activados se 

modificaron transfiriendo 10 µl de una disolución 1.0 mg ml-1 de dsCT-ADN o ssCT-ADN 

sobre la superficie de un electrodo de oro, limpio y activado, durante una hora a 

temperatura ambiente. Para eliminar posibles restos de ADN no adsorbido, los electrodos 

modificados se sumergieron durante 30 minutos en agua destilada y autoclavada. 

E. Modificación de electrodos de oro con oligonucleótidos sintéticos por quimisorción 

de tioles 

En el caso de electrodos modificados con secuencias tioladas, 10 µl de una 

disolución 40 µM de la sonda de oligonucleótido derivatizada en el extremo 5’ con un 

grupo hexaalquiltiol, se depositó sobre la superficie del electrodo, se tapó con un tubo 

eppendorf para evitar la evaporación y se dejó una hora a temperatura ambiente. 
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Posteriormente, el electrodo modificado se sumergió durante 30 minutos en agua 

destilada y autoclavada. Para mejorar la sensibilidad y bloquear las regiones no 

modificadas del electrodo del oro, los electrodos ya modificados con la sonda tiolada se 

sumergieron en una disolución 1.0 mM de 6-mercapto-1-hexanol (MCH) en agua durante 

una hora (Herne y Tarlov, 1997). Por último, el electrodo modificado se sumergió durante 

30 minutos en agua destilada y autoclavada. 

F. Hibridación de la sonda tiolada con distintas secuencias 

Los electrodos de oro modificados con la sonda tiolada y MCH, se incubaron con    

20 µl de disoluciones no tioladas de secuencias complementarias, no complementarias y 

secuencias con una única mutación, todas ellas preparadas en tampón de hibridación 

fosfato 10 mM / NaCl 0.4 M pH 7.0. Para lograr la hibridación, el electrodo se mantuvo 

durante una hora a 40oC. Posteriormente, los electrodos se lavaron en agua destilada y 

autoclavada para eliminar posibles restos de oligonucleótidos unidos inespecíficamente.  

G. Acumulación de 3,4-DHsalophen en electrodos modificados con ADN 

La acumulación del indicador redox en electrodos modificados tanto con cadenas de 

oligonucleótidos de 25 pares de bases como con CT-ADN, se llevó a cabo a circuito 

abierto. Para ello, los electrodos modificados se sumergieron en una disolución 50 µM de 

3,4-DHsalophen preparada en KNO3 5.0 mM durante el tiempo óptimo, a temperatura 

ambiente. A continuación, los electrodos se aclararon con agua destilada y autoclavada, y 

se reservaron hasta su uso. 

 

3.6. Medidas electroquímicas 

A. Cálculo de la capacitancia de los electrodos de carbón vítreo 

La capacitancia de los electrodos de carbón vítreo se ha calculado a partir de la 

separación entre las corrientes residuales anódica y catódica del voltamperograma cíclico 

del electrodo en electrolito soporte, según el método descrito por Anjo y colaboradores 

(Anjo y cols, 1989). Para ello se utilizó la expresión: 
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Av2

I
C =  

Donde, C es la capacitancia por área en µF cm-2, I es la separación entre las 

corrientes anódica y catódica al potencial elegido en la zona donde no se aprecia proceso 

faradaico alguno, v es la velocidad de barrido y A es el área geométrica del electrodo. 

B. Cálculo del recubrimiento superficial de material adsorbido sobre la superficie de 

los electrodos 

El recubrimiento superficial de los materiales electroquímicamente activos 

depositados sobre las superficies de los electrodos se estimó, a partir de los 

voltamperogramas cíclicos obtenidos, para el electrodo modificado en el electrolito 

soporte. La integración del área de los picos anódico y catódico permitió calcular la carga 

correspondiente a la sustancia depositada. El recubrimiento se obtuvo a partir de la 

expresión: 

nFA

Q
=Γ  

Donde, n es el número de electrones implicados en el proceso, F es la constante de 

Faraday, A es el área geométrica del electrodo y Q es la carga asociada al pico de 

oxidación o reducción. 

C. Cálculo de la constante heterogénea de transferencia de carga (ks) 

La constante heterogénea de transferencia de carga entre los mediadores 

inmovilizados y el electrodo se estimó utilizando el método de Laviron, a partir del 

desplazamiento de los potenciales de pico anódico y catódico, en función de la velocidad 

de barrido (Laviron, 1979). Las medidas ciclovoltamperométricas se llevaron a cabo en el 

medio adecuado dependiendo del análisis. 
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D. Cálculo de la constante catalítica de transferencia electrónica entre el sustrato y el 

mediador inmovilizado 

Mediante voltamperometría cíclica se estimó la constante global del proceso de 

transferencia electrónica entre el mediador inmovilizado y el sustrato, por medio del 

estudio de la variación de la intensidad de corriente electrocatalítica con la velocidad de 

barrido (Andrieux y Saveant, 1978). 

E. Cálculo del recubrimiento de CT-ADN y sondas tioladas sobre la superficie de los 

electrodos de oro 

La cantidad de CT-ADN adsorbido sobre la superficie del electrodo de oro se estimó 

a partir de la carga culombimétrica asociada a la oxidación de las bases adsorbidas 

obtenida mediante un pico voltamperométrico en torno a +1.0 V en tampón fosfato 0.1 M 

(pH 7.0). En estos cálculos se utilizó el valor de 5.45 electrones/par de bases (Hinnen y 

cols, 1981; Pang y cols, 1995). El valor medio calculado por este método fue de 

(1.8±0.5)x10-10 mol cm-2. 

El recubrimiento de la superficie de los electrodos modificados con oligonucleótidos 

tiolados se calculó siguiendo el método cronoculombimétrico descrito por Tarlov y 

colaboradores (Steel y cols, 1998). El valor medio obtenido en los experimentos fue 

(5.3±0.2)x10-12 mol de oligonucleótido cm-2. 

 

3.7. Medidas espectrofotométricas 

A. Cálculo de la concentración de CT-ADN y oligonucleótidos tiolados 

Se empleó la espectrofotometría de absorción UV-visible a 260 nm para determinar 

la concentración de ADN presente en las disoluciones, aplicando la ley de Lambert-Beer. 

Para la determinación de la concentración de CT-ADN se utilizó el coeficiente de 

extinción (ε260) de 6600 M-1 cm-1 (Doty y Rice, 1955), mientras que para la determinación 

de la concentración de los oligonucleótidos se utilizó la información de los coeficientes de 

extinción molar proporcionados por la casa comercial para cada uno de ellos. 
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B. Titulación UV-vis con CT-ADN y los derivados del DHsalophen. Cálculo de la 

constante intrínseca de unión 

Las valoraciones de absorbancia se llevaron a cabo manteniendo la concentración de 

los ligandos constante (15 ó 20 µM) y variando la concentración de CT-ADN (0-500 µM) en 

5.0 mM Tris-HCl (pH 7.4). Antes de llevar a cabo las medidas, las disoluciones se 

mantuvieron durante una hora a temperatura ambiente. Para evitar interferencias debido 

a la absorción del CT-ADN, los espectros se obtuvieron manteniendo la misma 

concentración de CT-ADN en la cubeta de referencia. La constante intrínseca de unión, Kb, 

para la interacción entre los ligandos y el ADN, se determinó usando la ecuación descrita 

por Meehan y colaboradores (Meehan y Gamper, 1982): 

[ ] [ ]
( )lublulo K

1ADNCTADNCT

ε−ε
+

ε−ε
−

=
ε−ε

−
 

Donde, εo es el coeficiente de extinción molar obtenido a partir del cociente 

Aobs/[DHsalophen] para cada concentración de CT-ADN, εl es el coeficiente de extinción 

molar del ligando libre en ausencia de CT-ADN y εu es el coeficiente de extinción molar del 

complejo formado con el CT-ADN. La representación de [CT-ADN]/(εo-εl) en función de la 

concentración de CT-ADN es lineal, y con los valores de la pendiente y la ordenada en el 

origen puede calcularse la constante intrínseca de unión. 

C. Cálculo del porcentaje de efecto hipocrómico 

El porcentaje del desplazamiento hipocrómico del máximo de absorción en las 

titulaciones espectrofotométricas de los ligandos con el CT-ADN se ha calculado según la 

siguiente ecuación: 

100x%H
l

ul

ε

ε−ε
=  

Donde, εl y εu han sido definidos previamente. 
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D. Titulación de fluorescencia con CT-ADN y los derivados del DHsalophen. Cálculo de 

la constante de Stern-Volmer 

De igual modo que en los experimentos descritos en Espectrofotometría de 

Absorción Molecular, en las titulaciones de fluorescencia la concentración de los ligandos 

se mantuvo fija (20 ó 50 µM) mientras que la concentración de CT-ADN se varió entre      

0-2000 µM. Las medidas se llevaron a cabo en 5.0 mM Tris-HCl (pH 7.4). Antes de llevar a 

cabo las medidas, las disoluciones se mantuvieron durante una hora a temperatura 

ambiente. Las constantes de Stern-Volmer, KSV, se determinaron siguiendo la ecuación 

(Cramb y Beck, 2000): 

 

 

Donde Io e I representan las intensidades de fluorescencia del compuesto en 

ausencia y en presencia de CT-ADN, respectivamente. KSV es la constante de Stern-Volmer, 

y es el producto de la constante cinética de desactivación y del tiempo de vida natural del 

estado excitado. La representación de I0/I en función de la concentración de CT-ADN es 

lineal; el valor de pendiente corresponde al valor de la constante de Stern-Volmer. 

E. Cálculo de la temperatura de desnaturalización del CT-ADN 

Para calcular la temperatura de desnaturalización del CT-ADN se midió la variación 

de la absorbancia a 260 nm en función de la temperatura. Las medidas se realizaron en un 

espectrofotómetro conectado a un baño termostatizado. Las medidas se llevaron a cabo 

en 5.0 mM Tris-HCl (pH 7.4). La temperatura en el interior de la cubeta se midió con una 

sonda de platino en el intervalo de 30-90oC con un gradiente de temperatura de 1oC min-1. 

La temperatura de desnaturalización se obtiene en el punto de máxima pendiente de la 

curva, es decir, en el punto de inflexión. 
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SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LIGANDOS DERIVADOS DEL DHsalophen  

1. Síntesis de los ligandos 

Uno de los métodos utilizados habitualmente para sintetizar ligandos tetradentados 

de base de Schiff consiste en hacer reaccionar derivados del salicilaldehído o del                     

2-piridilaldehído con las correspondientes diaminas en una proporción estequiométrica de 

2:1 (mol:mol) (Bailes y Calvin, 1947). Esta reacción de condensación es de gran interés en 

química orgánica debido al gran número de moléculas que pueden ser generadas y por la 

capacidad de éstos de formar complejos estables con diferentes cationes metálicos 

(Hobday y Smith, 1972). En general, estas síntesis se llevan a cabo en metanol o etanol a 

reflujo durante varias horas, obteniéndose rendimientos del 75-85 %. Recientemente, 

Bolourtchian y colaboradores (Mirza-Aghayan y cols, 2003) han descrito la preparación 

sencilla de ligandos de base de Schiff tetradentados en ausencia de disolventes usando 

radiación de microondas.  

Para preparar los ligandos de base de Schiff objeto del presente estudio se han 

hecho reaccionar diferentes isómeros del dihidroxibenzaldehído (Tabla 3) con la                

o-fenilendiamina, siendo la relación estequiométrica de dos moles de aldehído por cada 

mol de amina. En la Tabla 3 se muestra la reacción genérica de síntesis, así como las 

estructuras de los distintos isómeros del dihidroxibenzaldehído utilizados. Los detalles 

particulares de la síntesis de cada compuesto en disolución y en estado sólido se 

encuentran en la sección experimental. 
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Tabla 3: Reacción genérica de síntesis. 

 

Aunque la síntesis del 2,5-DHsalophen ha sido descrita con anterioridad en 

disolución (Charles y cols, 1999); la preparación de los otros dos ligandos (2,3-DHsalophen 

y 3,4-DHsalophen) se describe por primera vez en este trabajo. Asimismo, es la primera 

vez que se describe la preparación de estos compuestos utilizando procedimientos de 

química limpia; es decir, reacción en estado sólido en ausencia de disolventes. Este último 

método presenta ventajas frente a los procedimientos tradicionales de síntesis, como son 

la reducción en el tiempo de reacción, la disminución en el gasto de disolventes y en la 

generación de residuos, y el aumento de los rendimientos de las reacciones (Tanaka y 

Toda, 2000). A título de comparación, los rendimientos obtenidos mediante la síntesis en 

estado sólido son mayores (aproximadamente 90%) que los obtenidos en las síntesis en 

disolución (aproximadamente 70%). Algunos autores ya han descrito estas diferencias en 

los rendimientos obtenidos en la síntesis de bases de Schiff por métodos tradicionales o 

mediante el uso de radiación microondas en ausencia de disolventes (Gangani y Parsania, 

2007). 

Compuesto R1 R2 R3 R4

N,N’-Bis(2,3-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno          

(2,3-DHsalophen)
OH OH H H

N,N’-Bis(2,5-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno         

(2,5-DHsalophen)
OH H H OH

N,N’-Bis(3,4-dihidroxibenciliden)-1,2-diaminobenceno         

(3,4-DHsalophen)
H OH OH H

NH
2

NH
2

R2

R3

CHO
R1

R4 N

N

R2

R3

R1

R4

R2

R3

R1

R4

+ +   2 H2O2
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Los compuestos obtenidos a partir de la síntesis en estado sólido mostraron una 

moderada solubilidad en diversos disolventes como la dimetilformamida, acetonitrilo, 

acetona, dimetilsulfóxido, etanol y metanol. En medio acuoso la solubilidad de los tres 

ligandos sintetizados es mucho menor, siendo ésta, en el mejor de los casos, inferior a 500 

µM a pH 7.0. 

Los resultados experimentales de análisis elemental de estos compuestos se 

muestran en la Tabla 4 y presentan una buena correspondencia con los datos calculados 

para la fórmula molecular C20H16N2O4, en el caso del 2,3-DHsalophen y 3,4-DHsalophen, y 

para C20H16N2O4•H2O, en el caso del 2,5-DHsalophen. 

Sínt. Disolución Sínt. Sólida

COMPUESTO
Rendimiento 

(%)

Rendimiento 

(%)
C H N

2,3-DHsalophen

63 91
68.9

a 

(68.5)

4.6
a 

(4.6)

8.1
a 

(8.1)

2,5-DHsalophen

71 94
65.6

b 

(64.7)

4.9
b 

(5.0)

7.7
b 

(7.6)

3,4-DHsalophen

65 87
68.9

c 

(67.8)

4.6
c 

(4.6)

8.1
c 

(7.9)

% Calc. (Encontrado)

a,c Calculado para C20H16N2O4                        

b Calculado para C20H16N2O4•H2O  

Tabla 4: Rendimientos y análisis elemental de los compuestos sintetizados. 

 

 

 

 

Imagen 1: Micrografías obtenidas para (A) 2,3-DHsalophen, (B) 2,5-DHsalophen y (C) 

3,4-DHsalophen sintetizados en ausencia de disolventes y recristalizados en metanol. 

A B C 



Resultados y discusión. Capítulo I 

68 

2. Caracterización espectroscópica de los ligandos sintetizados 

Dada la poca solubilidad en agua de los ligandos, sus espectros de UV-visible se 

llevaron a cabo en disoluciones de concentración 10-4 mol l-1 en metanol. En los tres casos 

aparece una banda de absorción intensa entre 270 y 290 cm-1, dependiendo del 

compuesto (Tabla 5), que puede asociarse a transiciones electrónicas del tipo π → π* y     

n → π* entre los electrones π conjugados presentes en los anillos aromáticos de las 

moléculas.  

COMPUESTO CH=N νC=N νAr-O-H νC=C νC=O

2,3-DHsalophen 283 8.88 (s, 2H) 1612 1276 1481 ----

2,5-DHsalophen
241, 274, 

352
8.80 (s, 2H) 1617 1280 1467 ----

3,4-DHsalophen 293 8.86 (s, 2H) 1614 1294 1484 ----

Salophen 1604 1280 1450 ----

---- ---- 1250* 1480* 1670*

---- ---- 1280* 1490* 1690*

---- ---- 1290* 1450* 1675*

* AIST: Integrated Spectral Database System of Organic Compounds 

9.70 (s, 2H
3
)    

9.51 (s, 2H
4
)

IR (KBr, cm
-1

)

Ar-OH

12.90 (s, 2H2) 

9.22 (s, 2H
3
)

12.10 (s, 2H
2
) 

9.06 (s, 2H
5
)

3,4-dihidroxibenzaldehído

1
H-RMN ((CD3)2SO, ppm)UV-vis 

(metanol)     

λλλλ (nm)

9.41 (s, 2H
3
)    

9.23 (s, 2H
4
)

2,3-dihidroxibenzaldehído

2,5-dihidroxibenzaldehído

10.05 (s, 2H
2
) 

9.82 (s, 2H
3
)

10.01 (s, 2H
2
) 

9.16 (s, 2H
5
)

 

Tabla 5: Datos de la caracterización espectroscópica de los compuestos obtenidos 

mediante síntesis en sólido, del ligando comercial salophen y de los 

dihidroxibenzaldehídos usados como reactivos en la síntesis. 

 

Además, la caracterización estructural de los ligandos se llevó a cabo mediante 

espectroscopia IR y de RMN de 1H. Para interpretar los datos obtenidos mediante 

espectroscopia IR, se han comparado los espectros de IR de los ligandos de base de Schiff 
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sintetizados y purificados con los espectros de IR de los reactivos de partida (Tabla 5) y el 

espectro del ligando N,N′-Bis(saliciliden)-1,2-fenilendiamina (salophen) comercial (Figura 

4). En primer lugar, se puede observar la desaparición de la banda de absorción 

característica de los distintos isómeros dihidroxibenzaldehídos debida a la tensión del 

grupo C=O (1670-1690 cm-1) en los espectros de los productos. Además, en todos los 

casos, aparece la banda característica de este tipo de ligandos en el intervalo entre 1605-

1630 cm-1. Esta banda se puede atribuir a la vibración de tensión del grupo azometino 

(C=N) (Popovic y cols, 2001). La presencia de esta banda junto con la ausencia de la banda 

de absorción de la tensión del grupo C=O presente en los reactivos de partida (Tabla 5), 

nos permite afirmar que los productos obtenidos en la síntesis son los que se buscaban y 

no hay productos intermedios o contaminación con los reactivos (Pretsch, 1998). En la 

Tabla 5 se incluyen otras bandas de absorción significativas. 

Figura 4: Espectros IR (KBr, cm-1) del ligando salophen comercial y de los isómeros 

del DHsalophen sintetizados 
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Los espectros de RMN de 1H en dimetilsulfóxido deuterado mostraron concordancia 

con la estructura molecular de los compuestos y se han podido asignar las señales 

correspondientes a los protones más característicos. A modo de ejemplo, en la Figura 5 se 

muestra el espectro de RMN para el 2,3-DHsalophen. Como se puede observar, las señales 

para los protones de los grupos hidroxilo aparecen en forma de singlete en el intervalo 

entre 9-12 ppm. En el caso del 2,3-DHsalophen y 2,5-DHsalophen estos valores están 

desplazados a campo bajo, en comparación con los valores de los correspondientes 

dihidroxibenzaldehídos precursores, como consecuencia de la formación del enlace de 

hidrógeno intramolecular (O-H∙∙∙N) entre el hidroxilo en posición α, respecto al grupo 

azometino, y el N (Popovic y cols, 2001). Sin embargo, para el isómero con el grupo 

hidroxilo en posición β (3,4-DHsalophen) este desplazamiento es menor, puesto que el 

aumento en la distancia entre los grupos funcionales impide la formación del enlace de 

hidrógeno intramolecular. Además, se observa una señal singlete atribuible al protón del 

grupo azometino, cuyo desplazamiento para cada isómero se recoge en la Tabla 5 (Charles 

y cols, 1999).  
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Figura 5: Espectro de 1H-RMN (300 MHz, (CD3)2SO, ppm) del compuesto 2,3-DHsalophen. 
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3. Caracterización electroquímica en medio no acuoso 

El estudio de la actividad redox de estos ligandos sintetizados es importante puesto 

que uno de los objetivos de esta tesis es utilizar estas moléculas como mediadores redox 

en el desarrollo de sensores y biosensores con detección electroquímica. Nuevamente, 

debido a su baja solubilidad en medio acuoso, la caracterización electroquímica de los 

ligandos se llevó a cabo en un disolvente aprótico como es la dimetilformamida (DMF), 

utilizando perclorato de tetrabutilamonio (TBAP) 0.1 M como electrolito. Se prepararon 

disoluciones 1.0 mM de los diferentes ligandos y la voltamperometría cíclica se llevó a 

cabo dando primero un barrido anódico hasta +1.0 V ó +1.5 V (dependiendo del isómero) 

y un posterior barrido catódico de vuelta hasta -2.0 V, a 100 mV s-1 en un electrodo de 

carbón vítreo recién pulido y sin activación previa. Los resultados para los diferentes 

isómeros se muestran en la Figura 6. 

En términos generales, la respuesta voltamperométrica de estos isómeros es muy 

parecida, aunque la presencia de los grupos hidroxilo en posiciones diferentes conlleva 

algunas diferencias significativas, sobre todo en los barridos catódicos. 

En el caso del 2,3-DHsalophen, el primer barrido anódico muestra un proceso redox 

caracterizado por una onda de oxidación con un pico de potencial (P1) bien definido a 

+0.776 V. En el barrido de vuelta se puede observar la correspondiente onda de reducción 

asociada con un pico de potencial (P2), también con buena definición, a +0.390 V. 
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Figura 6: Voltamperogramas cíclicos de los isómeros del DHsalophen (1.0 mM) en 

DMF/0.1 M TBAP a 100 mV s-1. 
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El voltamperograma cíclico del 2,5-DHsalophen se llevó a cabo en las mismas 

condiciones y se obtuvieron resultados muy similares a los descritos para el                     

2,3-DHsalophen, con algunas variaciones en los valores de los potenciales de pico. De 

acuerdo con el comportamiento de las orto- y para- quinonas en medios no acuosos 

(Eggins, 1969) los picos P1 y P2 se pueden asociar al proceso de oxidación/reducción del 

grupo funcional quinona/hidroquinona, de acuerdo con el siguiente esquema: 

Esquema 2: Proceso de oxidación-reducción del grupo funcional quinona/hidroquinona 

 

El mecanismo asociado al proceso anterior supone la formación de un enlace de 

hidrógeno intramolecular entre el nitrógeno del grupo imina y el hidrógeno del grupo 

hidroxilo adyacente. Este mecanismo ha sido descrito con anterioridad para el                

2,5-DHsalophen (Charles y cols, 1999). 

Los altos valores de la diferencia de potenciales de pico, ∆Ep, (∆Ep>>60 mV) y del 

cociente iP1/iP2 (iP1/iP2>>1) sugieren que para estas moléculas, la oxidación del par 

hidroquinona/quinona presenta complicaciones cinéticas asociadas a la transferencia de 

carga y a posibles procesos químicos que pueden afectar a la estabilidad de las formas 

oxidada y reducida. En definitiva, el proceso redox asociado a las ondas P1 y P2 presenta 

gran irreversibilidad electroquímica y química. 

A potenciales muy negativos, los ligandos 2,3-DHsalophen y 2,5-DHsalophen 

muestran una segunda onda de reducción (P3) irreversible con un potencial de pico         

de -1.350 V y -1.501 V, respectivamente. Esta onda está asociada al proceso de reducción 

del grupo azometino de los ligandos donde están involucrados dos electrones. Este 
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proceso ha sido descrito para otros ligandos de base de Schiff como el salen y el salophen 

en acetonitrilo y supone una reacción de auto-protonación como consecuencia de la 

transferencia protónica desde la especie oxidada inicial a los intermedios de reducción 

(Isse y cols, 1997a; Isse y cols, 1997b). 

En el caso del 3,4-DHsalophen, el proceso de oxidación debido al grupo funcional 

hidroquinona (P1) tiene lugar a potenciales más positivos que los observados para los 

otros dos compuestos (Tabla 6). Además, a diferencia de los isómeros 2,3-DHsalophen y                

2,5-DHsalophen, la voltamperometría cíclica del 3,4-DHsalophen no muestra ningún 

proceso de reducción del grupo azometino (P3) en el intervalo de potenciales en el que se 

ha trabajado. Probablemente tenga lugar a potenciales más negativos. Estas diferencias 

entre la electroquímica del ligando 3,4-DHsalophen y la de los otros dos ligandos pueden 

explicarse teniendo en cuenta la distancia que existe entre el nitrógeno del grupo 

azometino y el grupo hidroxilo más cercano. Este hecho impide la formación de enlaces de 

hidrógeno intramoleculares y, como consecuencia, las limitaciones cinéticas son mayores 

para los procesos de oxidación (P1) y reducción (P3). 

Finalmente, la presencia del grupo azometino en las proximidades del grupo 

hidroquinona/quinona puede condicionar las propiedades redox de estos compuestos, 

favoreciendo la generación de formas oxidadas reactivas susceptibles de combinarse 

químicamente con la superficie del electrodo de carbón vítreo, generándose películas 

electroactivas sobre la superficie. Este proceso podría ser equivalente al que se observa en 

la oxidación de los isómeros del dihidroxibenzaldehído, moléculas precursoras de estos 

ligandos (Pariente y cols, 1996). 

          

COMPUESTO EP1 (V) EP2 (V) ∆EP (V) IP1/IP2 EP3 (V) 

2,3-DHsalophen + 0.776 + 0.391 + 0.385 8.9 -1.350 

2,5-DHsalophen + 0.703 + 0.265 + 0.438 5.5 -1.501 

3,4-DHsalophen + 1.003 + 0.254 + 0.749 3.2 ---- 

Tabla 6: Potenciales de los distintos procesos redox de los ligandos sintetizados. 
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MODIFICACIÓN DE ELECTRODOS DE CARBÓN VÍTREO CON ISÓMEROS DEL 

DHsalophen 

El hecho de que los diferentes isómeros del DHsalophen presenten propiedades 

redox abre la posibilidad de que estas moléculas puedan ser electrodepositadas sobre 

superficies de carbón vítreo con diferente grado de activación, generando películas 

electroactivas útiles para ser aplicadas en el diseño de sensores o biosensores. Además, el 

marcado carácter planar de sus estructuras sugiere, también, la posibilidad de generar 

estas superficies electroactivas por adsorción directa de estos ligandos sobre la superficie 

del electrodo. Estas posibilidades son las que se van a estudiar en el presente capítulo. 

Antes de proceder a la modificación de la superficie de los electrodos de carbón 

vítreo se llevó a cabo un tratamiento de activación previo, con el objetivo de obtener un 

sustrato con la superficie libre de impurezas indeseables y dotada de una estructura 

química reproducible. Junto con el pulido mecánico de la superficie electródica, la 

activación electroquímica es uno de los pretratamientos más usados. Los electrodos de 

carbón vítreo activados electroquímicamente suelen tener una superficie más 

reproducible, a la vez que se mejora la transferencia electrónica y algunas adsorciones 

específicas. La activación electroquímica puede llevarse a cabo tanto en medio ácido 

(H2SO4) como en medio básico (NaOH, HCO3
-). En ambos casos, la oxidación del electrodo 

genera sobre la superficie grupos funcionales oxigenados como hidroxilos, carboxilos y 

carbonilos que, en muchos casos, favorecen la interacción de las moléculas utilizadas 

como modificadores con la superficie del electrodo. En función del porcentaje que exista 

de estos grupos sobre la superficie electródica, esta será más o menos activa. De hecho, 

cuando la activación se realiza en medio básico el porcentaje de estos grupos funcionales 

oxidados es ligeramente inferior respecto a cuando la activación se lleva a cabo en medio 

ácido. Esto supone una ventaja frente a la activación en medio ácido puesto que las 

superficies activas generadas no presentan grandes incrementos de la corriente 

capacitativa (Anjo y cols, 1989; Dekanski y cols, 2001; McCreery, 1990). 
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Los grupos funcionales generados sobre la superficie del electrodo como 

consecuencia de la activación, además de favorecer la transferencia de carga, son capaces 

de actuar como mediadores redox en procesos electrocatalíticos (Engstrom, 1982). Sin 

embargo, las superficies de carbón vítreo sólo activadas no muestran respuestas 

electrocatalíticas estables y reproducibles, por lo que después de la activación es 

necesario inmovilizar sobre la superficie del electrodo un mediador redox de forma 

estable y que mejore sensiblemente la reproducibilidad. Con estos antecedentes, se 

decidió limpiar y regenerar la superficie de los electrodos de carbón vítreo mediante un 

proceso mixto que implica un paso previo de pulido mecánico de la superficie y una 

activación electroquímica en medio ligeramente básico. 

Una vez activado el electrodo, este se acondicionó mediante el barrido continuo de 

potencial en el electrolito soporte hasta que los voltamperogramas cíclicos obtenidos 

fueron estables. El voltamperograma final obtenido se comparó con el del electrodo 

pulido sin activar, en electrolito soporte. En ambos casos, las imágenes obtenidas 

mostraban una total ausencia de procesos faradaicos. Además, se calculó la capacitancia 

para ambos electrodos, según el método descrito en la parte experimental (Anjo y cols, 

1989). Como cabe esperar, la capacitancia observada tras la activación (70 µF cm-2) es 

mayor que la obtenida con los electrodos no activados (59 µF cm-2), aunque se mantiene 

en unos límites bajos, compatibles con respuestas electrónicas altas sobre corrientes de 

fondo razonablemente bajas. Por tanto, los voltamperogramas obtenidos tras el proceso 

de activación se utilizaron como diagnóstico del estado de los electrodos y de su viabilidad 

para ser empleados en los procesos de modificación posteriores. 

La modificación de los electrodos de carbón vítreo, previamente pulidos y activados, 

se llevó a cabo mediante dos estrategias distintas: electrodeposición y adsorción directa. 
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1. Electrodeposición de los derivados del DHsalophen sobre electrodos de 

carbón vítreo en medio acuoso 

En este primer método, los ligandos sintetizados se electrodepositaron sobre la 

superficie de los electrodos activados, mediante la aplicación de barridos de potencial 

entre -0.2 V y +0.5 V en una disolución que contenía el correspondiente isómero a pH 7.0. 

Debido a la baja solubilidad de los compuestos en medio acuoso a pH neutro, la 

concentración de los compuestos estudiados no pudo ser superior a 0.4 mM. En el caso 

del 2,5-DHsalophen, el potencial se cicló entre -0.2 V y + 0.35 V y los resultados obtenidos 

se muestran en la Figura 7A. Desde el primer barrido, hacia potenciales positivos, se 

observa un par redox bastante bien definido con un potencial formal de +0.13 V. Al 

continuar ciclando el potencial, se observa como las corrientes de pico, tanto anódica 

como catódica, decrecen hasta que después de cinco minutos se estabilizan. Pasado este 

tiempo, se extrajo el electrodo de la disolución con 2,5-DHsalophen, se lavó y se introdujo 

en una disolución tampón de fosfato a pH 7.0. Al realizar la voltamperometría cíclica        

entre -0.1 V y +0.3 V, se observa la imagen bien definida del proceso redox con un 

potencial formal de +0.14 V, una relación de intensidades de pico anódico/catódico igual a 

la unidad y una separación de potenciales de pico de 10 mV (Figura 7B). 

Para los isómeros 2,3-DHsalophen y 3,4-DHsalophen, cuyos grupos hidroxilo están 

en posición orto, el proceso de electrodeposición seguido fue muy similar, obteniéndose 

electrodos modificados con películas electroactivas cuya respuesta en tampón fosfato   

0.1 M (pH 7.0) fue muy parecida a la de los electrodos modificados con películas derivadas 

del 2,5-DHsalophen con ligeras variaciones en los potenciales formales. 
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Figura 7: (A) Voltamperogramas cíclicos de una disolución 0.3 mM de 2,5-

DHsalophen en tampón fosfato 0.1M (pH 7.0) en un electrodo de carbón vítreo 

activado. (B) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con una 

película electroactiva derivada del 2,5-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 

7.0). Velocidad de barrido 100 mV s-1. 

 

Los resultados obtenidos en los experimentos de barrido de potencial sugieren que 

las películas electroactivas generadas sobre la superficie del electrodo no pueden 

adscribirse totalmente a un proceso de electrodeposición similar al descrito para los 

dihidroxibenzaldehídos, que son las moléculas precursoras de estos ligandos (Pariente y 

cols, 1994; Pariente y cols, 1996). Este razonamiento se fundamenta en que las corrientes 

de pico anódico y catódico no crecen con los barridos cíclicos sucesivos. Como se observa 

en la Figura 7, tras el primer barrido cíclico la corriente de pico disminuye y tras cinco o 

seis barridos se estabiliza. Este resultado parece indicar que el material electroactivo se 

adsorbe o precipita sobre la superficie del electrodo al aplicar los barridos de potencial.  
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La hipótesis de la adsorción directa como mecanismo de modificación predominante 

se fundamenta en dos circunstancias. En primer lugar, la presencia en la estructura de la 

molécula de anillos bencénicos unidos mediante grupos azometino, implica una cierta 

planaridad para estos ligandos. En segundo lugar, las disoluciones acuosas de estas 

moléculas no son muy estables incluso a concentraciones menores de 0.4 mM. En un buen 

número de experimentos se aprecia la aparición de una ligera turbidez en la disolución 

durante el tiempo de duración del experimento de barrido de potencial. Todas estas 

circunstancias indican que la modificación de los electrodos por simple adsorción directa 

puede ser una alternativa eficaz para llevar a cabo el proceso de modificación de la 

superficie del electrodo de carbón vítreo con películas electroactivas derivadas de los 

isómeros del DHsalophen. 

 

2. Modificación de electrodos de carbón vítreo con películas de los 

derivados DHsalophen directamente adsorbidas 

Una ventaja adicional de la modificación mediante adsorción directa estriba en que 

al ser mayor la solubilidad de estos compuestos en etanol, metanol o acetona, se pueden 

utilizar disoluciones más concentradas para promover el proceso de modificación. 

Para llevar a cabo la adsorción directa, una pequeña alícuota (20 µl) de una 

disolución 1.0 mM del correspondiente isómero en etanol, se depositó con cuidado sobre 

la superficie pulida y activada del electrodo y se dejó secar al aire a temperatura 

ambiente. Posteriormente, la superficie del electrodo se aclaró cuidadosamente con agua 

y acetona. La respuesta electroquímica de los electrodos modificados se estudió mediante 

voltamperometría cíclica en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en ausencia de compuesto. El 

potencial se barrió entre -0.2 V y +0.4 V a una velocidad de 100 mV s-1, observándose, en 

todos los casos, que los electrodos modificados muestran una actividad redox próxima a la 

que se esperaría para un sistema reversible inmovilizado sobre la superficie del electrodo 

(Figura 8).  
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Figura 8: Voltamperogramas cíclicos de los electrodos modificados por adsorción 

directa con películas derivadas del 2,3-DHsalophen (▬), 2,5-DHsalophen (▬) y 

3,4-DHsalophen (▬) en tampón fosfato 0.1M (pH 7.0) a 100 mV s-1. 

 

Este comportamiento electroquímico se puede asignar a la presencia de grupos 

funcionales quinona/hidroquinona presentes en la estructura de las moléculas adsorbidas. 

En la Tabla 7 se recogen los potenciales de pico anódico y catódico, los potenciales 

formales, las diferencias de potenciales de pico y las relaciones de intensidades de 

corriente de pico anódica y catódica, obtenidos para los electrodos modificados con 

películas derivadas de los isómeros del DHsalophen. 

COMPUESTO Epa / V Epc/ V E°'/ V ΔEp/ V Ipa/Ipc

2,3-DHsalophen +0.263 +0.152 +0.208 +0.111 0.9

2,5-DHsalophen +0.151 +0.109 +0.130 +0.042 1.1

3,4-DHsalophen +0.233 +0.173 +0.203 +0.060 1  

Tabla 7: Valores de los potenciales de pico anódico y catódico, potencial formal, 

diferencia de potenciales de pico y relación de intensidades de corriente de pico 

anódica y catódica, obtenidos en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) a 100 mV s-1 para 

los electrodos modificados con películas derivadas de los isómeros DHsalophen. 
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A la vista de los potenciales formales correspondientes al sistema redox para cada 

uno de los isómeros estudiados, se puede afirmar que la posición de los grupos hidroxilo 

en la molécula tiene una cierta influencia en el valor del potencial de pico. De manera que, 

el isómero con los grupos hidroxilo en posición para (2,5-DHsalophen) es más fácil de 

oxidar que los isómeros con los grupos hidroxilo en orto (2,3-DHsalophen y                      

3,4-DHsalophen). La diferencia entre los potenciales de pico, ∆Ep, no es muy grande 

aunque no llega a ser cero, como predice la teoría que explica el comportamiento 

voltamperométrico de especies adsorbidas a la superficie del electrodo (Bard, 2001). La 

diferencia observada entre los potenciales de pico anódico y catódico sugiere que en 

todos los sistemas hay ciertas limitaciones para la transferencia de carga. Estas 

limitaciones son más evidentes en los electrodos modificados con películas adsorbidas de 

2,3-DHsalophen, en las que ∆Ep es casi el doble que en los otros dos casos. 

Los voltamperogramas cíclicos, recogidos utilizando electrodos modificados con los 

distintos isómeros a diferentes velocidades de barrido (entre 10 y 400 mV s-1), mostraron 

que la corriente de pico era proporcional a la misma en todo el intervalo de velocidades 

estudiado, lo que es característico de materiales electroactivos confinados sobre la 

superficie del electrodo. Sin embargo, a velocidades mayores de 0.500 V s-1, la relación 

entre la corriente de pico y la velocidad de barrido deja de ser lineal, lo que sugiere la 

existencia de limitaciones cinéticas asociadas con el proceso de transferencia de 

electrones entre los materiales electrodepositados y la superficie del electrodo de carbón 

vítreo. 

Por otra parte, en todos los casos el cociente entre las intensidades de pico anódico 

y catódico es próximo a la unidad, lo que sugiere que el sistema es químicamente 

reversible; es decir, las formas oxidada y reducida son igualmente estables en el medio de 

reacción y en el tiempo de duración del experimento. 

Después de la caracterización de la respuesta voltamperométrica de los mismos, se 

procedió a estudiar la estabilidad de dicha respuesta en función del tiempo en condiciones 

de barrido continuos de potencial. Como magnitud marcadora de la cantidad de material 

electroactivo adsorbido sobre la superficie se empleó el recubrimiento superficial 
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obtenido mediante integración de las ondas anódicas del correspondiente 

voltamperograma cíclico, tal y como se explica en la parte experimental. Con el objeto de 

comparar los resultados obtenidos con los tres isómeros, se utilizaron los recubrimientos 

relativos (Γ/Γ0), donde Γ0 es el recubrimiento observado durante el primer barrido y Γ es 

el recubrimiento obtenido para cada barrido subsiguiente. En la Figura 9, se muestra el 

decaimiento del recubrimiento relativo en función del tiempo, en condiciones de barrido 

continuo entre –0.20 V y +0.45 V a 100 mV s-1 en disolución tampón de fosfato 0.1 M         

a pH 7.0. La estabilidad de las películas adsorbidas es significativamente dependiente de la 

posición de los grupos hidroxilos en la molécula.Para los isómeros 2,5-DHsalophen y          

3,4-DHsalophen se observa una caída significativa durante los primeros minutos, aunque 

la velocidad de caída disminuye gradualmente con el tiempo. La pérdida de 

electroactividad es del 40% tras 10 minutos de barridos continuos. Tras esta pérdida inicial 

de material electroactivo, se puede observar que después de cuatro horas de barrido 

continuo, la pérdida es inferior al 5%. 

Figura 9: Variación del recubrimiento relativo (Γ/Γ0) de la superficie de un 

electrodo de carbón vítreo modificado con 2,3-DHsalophen, 2,5-DHsalophen y  

3,4-DHsalophen en función del tiempo en el que se han aplicado barridos 

continuos de potencial, en una disolución tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0). La 

velocidad de barrido fue 100 mV s-1. 
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Estos resultados sugieren que la caída inicial puede deberse al material que está 

adsorbido de manera más débil sobre la superficie del electrodo y, por tanto, es más fácil 

su pérdida. A efectos de comparación, se ha hecho una estimación del área de los ligandos 

DHsalophen de 1.7 nm2, mediante un modelo molecular, considerando que la molécula es 

esencialmente plana. De acuerdo con esto, el recubrimiento teórico correspondiente a 

una monocapa se estima que es 1.2 x 10-10 mol cm-2. Considerando que son cuatro los 

electrones involucrados en la transferencia de carga por cada molécula, se ha calculado un 

recubrimiento para los electrodos modificados con el 3,4-DHsalophen a partir de la 

integración del pico anódico del primer voltamperograma de 2.1 x 10-10 mol cm-2 (Γ0). Tras 

10 minutos de barridos de potencial continuo, el recubrimiento experimental es de         

1.4 x 10-10 mol cm-2; valor que se aproxima bastante al valor teórico del recubrimiento de 

una monocapa. A la vista de estos resultados, se puede considerar que la primera 

monocapa está fuertemente adsorbida a la superficie del electrodo y, como consecuencia, 

es muy estable frente al ciclado continuo de potencial. Las siguientes monocapas están 

adsorbidas más débilmente y por lo tanto, pueden perderse con mayor facilidad. 

Resultados similares se han obtenido para el 2,5-DHsalophen. 

Para el caso del 2,3-DHsalophen, el decaimiento del recubrimiento relativo durante 

los primeros 5 minutos de barrido continuo es superior al 90%. Esta baja estabilidad de la 

película formada en el caso de la modificación con 2,3-DHsalophen sugiere que los 

electrodos modificados con películas adsorbidas de este isómero no son adecuados para 

ser usados con fines analíticos. Por este motivo, los siguientes estudios de caracterización 

de los electrodos modificados mediante adsorción directa van a centrarse en el caso de los 

ligandos 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen. 
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2.1. Influencia de la velocidad de barrido. Cálculo de la constante 

heterogénea de transferencia de carga 

Como se ha mencionado con anterioridad, la respuesta voltamperométrica de los 

electrodos modificados con películas adsorbidas de 3,4-DHsalophen muestra el 

comportamiento característico de materiales con actividad redox confinados en la 

superficie de un electrodo. Por tanto, las corrientes de pico anódicas y catódicas, son 

proporcionales a la velocidad de barrido, para velocidades de barrido inferiores a        

0.400 V s-1 (inserto Figura 10).  

Figura 10: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con 3,4-DHsalophen 

en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) a diferentes velocidades de barrido. Insertado, la 

variación de la intensidad de corriente de pico anódico (�) y catódicos (�) con la 

velocidad de barrido. 

 

Además, el potencial formal (E0’) no varía con la velocidad de barrido, indicando que 

el coeficiente de transferencia de carga (α) debe tener un valor cercano a 0.5. Por otra 
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material adsorbido tiene un comportamiento próximo a la reversibilidad electroquímica. 

Sin embargo, para velocidades de barrido superiores a 1 V s-1, los valores de ∆Ep aumentan 

significativamente (Figura 11A); lo que sugiere la existencia de algunas limitaciones de tipo 

cinético en la transferencia de carga. Desde el punto de vista cualitativo el 2,5-DHsalophen 

muestra un comportamiento similar con la velocidad de barrido aunque como se verá a 

continuación la diferente posición de los hidroxilos implica una respuesta 

cuantitativamente diferente. 

Utilizando el método de Laviron (Laviron, 1979), se ha determinado la constante de 

velocidad de transferencia de carga (kS), así como el coeficiente de transferencia (α) 

midiendo la variación de los potenciales de pico anódico y catódico obtenidos a diferentes 

velocidades de barrido. La representación de estos potenciales en función del logaritmo 

de la velocidad de barrido para el electrodo modificado con 3,4-DHsalophen, se muestra 

en la Figura 11B. Puede observarse que, para velocidades de barrido superiores a 5 V s-1 

los valores de los potenciales de pico son proporcionales al logaritmo de la velocidad de 

barrido (Figura 11C). El análisis de estos resultados ha permitido calcular unos valores de 

kS y α de 270 s-1 y 0.45, respectivamente, para este isómero. En los cálculos se ha 

considerado que cada molécula individual intercambia cuatro electrones, dos por cada 

grupo funcional quinona/hidroquinona. En el caso de los electrodos modificados con 2,5-

DHsalophen, los resultados de kS y α fueron 470 s-1 y 0.55, respectivamente. Comparando 

los valores de kS obtenidos, se puede afirmar que la oxidación del isómero 2,5-DHsalophen 

está más favorecida que la del 3,4-DHsalophen, hecho que se había manifestado al 

observarse un potencial formal más negativo en el sistema del 2,5-DHsalophen.  

Los resultados indican que los electrodos modificados con películas adsorbidas de 

2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen muestran una actividad redox que puede considerarse 

muy cercana a un comportamiento reversible desde el punto de vista químico y 

electroquímico. La constante heterogénea de transferencia de carga estimada para estos 

compuestos es sensiblemente mayor que la observada por otros autores en electrodos de 

carbón vítreo modificados con películas adsorbidas o electrodepositadas de compuestos 

que contienen el grupo funcional quinona/hidroquinona (Jaegfeldt y cols, 1983; Tse y 
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Kuwana, 1978; Zare y Golabi, 1999), lo que sugiere que la presencia de dos grupos 

electroactivos por molécula, puede ser la causa de este notable incremento en la 

velocidad de transferencia de carga. Por tanto, estas propiedades hacen que estos 

electrodos modificados sean buenos candidatos para ser utilizados como mediadores 

redox en procesos de oxidación catalítica de moléculas que presenten una sobretensión 

alta en electrodos desnudos.  

Figura 11: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con                     

3,4-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) a velocidades de barrido altas. (B) 

Variación del potencial de pico anódico (�) y catódico (�) con el logaritmo de la 

velocidad de barrido para un electrodo modificado con 3,4-DHsalophen en tampón 

fosfato 0.1 M (pH 7.0). (C) Ampliación de la gráfica anterior para velocidades de barrido 

superiores a 10 V s-1. 
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2.2. Influencia del pH en la respuesta de los electrodos modificados 

Debido a que la respuesta redox de los electrodos modificados se debe al grupo 

funcional quinona/hidroquinona, se puede anticipar que la respuesta de los mismos va a 

ser dependiente del pH. Para comprobarlo, se han recogido los ciclovoltamperogramas de 

los electrodos modificados con películas derivadas del 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen 

en disoluciones de electrolito a diferente pH en el intervalo comprendido entre 2.0 y 10.0. 

Para realizar los experimentos, los electrodos de carbón vítreo se modificaron con los 

ligandos, se aclararon con agua y se introdujeron en disoluciones tampón de pH 

adecuado. Se realizaron barridos de potencial en el intervalo de –0.30 V y +0.70 V 

(dependiendo del pH) durante 10-15 minutos a 100 mV s-1 hasta obtener una respuesta 

estable y, a continuación, se recogió el voltamperograma correspondiente. Los resultados 

obtenidos para un electrodo modificado con 3,4-DHsalophen se muestran en la          

Figura 12A, donde claramente se aprecia que los potenciales de pico anódico y catódico 

sufren un desplazamiento a valores más negativos a medida que aumenta el pH de la 

disolución. 

Figura 12: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con          

3,4-DHsalophen en el intervalo de pH entre 2.0 y 10.0. (B) Dependencia lineal del 

pH y el potencial formal para un electrodo modificado con 2,5-DHsalophen (�) y 

con 3,4-DHsalophen (�). 
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La relación entre el potencial formal ((Epa+Epc)/2)  del par redox y el pH es lineal en 

ambos electrodos, con una pendiente muy cercana al valor Nernstiano de 59 mV/unidad 

pH previsto para sistemas que intercambian el mismo número de protones que de 

electrones (Figura 12B). Como se muestra en la figura para el 3,4-DHsalophen y el          

2,5-DHsalophen, en ningún caso existe cambio de pendiente en todo el intervalo de pH 

estudiado. Esto sugiere que los grupos fenólicos tienen un carácter ácido muy débil y no 

se encuentran desprotonados. De acuerdo con estos resultados, el proceso redox que 

involucra a cada grupo quinona/hidroquinona individual puede representarse como: 

QH2 red Qox + 2 e-  + 2 H+
  

Dado que los derivados DHsalophen presentan en la molécula dos grupos 

funcionales QH2 red/Qox, el proceso global por molécula implicaría 4 electrones y 4 

protones, si se asume que no hay interacción entre grupos ni efectos cooperativos. Para el 

caso particular del 3,4-DHsalophen, el proceso sería: 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3: Proceso de oxidación-reducción de los grupos quinona/hidroquinona 

del 3,4-DHsalophen  
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recubrimiento obtenido en cada caso. Como puede verse en la Figura 13, los mayores 

recubrimientos observados se obtienen para el intervalo de pH entre 6.0 y 7.0, para 

ambos ligandos. Teniendo en cuenta estos resultados se ha elegido el tampón fosfato de 

pH 7.0 para realizar los siguientes estudios. 

Figura 13: Variación del recubrimiento anódico de la superficie de un electrodo 

modificado con 2,5-DHsalophen (�) y con 3,4-DHsalophen (�), en función del pH. 

 

2.3. Propiedades electrocatalíticas de los electrodos modificados con 

películas adsorbidas de DHsalophen 

Las sustancias químicas que contienen en su estructura el grupo funcional 

quinona/hidroquinona se han descrito como potentes y eficientes electrocatalizadores, 

especialmente cuando son depositados o polimerizados sobre electrodos sólidos. Los 

electrodos modificados con este tipo de compuestos presentan una persistente actividad 

electrocatalítica para la electrooxidación de NADH (Gorton y cols, 1984; Pariente y cols, 

1994), de ácido ascórbico (Moreno y cols, 2000) y de hidracina (Golabi y Zare, 1999a, b; 

Pamidi y Wang, 1996). Esta capacidad catalítica puede estar fuertemente influenciada por 

la posición de los hidroxilos en el anillo aromático. Por este motivo, se han estudiado las 
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propiedades electrocatalíticas de los electrodos modificados con películas derivadas del 

2,5-DHsalophen (para-quinona) y del 3,4-DHsalophen (orto-quinona) en la 

electrooxidación de NADH y de hidracina mediante el empleo de técnicas 

voltamperométricas. 

 

A. Oxidación electrocatalítica de NADH 

La oxidación del NADH sobre electrodos sólidos es un proceso de gran interés en el 

desarrollo de biosensores. La obtención de un sistema eficaz para llevar a cabo este 

proceso permitiría disponer de un método cuasi universal para desarrollar biosensores 

basados en deshidrogenasas y, por tanto, para la determinación de una gran cantidad y 

variedad de sustratos. 

La reacción de oxidación de este cofactor implica la transferencia de un ión hidruro 

desde el anillo de la nicotina hasta el sustrato y la semirreaccion de reducción del sistema 

NAD+/NADH puede representar como: 

 

 

 

 

A pH 7.0 el potencial termodinámico para esta reacción es -0.56 V frente al 

electrodo de calomelanos. Sin embargo, la oxidación de NADH a pH 7.0 sobre un electrodo 

de platino tiene lugar a potenciales cercanos a +0.55 V, o superiores. En electrodos de 

carbón vítreo sin activar, la oxidación de NADH en tampón fosfato 0.1 M a pH 7.0 da lugar 

a una onda de oxidación con un potencial de pico a +0.56 V (Figura 14, ▬). En el barrido 

catódico no se observa ningún proceso faradaico acoplado correspondiente a la reducción 

del NAD+ generado, lo que indica el carácter irreversible del proceso. Sin embargo, cuando 

el electrodo sin modificar se activa electroquímicamente en una disolución de bicarbonato 

(Figura 14, ▬), el potencial de oxidación se desplaza hacia potenciales más negativos 
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(+0.39 V), con una reducción de 170 mV de la sobretensión. Esta disminución del potencial 

es debida a que, durante el proceso de activación, se generan grupos funcionales en la 

superficie del electrodo, que facilitan la transferencia de carga con el electrodo (McCreery, 

1991, 1996). Sin embargo, esta respuesta es poco reproducible y la disminución de la 

sobretensión varía con el tiempo. 

Figura 14: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo sin modificar activado en 

bicarbonato (▬) o sin activar (▬) en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en presencia 

de NADH 0.5mM. Velocidad de barrido 10 mV s-1. 

 

Electrodos de carbón vítreo activados en disoluciones de bicarbonato y modificados 

posteriormente con películas adsorbidas de 3,4-DHsalophen muestran una respuesta 

voltamperométrica bien definida y estable característica del sistema 

quinona/hidroquinona (Figura 15A, ▬). En presencia de NADH, estos electrodos muestran 

un potente y persistente efecto electrocatalítico caracterizado por un aumento de la 

intensidad de corriente anódica, a la vez que la corriente de pico catódico disminuye 

(Figura 15A, ▬). Además, el sobrepotencial de oxidación del NADH disminuye 140 mV 

respecto al electrodo activado y 310 mV respecto al electrodo sin activar. Este 

-0.3 0.0 0.3 0.6 0.9
-1

0

1

2

3

 

 

I 
/ 
µ
A

E / V



Resultados y discusión. Capítulo II 

96 

-0.3 0.0 0.3 0.6

-1

0

1

2

3

4

 

 

I 
/ 
µ
A

E / V

A

-0.3 0.0 0.3 0.6

-1

0

1

2

I 
/ 
µ
A

E / V

B

comportamiento voltamperométrico no es general para todos los electrodos modificados 

con películas derivadas de DHsalophen. Sólo se observa electrocatálisis para la oxidación 

de NADH en electrodos modificados con películas adsorbidas de isómeros de DHsalophen 

con los hidroxilos en posición orto. Dentro de estos sistemas la electrocatálisis más 

potente se observa cuando se modifica con 3,4-DHsalophen. Cuando los hidroxilos se 

encuentran en posición para, electrodos modificados con 2,5-DHsalophen, el efecto 

electrocatalítico es prácticamente inexistente. En este caso, la respuesta del electrodo 

modificado es bastante reversible, con un potencial formal más negativo que en el caso de 

los electrodos modificados con 3,4-DHsalophen, pero estas películas no son efectivas para 

electrocatalizar la oxidación de NADH (Figura 15B). Estos resultados están de acuerdo con 

trabajos previos donde se describe la mayor efectividad de las orto-quinonas en la 

oxidación electrocatalítica de analitos, como el NADH o el ácido ascórbico, mientras que 

las para-quinonas no presentan esta actividad, o si la presentan es muy escasa (Pariente y 

cols, 1996). 

Figura 15: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con           

3,4-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en ausencia (▬) y en presencia 

(▬) de NADH 0.5 mM. (B) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado 

con 2,5-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en ausencia (▬) y en 

presencia (▬) de NADH 0.5 mM. Velocidad de barrido 10 mV s-1. 
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B. Oxidación electrocatalítica de hidracina 

La oxidación de hidracina sobre electrodos metálicos presenta importantes 

limitaciones cinéticas que implican una gran sobretensión. Este hecho se hace más 

patente si cabe, cuando se emplean electrodos de carbono, en los que es necesaria la 

aplicación de un potencial muy positivo para oxidar la hidracina. Estas limitaciones 

cinéticas suponen un impedimento serio para el uso de estos procesos con fines 

analíticos. Debido a estos problemas, la activación y/o la modificación de la superficie del 

electrodo, como paso previo a la determinación electroanalítica, se muestra como una 

buena solución para rebajar la sobretensión en la oxidación de hidracina a unos valores de 

potencial aceptables para llevar a cabo estas determinaciones.  

La reacción de oxidación de hidracina implica la transferencia de cuatro electrones 

generándose, como producto, nitrógeno. A pH por debajo del pKa de la hidracina (8.1), la 

forma predominante será N2H5
+. En estas condiciones, el potencial termodinámico para la 

semirreacción de la hidracina es -0.21 V frente al electrodo normal de hidrógeno (Bard, 

1985). El proceso se puede representar como:  

 

 

En tampón fosfato 0.1 M a pH 7.0, la hidracina (1.0 mM) sobre electrodos de carbón 

vítreo pulidos sin ningún tipo de activación ni modificación, muestra una respuesta 

ciclovoltamperometrica caracterizada por un incremento de la corriente anódica a partir 

de +0.6 V y la total ausencia de pico de oxidación en el intervalo de potenciales estudiado 

(desde 0.0 V a +1.0 V) (Figura 16, ▬). Cuando el electrodo se activa electroquímicamente 

en una disolución de bicarbonato 0.1 M (Figura 16, ▬), la hidracina inicia su proceso de 

oxidación a +0.2 V y muestra un pico anódico claramente definido con un potencial de 

pico a +0.56 V. La respuesta voltamperométrica obtenida muestra claramente que el 

proceso de oxidación está lejos de tener comportamiento Nernstiano. Además, la 

ausencia de proceso catódico de vuelta sugiere un proceso de oxidación catalítico. Por 

otra parte, con los barridos sucesivos la onda catalítica muestra cada vez menos pendiente 

N2 (g) + 5 H+ + 4 e- N2H5
+
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y el pico anódico se desplaza a valores cada vez más positivos. Estos resultados indican 

que la activación de la superficie del electrodo de carbón vítreo en disoluciones de 

bicarbonato genera grupos funcionales necesarios para la electrooxidación catalítica de la 

hidracina, pero estos resultados no son suficientes para obtener una respuesta Nernstiana 

y reproducible que pueda ser utilizada con fines analíticos. 

Figura 16: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo sin modificar activado en 

bicarbonato (▬) o sin activar (▬) en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en presencia 

de hidracina 1.0 mM. Velocidad de barrido 25 mV s-1. 

 

Teniendo en cuenta estos resultados, se estudiaron las respuestas de los electrodos 

modificados con 2,5-DHsalophen y con 3,4-DHsalophen. La Figura 17A muestra los 

voltamperogramas cíclicos, obtenidos a 25 mV s-1 en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5), del 

electrodo modificado con 3,4-DHsalophen en presencia y en ausencia de hidracina. En 

ausencia de hidracina, la respuesta observada corresponde al electrodo modificado con el 

3,4-DHsalophen (Figura 17A, ▬). Sin embargo, cuando se adiciona hidracina (1.0 mM) hay 

un gran incremento en la corriente de pico anódica, mientras que no se observa corriente 

de pico catódica (Figura 17A, ▬). El potencial del pico de oxidación de la hidracina 

coincidió con el potencial de pico de oxidación del mediador inmovilizado, lo que indica 
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que el proceso es cinéticamente rápido. Además, el sobrepotencial de oxidación de la 

hidracina disminuye 290 mV, respecto al electrodo activado. Resultados cualitativamente 

similares se pueden observar para los electrodos modificados con 2,5-DHsalophen en la 

Figura 17B. Sin embargo, en este caso la oxidación electrocatalítica de hidracina es más 

lenta. A pesar de que el potencial formal del mediador inmovilizado (2,5-DHsalophen) es 

menos positivo que en el caso del 3,4-DHsalophen, la disminución del sobrepotencial de 

oxidación de hidracina es de 200 mV respecto del electrodo activado. Es decir, el potencial 

de oxidación de hidracina está desplazado 210 mV hacia potenciales más positivos 

respecto al pico de oxidación del mediador inmovilizado. Además, la intensidad de 

corriente catalítica es menor que en el caso del 3,4-DHsalophen. Con estos datos, se 

puede concluir que, aunque se observa actividad electrocatalítica para los electrodos 

modificados con ambos compuestos, la eficiencia de los electrodos modificados con      

3,4-DHsalophen es bastante mayor que la de los modificados con 2,5-DHsalophen.  

Figura 17: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con              

3,4-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en ausencia (▬) y en presencia 

(▬) de hidracina 1.0 mM. (B) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo 

modificado con 2,5-DHsalophen en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0) en ausencia (▬) y 

en presencia (▬) de hidracina 1.0 mM. Velocidad de barrido 25 mV s-1.  



Resultados y discusión. Capítulo II 

100 

Por otra parte, comparando la oxidación electrocatalítica de hidracina y de NADH en 

electrodos modificados con los isómeros 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen se pueden 

observar dos diferencias muy notables. En primer lugar, mientras que la electrooxidación 

de NADH es catalizada, únicamente, por los electrodos modificados con 3,4-DHsalophen; 

la electrooxidación de hidracina es catalizada por los electrodos modificados tanto por el 

isómero orto como por el para. Además, en el caso de la electrocatálisis de hidracina las 

corrientes de pico catalíticas obtenidas son significativamente mayores que en el caso de 

la oxidación del NADH. Por todo ello, se eligió la hidracina como analito para el desarrollo 

de un sensor amperométrico basado en la modificación de electrodos de carbón vítreo 

con el isómero 3,4-DHsalophen como mediador redox. 
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DESARROLLO DE UN SENSOR DE HIDRACINA BASADO EN UN ELECTRODO DE 

CARBÓN VÍTREO MODIFICADO CON PELÍCULAS ADSORBIDAS DE                 

3,4-DHsalophen 

La hidracina es una sustancia altamente corrosiva, irritante y tóxica que se usa como 

catalizador, como inhibidor de la corrosión y como emulsionante en algunos procesos 

industriales (Amlathe y Gupta, 1988; Vernot y cols, 1985). Se ha utilizado como 

antioxidante, como agente reductor o como revelador de fotos. Se emplea también, como 

propulsor de cohetes, en la fabricación de productos químicos para la agricultura 

(insecticidas), en farmacología, en la fabricación de explosivos y para producir la 

hinchazón del caucho y las materias plásticas. Por todo ello, la determinación de hidracina 

es muy importante en análisis biológicos y medio ambientales. 

Tanto la Unión Europea como la Agencia de Protección de Medio Ambiente de 

Estados Unidos (EPA), han clasificado la hidracina como un carcinógeno de categoría 2, es 

decir, es probablemente un carcinógeno para los humanos. Un gran número de estudios 

muestran la incidencia de tumores en animales tras haber sido expuestos a la hidracina 

por diferentes vías: inhalación, ingestión o inyección. También se han estudiado sus 

propiedades como presunto agente mutagenénico y hepatotóxico (http://www.epa.gov; 

OMS, 1974). 

El interés por la determinación de hidracina es tal, que se han desarrollado 

numerosos métodos para su determinación. Así, se han descrito métodos cromatográficos 

(Gilbert y cols, 1984; Kirchherr, 1993), espectrofotométricos (Amlathe y Gupta, 1988; 

Safavi y Ensafi, 1995), potenciométricos (Lupea y Oprescu, 1994), culombimétricos (Pastor 

y cols, 1983), titulométricos (Budkuley, 1992), etc., que permiten la determinación de 

hidracina presente en un gran número de matrices, pero siguiendo protocolos muy 

extensos y tediosos, en los que la preparación de la muestra, previa al análisis, requiere un 

gran gasto de material y, sobre todo, de tiempo. Actualmente, esta demanda se 

manifiesta en la necesidad de métodos cada vez más sensibles y que proporcionen límites 

de detección más bajos. 



Resultados y discusión. Capítulo III 

104 

Como alternativa a los métodos anteriores, los sensores electroquímicos pueden ser 

muy adecuados para la determinación de hidracina debido a su alta selectividad, 

sensibilidad y rapidez. Además, pueden usarse de forma directa o como detectores 

acoplados a otras técnicas, como la cromatografía líquida. En general, la determinación de 

hidracina y sus derivados basada en sus propiedades electroquímicas se fundamenta en la 

electrooxidación de la misma sobre la superficie del electrodo. El mecanismo y cinética de 

oxidación de la hidracina se ha estudiado en varios tipos de electrodos metálicos 

(Fleischm.M y cols, 1972; Harrison y Khan, 1970; Korinek y cols, 1969; Petek y Bruckens.S, 

1973) y en electrodos de carbón vítreo previamente activados (Engstrom, 1982). 

Para la determinación de hidracina se ha estudiado el uso de distintos tipos de 

electrodos de carbón vítreo modificados. Algunos compuestos químicos utilizados como 

mediadores redox en el desarrollo de este tipo de dispositivos son el ácido cafeico (Golabi 

y Zare, 1999b), el 3,4-dihidroxibelzaldehído (Pamidi y Wang, 1996), el ácido clorogénico 

(Golabi y Zare, 1999a) o el pirocatecol violeta (Golabi y cols, 2001). En todos estos 

modificadores, el grupo funcional electroquímicamente activo es el grupo 

quinona/hidroquinona. Además, se han encontrado referencias bibliográficas sobre el 

desarrollo de biosensores para la determinación de hidracina basados en el uso de 

enzimas o tejidos (Vieira y cols, 2002; Wang y Chen, 1995). Algunos de los sensores 

descritos en la literatura se han utilizado en la determinación de hidracina en muestras 

reales como son aguas de consumo (Wang y Chen, 1995), aguas naturales (Wang y Chen, 

1995; Wang y cols, 1996), aguas de alimentación de calderas (Vieira y cols, 2002) o en 

tabaco (Yang y cols, 2005). 

Los electrodos modificados con películas derivadas del 3,4-DHsalophen tienen la 

capacidad de catalizar la electrooxidación de hidracina. Con la finalidad de poder utilizar 

estos electrodos modificados como sensores de hidracina, se ha estudiado la dependencia 

de la electrocatálisis con la activación del electrodo, el pH, la velocidad de barrido y la 

concentración de sustrato. 
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1. Efectos de la activación del electrodo en la oxidación electrocatalítica de 

hidracina 

Según lo descrito en el capítulo anterior, la activación del electrodo de carbón vítreo 

hace disminuir el sobrepotencial de oxidación de la hidracina, aunque dando lugar a 

corrientes catalíticas que son poco reproducibles. Con objeto de optimizar la respuesta del 

sensor, se estudió cómo afectaba la variación del número de barridos de activación en la 

oxidación electroquímica de la hidracina, tanto en electrodos sin modificar como en 

electrodos modificados con 3,4-DHsalophen. Para ello, se eligieron dos electrodos pulidos 

de carbón vítreo de igual área geométrica. Ambos electrodos se introdujeron en una 

disolución de bicarbonato sódico 0.1 M y se les aplicaron un cierto número de barridos 

continuos de potencial, entre –1.10 V y +1.60 V a 100 mV s-1, según el experimento. 

Posteriormente, solamente uno de los electrodos se modificó por adsorción directa con 

3,4-DHsalophen. Tanto el electrodo no modificado como el modificado se sumergieron en 

una disolución de tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5), que contenía 1.0 mM de hidracina y se 

estudió la respuesta voltamperométrica a 25 mV s-1. 

En la Figura 18A, se muestra la variación del potencial de pico catalítico en función 

del número de barridos aplicados en la etapa de activación tanto en el electrodo 

modificado con el mediador redox como sin modificar. Se observa que, para el mismo 

número de barridos de activación, el potencial de oxidación de la hidracina es mayor 

cuando el electrodo no está modificado. Esta disminución del potencial de oxidación de la 

hidracina, promovida por las películas adsorbidas de 3,4-DHsalophen, es importante a la 

hora de minimizar las interferencias debidas a posibles sustancias redox presentes en la 

matriz de medida. Además, las señales en los electrodos no modificados son muy poco 

reproducibles. Por otro lado, el potencial de oxidación de la hidracina en los electrodos 

modificados con 3,4-DHsalophen se mantiene constante a partir del tercer barrido de 

oxidación. Por otro lado, en la Figura 18B se muestra la variación de la corriente 

electrocatalítica de un electrodo sin modificar y otro modificado con 3,4-DHsalophen, en 

función del número de barridos de activación aplicados. Los resultados muestran como las 

corrientes electrocatalíticas son menores cuando el electrodo no está modificado. En el 
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caso del electrodo modificado, se observa cómo la intensidad del pico de la señal analítica 

incrementa su valor a medida que aumenta el número de barridos, manteniéndose 

estable a partir del noveno barrido. Sin embargo, a partir del quinto barrido la diferencia 

entre las señales del electrodo modificado y sin modificar es constante. 

A la vista de los resultados, se eligió como protocolo de activación la aplicación de 

cinco barridos continuos de potencial entre –1.10 V y +1.60 V a 100 mV s-1 en una 

disolución de bicarbonato sódico 0.1 M. Los electrodos activados, siguiendo este 

protocolo, y modificados posteriormente con películas de 3,4-DHsalophen muestran el 

potencial de oxidación de hidracina más bajo y más estable, al tiempo que corrientes 

catalíticas más altas.  

Figura 18: Variación del potencial de pico catalítico (A) y de la corriente 

electrocatalítica (B) de un electrodo sin modificar (�) y otro modificado con             

3,4-DHsalophen (�), en función del número de barridos de activación aplicados. 

 

Una vez optimizado el proceso de activación de los electrodos, se procedió a 

estudiar como afectaban el resto de variables a la corriente catalítica. 
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2. Influencia de velocidad de barrido en la corriente catalítica. Cálculo de la 

constante cinética del proceso de oxidación electrocatalítica de hidracina 

Con la finalidad de justificar el tipo de limitaciones existentes en la reacción entre el 

mediador redox y la hidracina, se ha estudiado la variación de la corriente de pico 

catalítica con la velocidad de barrido. Los voltamperogramas obtenidos de una disolución 

de hidracina 1.0 mM en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5) a diferentes velocidades de 

barrido, se muestra en la Figura 19. Puede observarse que, a medida que aumenta la 

velocidad de barrido, el potencial de pico anódico se desplaza hacia potenciales más 

positivos. Esto hace pensar que existe una limitación cinética en la reacción entre la 

hidracina y el electrodo modificado. 

Figura 19: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con                 

3,4-DHsalophen en una disolución de hidracina 1.0 mM en tampón fosfato 0.1 M    

(pH 7.5) a diferentes velocidades de barrido. 
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Por otra parte, la representación de la corriente de pico en función de la raíz 

cuadrada de la velocidad de barrido (Figura 20) muestra que existe una relación lineal, lo 

que sugiere que la corriente catalítica está controlada por la difusión de la hidracina hacia 

la superficie del electrodo. Estos resultados concuerdan con el modelo cinético 

establecido por Saveant y Andrieux (Andrieux y Saveant, 1978) para procesos catalíticos 

mediados por especies confinadas en la superficie de electrodos. 

Figura 20: Variación de la corriente electrocatalítica con la raíz cuadrada de la 

velocidad de barrido (�) y variación de la corriente normalizada con la raíz 

cuadrada de la velocidad de barrido (Ip/v1/2) en función de la velocidad de barrido 

(�). 

 

Además, se ha representado la variación de la intensidad de pico normalizada 

(Icat/v1/2) en función de la velocidad de barrido (Figura 20). La curva obtenida es la típica de 

procesos EC catalíticos (ECcat). De acuerdo con estos procesos, la oxidación de hidracina 

mediada a través de las películas adsorbidas de 3,4-DHsalophen se produce de acuerdo 

con el siguiente mecanismo que muestra el ciclo catalítico: 
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ks 

 - 4 e- - 4 H+ 

 

3,4-DHsalophenred                     3,4-DHsalophenox                     

 

kcat 

N2 + 4 e
- + 5 H+ N2H5

+ 

 

 

De acuerdo con este esquema, se parte de un potencial en el que todo el               

3,4-DHsalophen está reducido. A medida que el potencial se hace positivo, las 

hidroquinonas del mediador se oxidan sobre la superficie del electrodo, proceso rápido y 

gobernado por la constante ks, constante de transferencia de carga entre el mediador 

inmovilizado y el electrodo, que fue calculada en el capítulo anterior. En presencia de 

hidracina el 3,4-DHsalophenox se reduce en un proceso gobernado por la constante de 

transferencia de carga, kcat, generándose de nuevo 3,4-DHsalophenred que, por efecto del 

potencial, volverá a oxidarse iniciándose de nuevo el proceso catalítico. Este ciclo 

catalítico justifica el drástico incremento en la corriente de pico anódico, ya que 

constantemente la hidracina bombea electrones al electrodo a través del mediador y 

justifica también la ausencia de corriente catódica de vuelta, ya que la forma oxidada del 

mediador rápidamente se reduce en presencia de hidracina. 

Se ha calculado la constante de transferencia de carga entre la hidracina y el 

mediador inmovilizado, kcat, analizando los voltamperogramas obtenidos a diferentes 

velocidades de barrido, según el método descrito por Andrieux y Saveant (Andrieux y 

Saveant, 1978). A partir del valor de intensidad de corriente catalítica estimada a partir de 

los voltamperogramas cíclicos registrados, se puede calcular el valor de kcat para la 

concentración de hidracina empleada (el valor de kcat es dependiente de la concentración 

de sustrato), que ha de ser independiente de la velocidad de barrido. El valor obtenido fue 

3.8x102 M-1 s-1. Este valor es un orden de magnitud menor que el obtenido por otros 

autores; si bien, esos valores están obtenidos mediante medidas cronoamperométricas. 

(Golabi y Zare, 1999b; Razmi-Nerbin y Pournaghi-Azar, 2002; Salimi y cols, 2008a). 
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3. Efecto del pH en la oxidación electrocatalítica de hidracina 

Como en las reacciones electrónicas de oxidación de hidracina y del mediador hay 

protones implicados, es de sumo interés optimizar la influencia del pH en la respuesta del 

sensor. Con este objetivo, se prepararon disoluciones de hidracina a diferentes pH en el 

intervalo entre 5.0 y 10.0. En todos los casos la concentración de sustrato fue 1.0 mM. Los 

resultados se muestran en la Figura 21, donde se representa la respuesta normalizada del 

sensor (Icat/Γ) en función del pH. Las mayores intensidades se obtienen a los pH donde el 

recubrimiento del electrodo modificado con el 3,4-DHsalophen es mayor.  

Figura 21: Variación de la corriente electrocatalítica normalizada con el 

recubrimiento anódico en función del pH de una disolución de hidracina 1.0 mM. 

 

Al aumentar el pH por encima de 8.0 la corriente catalítica disminuye. Esto es 

consecuente con la baja estabilidad del film de 3,4-DHsalophen en disoluciones con 

valores de pH altos. Estos resultados sugieren que la interacción de la hidracina y los 

grupos o-quinonas de la película adsorbida de 3,4-DHsalophen es más efectiva a pH poco 

básicos o neutros que a pH ácidos. Por esta razón, el pH elegido para realizar los siguientes 

experimentos será 7.5, que es en el que se obtiene el máximo de intensidad de pico. 
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4. Influencia de la concentración de hidracina en la intensidad de pico 

Una vez que se comprobó que los electrodos de carbón vítreo modificados con    

3,4-DHsalophen catalizaban hidracina, se procedió a estudiar la linealidad de la respuesta 

voltamperométrica en función de la concentración de hidracina en disolución. 

Para ello, se prepararon una serie de disoluciones de hidracina en tampón fosfato 

0.1 M (pH 7.5) de distintas concentraciones y se registraron los voltamperogramas a        

25 mV s-1 (Figura 22). Como se puede observar, a medida que aumenta la concentración 

de hidracina, la intensidad de pico también aumenta. A concentraciones moderadamente 

bajas (10-400 µM), el aumento de la corriente de pico catalítico no viene acompañado de 

un incremento significativo en el potencial de pico, lo que es característico de un sistema 

donde la constante catalítica es alta. 

La Figura 23 muestra la recta de calibrado. Se representa la intensidad de corriente 

normalizada con el recubrimiento superficial del electrodo (Icat / Γ, A cm2 mol-1), con el fin 

de obtener curvas de calibrado universales. Cada punto corresponde al valor medio de 

cinco medidas. Se observan dos tramos lineales con diferentes pendientes 

correspondientes a dos intervalos diferentes de concentración de sustrato. Este cambio 

de pendiente ha sido ya descrito por otros autores (Scharf y Grabner, 1996), que lo han 

justificado con un cambio en el medio de reacción debido a la formación de burbujas de 

nitrógeno en la superficie del electrodo modificado cuya presencia puede inhibir 

parcialmente la transferencia de carga a través de la interfase. Así, cuando la 

concentración del sustrato es baja (menor de 0.4 mM), el gas que se forma es inapreciable 

y la difusión de la hidracina hacia la superficie del electrodo no se ve afectada. Mientras 

que, cuando la concentración de hidracina es mayor, también aumenta la formación de 

gas. En este caso, sí se ve afectada la difusión de sustrato hacia la superficie del electrodo, 

y esto se refleja en la disminución de la sensibilidad cuando aumenta la concentración de 

sustrato. Además, este cambio en el medio justificaría el desplazamiento en el potencial 

de pico que se observa a concentraciones altas del sustrato. 
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Figura 22: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con                 

3,4-DHsalophen en diferentes disoluciones de hidracina de distinta concentración, 

en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5) a 25 mV s-1. 

 

Figura 23: Curva de calibrado obtenida por medidas de voltamperometría cíclica 

para un electrodo modificado con 3,4-DHsalophen en presencia de cantidades 

crecientes de hidracina, en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5) a 25 mV s-1. En el 

recuadro se muestra el intervalo lineal para concentraciones bajas. 
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5. Determinación de las propiedades analíticas del sensor 

Las propiedades analíticas del sensor, tales como el intervalo lineal de 

concentración, la sensibilidad y los límites de detección y determinación, se obtuvieron 

del primer tramo lineal de la curva de calibrado (recuadro Figura 23) y se resumen en la 

Tabla 8. La sensibilidad obtenida a partir de la pendiente del primer tramo lineal de la 

curva fue de (6.3±0.4) x104 A mM-1. Los límites de detección y determinación se calcularon 

como las concentraciones que dan una señal igual a 3 y 10 veces, respectivamente, la 

desviación estándar de las señales (n=5) correspondientes al blanco. El límite de detección 

fue de 1.6 µM y el de determinación 7.3 µM. 

La repetibilidad se evaluó a partir de la desviación estándar relativa de las cinco 

señales obtenidas para cada concentración de hidracina. A concentraciones bajas (hasta 

0.3 mM) se obtuvieron valores no superiores al 6%, mientras que para concentraciones 

mayores los valores fueron inferiores al 4.7%. 

La reproducibilidad se evaluó comparando las señales analíticas obtenidas usando 3 

sensores diferentes, preparados del mismo modo, para distintas concentraciones de 

hidracina. En estas condiciones, se obtuvo una desviación estándar relativa del 6% o 

inferior. 

Por otro lado, se estudió la respuesta del sensor frente a concentraciones crecientes 

de hidracina mediante medidas cronoamperométricas. Para ello se introdujo el electrodo 

de carbón vítreo modificado en una disolución de tampón fosfato 0.1 M (pH 7.5) sobre la 

que se añadieron cantidades crecientes de hidracina y se aplicó un potencial de +0.42 V 

durante 60 segundos, tiempo necesario para que la corriente del transitorio obtenido 

alcanzara el estado estacionario. Se observó como la intensidad de corriente aumentaba 

con la concentración de sustrato. Con la recta de calibrado obtenida se calcularon los 

distintos parámetros analíticos. Sin embargo, los resultados que se obtuvieron no 

mejoraron los obtenidos con la voltamperometría cíclica. 
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Técnica 
Ecuación                 

(104 Icat/ΓΓΓΓ vs[Hidracina]) 

Respuesta 
lineal       
(mM) 

Límite de 
detección 

(M) 

Límite de 
determinación 

(M) 

D.E.R. 
(%) 

Voltamperometría 
Cíclica 

y=3.5x103 +6.3x104 x 
r=0.999 

Hasta 0.40 1.6 x10-6 7.3 x10-6 6.0 

Cronoamperometría 
y= 7.8x102 +5.1x104 x 

r=0.998 
Hasta 0.46 5.8 x10-6 2.2 x10-5 8.4 

Tabla 8: Propiedades analíticas del sensor de hidracina según la técnica de análisis empleada.  

 

Cuando las características analíticas (Tabla 8) se comparan con las de otros 

dispositivos previamente desarrollados y reportados en la bibliografía, se aprecia que los 

límites de detección alcanzados son similares o incluso mejores, con la ventaja añadida de 

la sencillez en el método de modificación del electrodo y el bajo potencial al que se lleva a 

cabo la medida (Golabi y cols, 2001; Ozoemena y Nyokong, 2005; Wang y cols, 2000; Zhao 

y cols, 2002). A la vista de estos resultados, se puede concluir que el sensor desarrollado 

reúne las propiedades analíticas necesarias como para ser utilizado en la determinación 

de hidracina.  
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MODIFICACIÓN DE LA SUPERFICIE DE ELECTRODOS DE CARBÓN VÍTREO 

CON EL COMPLEJO [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

Los isómeros del DHsalophen sintetizados en este trabajo, cuyas propiedades como 

mediadores redox se han estudiado en capítulos anteriores, poseen en su estructura 

grupos azometino e hidroxilo que les confieren propiedades como potenciales ligandos 

tetradentados de base de Schiff, pudiendo formar complejos estables con diferentes 

cationes metálicos. Con este objetivo, se eligió el isómero que poseía un grupos hidroxilo 

en posición α respecto del grupo azometino y el otro hidroxilo en posición para respecto 

al primer hidroxilo, para minimizar el impedimento estérico en la formación del complejo. 

Teniendo en cuenta estas condiciones, el isómero elegido como ligando para la formación 

de complejos fue el 2,5-DHsalophen. A la hora de estudiar las propiedades catalíticas de 

los posibles complejos metálicos del 2,5-DHsalophen, se eligió el complejo con níquel (II) 

([Ni-2,5-DHsalophen]2+) dado que varios autores han descrito las propiedades de algunos 

complejos de níquel como agentes modificadores debido a que en medio alcalino son 

capaces de formar películas poliméricas conductoras sobre la superficie de electrodos de 

carbón vítreo, y los electrodos modificados resultantes presentan características 

catalíticas interesantes frente a la electrooxidación de metanol y otros alcoholes alifáticos 

de cadena corta. 

 

1. Preparación y caracterización del complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

Para preparar el complejo metálico objeto del presente estudio (inserto Figura 21) 

se ha hecho reaccionar el isómero 2,5-DHsalophen con nitrato de níquel (II), siendo la 

relación estequiométrica de un mol de ligando por cada mol de metal. Esta relación 

estequiométrica ha sido descrita para otros complejos metálicos con ligandos similares al 

2,5-DHsalophen (Gholivand y cols, 2005). De este modo se ha llevado a cabo la 

preparación del complejo “in situ”, tal y como se describe en la parte experimental. 
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Para evitar problemas debidos a la escasa solubilidad del 2,5-DHsalophen en agua y 

la formación de óxidos e hidróxidos de níquel en medio acuoso, se estudió la formación 

del complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en acetona. Se recogieron los espectros de absorción 

de disoluciones que contenían por separado el ligando 2,5-DHsalophen (50 µM), Ni(NO3)2 

(2 mM) y la disolución del complejo una vez formado a una concentración final de 50µM 

(Figura 24). Como se puede observar, tras la adición del metal a la disolución de ligando, 

se observa un cambio de color del amarillo a rojo (insertos Figura 24). El espectro del 

ligando presenta una banda de absorción a 380 nm correspondiente a la transición            

n → π* de los electrones presentes en los grupos azometino (Estiu y cols, 1996). Cuando 

se forma el complejo, esta transición electrónica sufre un desplazamiento del máximo de 

absorción hacia el rojo desde 360 nm a 380 nm. Además, aparece una nueva banda de 

absorción en la región del visible (520 nm) atribuible a transiciones de transferencia de 

carga metal-ligando (d → π).  

Figura 24: Espectros de absorción UV-visible de 50 µM de 2,5-DHsalophen (▬), 2.0 

mM de Ni(NO3)2 (▬), 50 µM de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ (▬) en acetona. En el 

inserto se muestra la estructura del complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+. 
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Con la finalidad de obtener más información acerca de la estequiometría del 

complejo formado, se determinó la composición del complejo en disolución mediante 

espectrofotometría de absorción utilizando el método de la fracción molar. Para ello, se 

prepararon disoluciones en acetona que contenían una concentración constante de 

ligando (15 µM) y una concentración de metal variable entre 0 y 55 µM, de manera que la 

relación de concentraciones ([Ni2+]/[2,5-DHsalophen]) se encontraba entre 0 y 3.5. Se 

obtuvieron los espectros de absorción correspondientes a cada disolución y se representó 

la absorbancia del complejo (520 nm) frente a la relación de concentraciones. Como se 

muestra en la Figura 25, se han obtenido dos líneas rectas de diferente pendiente, 

produciéndose la intersección cuando la relación metal/ligando es uno, que corresponde a 

la estequiometría del complejo. 

 

Figura 25: Relación entre la absorbancia del complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

(λmax=520 nm) y la relación de concentraciones [Ni2+]/[2,5-DHsalophen]. 
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El comportamiento electroquímico del ligando 2,5-DHsalophen así como del 

complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+ se estudió en disolución alcalina (NaOH 0.1 M) utilizando 

como electrodo de trabajo electrodos de carbón vítreo recién pulidos y sin activar. En 

ambos casos, el potencial se cicló entre 0.0 V y +1.0 V a una velocidad de barrido de      

100 mV s-1. El ligando solo, en este medio tan alcalino, muestra una respuesta electródica 

caracterizada por voltamperogramas planos sin picos visibles tanto en el barrido anódico 

inicial como en el correspondiente barrido catódico. Este comportamiento ya ha sido 

descrito para otros compuestos con estructuras similares que contienen grupos 

funcionales hidroquinona/quinona, tales como curcumina (Ciszewski, 1995), vanillina 

(Vermillion y Pearl, 1964) y guaiacol (Vasileva y cols, 1993), y se atribuye a la formación de 

películas poliméricas sobre la superficie del electrodo con poca o ninguna conductividad. 

Estas películas de material electrodepositado inhiben la respuesta del electrodo 

impidiendo la transferencia de carga. 

El complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+ muestra un comportamiento muy similar durante 

el primer barrido cíclico (Figura 26). Sin embargo, a partir del segundo barrido se pone de 

manifiesto la existencia de un proceso redox con un potencial formal de +0.40 V 

correspondiente al sistema Ni2+/Ni3+. 

Con los barridos sucesivos de potencial se observa como la intensidad de corriente 

aumenta progresivamente con el número de ciclos. Este hecho sugiere que, durante el 

ciclado del potencial, el complejo se está depositando sobre la superficie del electrodo de 

carbón vítreo formando una película electroactiva. El crecimiento de la película se pone de 

manifiesto con el aumento de las corrientes de pico anódico y catódico a +0.45 V y     

+0.35 V, respectivamente. Para comprobar la estabilidad y la adherencia de estas películas 

electrodepositadas, se sacó el electrodo de la disolución alcalina de [Ni-2,5-DHsalophen]2+, 

se lavó con agua y se colocó en una disolución 0.1 M de NaOH. Al realizar la 

voltamperometría cíclica entre 0.0 V y +0.7 V, se observa la respuesta electroquímica del 

sistema redox Ni2+/Ni3+ poniéndose de manifiesto que la película polimérica obtenida 

muestra una gran adherencia a la superficie del electrodo de carbón vítreo. 
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Figura 26: Voltamperogramas cíclicos a 100 mV s-1 de una disolución 0.1 mM de 

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1M con un electrodo de carbón vítreo. 

 

Antes de caracterizar y optimizar el proceso de electrodeposición de las películas de 

[Ni-2,5-DHsalophen]2+, se comprobó que la oxidación de Ni2+ a Ni3+ ocurre sólo en las 

películas poliméricas de complejo. Para ello, se estudió la respuesta 

ciclovoltamperométrica de una disolución de metal con un electrodo de carbón vítreo y 

apenas se observó el proceso de oxidación. Algunos autores han descrito la dificultad que 

conlleva la oxidación de Ni2+ a Ni3+ en medio acuoso, fuertemente alcalino, debido a la 

fuerte hidratación de los iones níquel. Por esto, cuando el níquel se encuentra coordinado 

parcialmente con la película polimérica e hidrofóbica de 2,5-DHsalophen, las condiciones 

de oxidación del níquel varían sustancialmente (Ciszewski, 1995; Malinski y cols, 1991). 

La formación de la película es probablemente similar al caso del ligando libre. La 

presencia de níquel en la estructura hace que la película se vuelva conductora y permita el 

crecimiento de un sistema multicapa. Además, estudios por espectroscopia de Raman 
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llevados a cabo en películas electropolimerizadas de complejos tetraazamacrocíclicos de 

níquel sobre superficies de electrodos de oro demuestran la presencia de enlaces O-Ni-O 

en la película formada (Bukowska y cols, 1996). Teniendo esto en cuenta, puede preverse 

que el complejo planar [Ni-2,5-DHsalophen]2+ primero se une a la superficie del electrodo 

vía puentes oxo y las siguientes capas se construyen a través de los enlaces O-Ni-O. Esta 

organización de la película multicapa podría explicar la fuerte adherencia del                   

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ a la superficie del electrodo y la gran estabilidad observada en los 

electrodos modificados, como se discutirá más adelante. 

 

2. Estudios de optimización del proceso de modificación 

Como se ha descrito en el apartado anterior, cuando un electrodo de carbón vítreo 

se sumerge en una disolución de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M y se aplican 

barridos sucesivos de potencial entre 0.0 V y +1.0 V, se observa un par redox 

correspondiente a la oxidación-reducción de los centros Ni2+/Ni3+ presentes en la película 

que se está electrodepositando. El crecimiento de la masa depositada se pone de 

manifiesto a través de incrementos sucesivos de las corrientes de pico catódico y anódico. 

Como se observa en la Figura 27 (����), existe un incremento lineal de la corriente de pico 

anódica con el ciclado continuo de potencial durante los 100 primeros barridos. A partir 

de entonces, el crecimiento de la intensidad de corriente es menor y, después de 150 

barridos de potencial, la intensidad permanece prácticamente constante. La corriente de 

pico catódica muestra un crecimiento lineal solamente en los primeros 40 barridos (Figura 

27, ) y a partir de entonces la intensidad es constante. El comportamiento observado 

durante la electropolimerización sugiere que existen limitaciones de transferencia tanto 

de masa como de carga asociadas a la reducción de Ni3+ a Ni2+ en la película conductora. A 

la vista de los resultados, se consideraron condiciones óptimas para la electrodeposición 

del [Ni-2,5-DHsalophen]2+ la aplicación de 100 barridos de potencial continuos, utilizando 

una disolución 0.1 mM del compuesto en NaOH 0.1 M. 
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Figura 27: Dependencia de la corriente de pico anódica (����) y catódica () 

con el número de barridos en la etapa de electrodeposición. Electrodo de 

carbón vítreo en una disolución 0.1 mM de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en 

NaOH 0.1M. 

 

El hecho de que el [Ni-2,5-DHsalophen]2+ se pueda electrodepositar en la superficie 

del electrodo de forma homogénea mediante la aplicación de barridos continuos de 

potencial sobre el electrodo no es la única condición necesaria para la preparación de 

electrodos modificados que puedan ser utilizados con fines analíticos. Se necesita también 

que las películas electrogeneradas sobre el electrodo sean estables. 

Para estudiar la estabilidad de los electrodos modificados con                                    

[Ni-2,5-DHsalophen]2+, se modificaron electrodos de carbón vítreo con el complejo, 

siguiendo el procedimiento descrito, y se estudió la evolución de la respuesta del 

electrodo tras la aplicación continua de barridos cíclicos de potencial entre 0.0 V y +0.7 V 

en NaOH 0.1 M, sin complejo en disolución. Los resultados obtenidos se muestran en las 

Figuras 28 y 29. Como puede observarse en la Figura 28, tanto los potenciales de pico 

como el potencial formal del sistema Ni2+/Ni3+ sufren un ligero desplazamiento a valores 

menos positivos durante los primeros barridos en NaOH 0.1 M, para después permanecer 

estables durante al menos 50 barridos. Este resultado indica que las condiciones de 
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transferencia de carga se mantienen constantes una vez estabilizados los respectivos 

potenciales de pico.  

Figura 28: Dependencia del potencial anódico (����), catódico () y formal (����) de la 

superficie de un electrodo de carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

con el número de barridos de potencial aplicados en la etapa de acondicionamiento.  

 

En la Figura 29 se representa la disminución del recubrimiento del electrodo para la 

onda anódica y catódica, con el número de barridos de potencial aplicados. La pérdida de 

material electrodepositado fue mayor durante los primeros barridos de potencial, 

disminuyendo posteriormente. De hecho, después de 50 barridos la pérdida de material 

electroactivo es del orden del 10%. Este material correspondería a las moléculas más 

débilmente adsorbidas al electrodo. Tras esa pérdida inicial de material, el recubrimiento 

disminuye más lentamente manteniéndose bastante estable tras los siguientes 300 

barridos. Por otra parte, la disminución paulatina en la transferencia de carga puede 

deberse a problemas de difusión de especies oxigenadas (iones OH-) a través de la película 

y no a pérdidas reales de material polimérico depositado sobre el electrodo. La influencia 

de los iones hidroxilo sobre las películas electrodepositadas se estudiará con más detalle 

en el siguiente apartado. 
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Figura 29: Variación del recubrimiento anódico (����) y catódico () de la superficie de un 

electrodo de carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en función del número 

de ciclos de potencial aplicados en la etapa de acondicionamiento en NaOH 0.1 M. 

 

Después de 50 barridos de acondicionamiento en NaOH 0.1 M, los electrodos 

modificados con películas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ presentan unos potenciales de pico 

para el sistema redox Ni2+/Ni3+ de +0.46 V y +0.34 V para el proceso anódico y catódico, 

respectivamente, y el potencial formal (Eo’) a 100 mV s-1 es +0.40 V (Figura 30). Aunque la 

relación de transferencia de carga entre los procesos anódico y catódico es 

aproximadamente la unidad (Qa/Qc = 1.08), es de resaltar que la relación entre corrientes 

de pico es muy diferente de la unidad (Ipa/Ipc = 1.8). Además, en los electrodos 

modificados y acondicionados la diferencia entre los potenciales de pico es de +0.120 V. 

Estos resultados indican que la transferencia de carga en estos electrodos muestra ciertas 

limitaciones cinéticas que probablemente se deban a la necesidad de que se formen 

especies oxigenadas intermedias en la matriz polimérica (óxidos e hidróxidos de níquel) 

que son importantes, sobre todo, en el proceso de reducción de Ni3+ a Ni2+. 
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Figura 30: Voltamperograma cíclico de un electrodo modificado con  

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ según el procedimiento de electropolimerización 

y acondicionamiento descrito en la parte experimental, en NaOH 0.1 M 

a 100 mV s-1. 

 

De acuerdo con los experimentos de electropolimerización y acondicionamiento 

realizados, la modificación de los electrodos de carbón vítreo se lleva a cabo en dos 

etapas. En la primera etapa de electropolimerización, el electrodo de carbón vítreo se 

sumerge en una disolución de NaOH 0.1 M que contiene el complejo                                  

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ y se le aplican 100 barridos continuos de potencial. En la segunda 

etapa, o etapa de acondicionamiento, los electrodos modificados obtenidos en la etapa 

anterior se sumergen en una disolución de NaOH 0.1 M que no contiene el complejo      

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ y se aplican 50 barridos continuos de potencial entre 0.0 y +0.7 V a 

100 mV s-1.  
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3. Cinética de transferencia electrónica para películas electrodepositadas 

de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

La teoría predice que el comportamiento voltamperométrico de un electrodo 

modificado con una monocapa de un sistema reversible tanto química como 

electroquímicamente se caracteriza por presentar picos anódicos y catódicos simétricos, 

con una ΔEp cercana a cero y corrientes de pico proporcionales a la velocidad de barrido. 

Los electrodos modificados con películas electroactivas gruesas o espesas, como las 

derivadas del [Ni-2,5-DHsalophen]2+, pueden llegar a desviarse del comportamiento 

anteriormente descrito para monocapas, indicando la presencia de limitaciones de 

transporte de masa a través de la película. La Figura 31A muestra los voltamperogramas 

cíclicos de un electrodo de carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en una 

disolución de NaOH 0.1 M a diferentes velocidades de barrido en el intervalo                 

entre 0.02 y 1.0 V s-1. Como puede observarse, el potencial de pico anódico se desplaza 

considerablemente hacia potenciales más positivos al aumentar la velocidad de barrido, 

mientras que el potencial de pico catódico muestra sólo un leve desplazamiento hacia 

potenciales más negativos. Además, la separación entre picos en todos los 

voltamperogramas cíclicos es mayor de 60 mV, incluso a velocidades de barrido bajas 

(Figura 31A). Estos resultados corroboran que los electrodos modificados con películas 

espesas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ presentan transiciones redox lentas entre el electrodo y 

los centros redox del níquel. Por otro lado, las corrientes de pico presentan una 

dependencia lineal con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido (Figura 31B). Esta 

dependencia lineal de la corriente de pico con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido 

puede justificarse si se considera que la transferencia de carga está limitada por la 

difusión de los iones OH- a través de la película.  
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Figura 31: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo modificado con                  

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M a diferentes velocidades de barrido.                 

(B) Relación lineal de la intensidad de pico anódica y catódica del electrodo 

modificado y la raíz cuadrada de la velocidad. (C) Variación del potencial de pico 

frente al logaritmo de la velocidad de barrido. (D) Ampliación de la gráfica anterior 

para velocidades de barrido altas. 
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          Por otra parte, los valores de anchura de pico medio anódico (ΔEpa 1/2) en el intervalo 

de velocidades de barrido entre 5 y 200 mV s-1 son menores de lo esperado para sistemas 

confinados en la superficie de un electrodo, es decir, 90.6 mV para un proceso en el que 

se intercambia un solo electrón. Este resultado sugiere la existencia de interacciones de 

atracción fuertes entre los sitios redox y la película (Andrieux y Saveant, 1980). 

Para velocidades de barrido superiores a 1.0 V s-1, el valor ΔEp aumenta 

significativamente. Al igual que en el caso de los ligandos, se ha determinado la constante 

de velocidad de transferencia de carga (ks); así como el coeficiente de transferencia (α) 

para el complejo [Ni-2,5-DHsalophen]2+, depositado sobre electrodos de carbón vítreo, 

mediante el método de Laviron (Laviron, 1979). En la Figura 31C se muestra la variación de 

los potenciales de pico anódico y catódico con el logaritmo de la velocidad, observándose 

una relación lineal a partir de velocidades de barrido superiores a 4.0 V s-1 (Figura 31D). El 

análisis de estos resultados siguiendo el método de Laviron (ya descrito en capítulos 

anteriores) ha permitido calcular unos valores de ks y α de 18 s-1 y 0.6, respectivamente, 

suponiendo el intercambio de un electrón. El valor de ks obtenido es muy inferior al 

reportado por Majdi y colaboradores para un electrodo de carbón vítreo modificado con 

un complejo de Ni-curcumina (Majdi y cols, 2007). 
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4. Influencia del pH en la respuesta de los electrodos modificados 

Algunos autores han intentado explicar tanto el mecanismo de 

electropolimerización como el comportamiento electroquímico de complejos planares de 

níquel en medio básico (Roslonek y Taraszewska, 1992; Trevin y cols, 1997). De acuerdo 

con estos autores, la unión de los complejos de níquel a la superficie de los electrodos y el 

comportamiento electroquímico de las películas obtenidas en medio básico están 

estrechamente relacionadas con la oxidación de los aniones OH-. Por lo tanto, se puede 

esperar un comportamiento bastante similar para los electrodos modificados con películas 

derivadas del [Ni-2,5-DHsalophen]2+. 

Para el estudio de la influencia de la concentración de los iones OH- en el proceso de 

polimerización, se analizó la respuesta electroquímica de electrodos modificados con 

películas derivadas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en disoluciones de diferente concentración 

de NaOH cuyos pH se encontraban en el intervalo entre 11.0 y 14.7 (Figura 32). Cuando la 

concentración de NaOH es menor de 0.1 M, el perfil de los voltamperogramas cíclicos 

presenta picos anchos y una separación entre picos (∆Ep) grande, lo que sugiere que 

existen limitaciones cinéticas en la transferencia de carga. Al aumentar la concentración 

de iones hidróxido, ∆Ep disminuye hasta alcanzar un valor constante de 80 mV a pH 14.0. 

Además, el potencial formal, E0’, del sistema redox Ni2+/Ni3+ muestra una dependencia 

lineal con el pH con un valor de pendiente cercano a 0.084 V/pH (inserto Figura 32).  
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Figura 32: Voltamperograma cíclico de un electrodo modificado con [Ni-2,5-

DHsalophen]2+ acondicionado en diferentes disoluciones de NaOH a (a) pH 12.0; (b) pH 

13.0; (c) pH 14.0; (d) pH 14.7. La velocidad de barrido en todos los casos es 100 mV s-1. 

Inserto: Dependencia de E0’ vs pH para los voltamperogramas cíclicos de la Figura. 
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5. Electrooxidación de alcoholes sobre electrodos de carbón vítreo 

modificados con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

Existe en la literatura científica gran cantidad de información sobre la capacidad de 

algunos complejos planares de Ni2+ para actuar como catalizadores en la oxidación de 

alcoholes alifáticos de cadena corta en medios alcalinos (Malinski y cols, 1991). Por tanto, 

el estudio de la capacidad de los electrodos  de carbón vítreo modificados con películas 

electroactivas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ para electrooxidar alcoholes de cadena corta, 

puede ser el paso previo para diseñar un sensor más o menos específico de este tipo de 

analitos que son de gran interés, especialmente metanol y etanol. 

Para iniciar el estudio se eligió como modelo experimental la electrooxidación de 

metanol, que es el compuesto más sencillo de la serie. La reacción de oxidación del 

metanol es un proceso complejo que puede llegar a implicar la transferencia de hasta seis 

electrones, si el producto final es CO2. En estas condiciones, el potencial termodinámico 

de la reacción es +0.02 V frente al electrodo normal de hidrógeno (Iwasita, 2002). En este 

proceso pueden aparecer formaldehído, ácido fórmico y CO, como intermedios estables 

de reacción. 

La oxidación directa de metanol sobre electrodos de carbón vítreo pulidos y sin 

activar, en NaOH 0.1 M se muestra en la Figura 33A, donde se observa cómo la oxidación 

de metanol no es posible llevarla a cabo antes de la oxidación del propio electrolito 

soporte. El resultado para el resto de alcoholes que se han estudiado (etanol, 1-propanol, 

2-propanol y 1-butanol) es similar al descrito para el metanol. 

Con el fin de estudiar la capacidad de los electrodos modificados con películas 

electroactivas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ para llevar a cabo la oxidación electrocatalítica de 

los alcoholes, se modificó un electrodo de carbón vítreo con el complejo, obteniéndose su 

respuesta voltamperométrica a 20 mV s-1 en presencia y en ausencia de cada alcohol. Los 

resultados para el caso del metanol se muestran en la Figura 33B. En ausencia de metanol, 

se observa la respuesta redox bien definida característica del electrodo modificado con la 

película de [Ni-2,5-DHsalophen]2+, descrita previamente. En presencia de alcohol, el 
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electrodo modificado con películas electropolimerizadas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

presenta una potente actividad electrocatalítica para la oxidación de metanol. El proceso 

de electrooxidación tiene lugar en dos regiones distintas de potencial. La primera de ellas 

corresponde a la oxidación de Ni2+ a Ni3+ a un potencial de +0.45 V (a1). Este potencial es 

40 mV más positivo que el encontrado para la misma transición en el electrodo 

modificado pero en ausencia de metanol.  

Figura 33: (A) Voltamperogramas cíclicos de un electrodo sin modificar en NaOH 0.1 M 

(▬) o en presencia de metanol 0.1 M (▬). (B) Voltamperogramas cíclicos de un 

electrodo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M en ausencia (▬) y 

en presencia (▬) de metanol 0.1 M. Velocidad de barrido 20 mV s-1.  
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Este resultado claramente sugiere una interacción entre el metanol y los centros 

redox de la película que están confinados en la superficie del electrodo. En la segunda 

región del potencial, aparece una onda catalítica con un potencial de pico (a2) a +0.62 V y 

una intensidad del orden de 300 µA. En el barrido de potencial de vuelta no se observa 

pico de reducción. Durante este barrido catódico, el metanol sigue oxidándose y, por ello, 

se observa un pico de potencial en +0.60 V. Finalmente, la corriente catódica decae y se 

observa un pequeño pico catódico correspondiente a la reducción del Ni3+ a Ni2+ (c1). 

A lo largo del capítulo se ha descrito que en disoluciones alcalinas, el ión Ni2+ 

muestra una escasa actividad redox debido a la fuerte hidratación de estos cationes y a la 

formación de los correspondientes hidróxidos. Sin embargo, también está descrito que el 

hidróxido de níquel puede electrodepositarse sobre electrodos de carbón y oro dando 

lugar a películas electroactivas. Con objeto de corroborar que la catálisis observada en la 

Figura 33 se debe fundamentalmente a la actividad de las películas electrodepositadas de 

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ se realizó un experimento de control de catálisis de metanol sobre 

películas de hidróxido de níquel para comprobar los resultados. Por tanto, los electrodos 

de carbón vítreo se modificaron por electrodeposición de iones Ni2+ en disolución de 

NaOH 0.1 M. Para ello un electrodo de carbón vítreo se sumergió en una disolución de 

NaOH 0.1 M que contenía 0.1 mM de Ni(NO3)2 y se aplicaron 100 barridos continuos de 

potencial a 100 mV s-1. Posteriormente se llevó a cabo la etapa de acondicionamiento, 

consistente en la aplicación de 50 barridos continuos de potencial en una disolución de 

NaOH 0.1 M. Una vez modificado el electrodo, se estudió la respuesta voltamperométrica 

en ausencia y en presencia del alcohol a 20 mV s-1. 

Como puede observarse en la Figura 34 (▬), los electrodos modificados con estas 

películas electroactivas presentan una respuesta redox reversible debida al sistema 

Ni2+/Ni3+, que está confinado en la superficie del electrodo. En una disolución de NaOH  

0.1 M que no contiene iones níquel, estos electrodos muestran 2 picos a un potencial de 

+0.47 V y +0.41 V para el proceso anódico y catódico, respectivamente, y una separación 

de los potenciales de pico, ΔEp, de 60 mV, muy cercano al valor Nerstiano predicho para 

un proceso redox reversible. En presencia de metanol se observa una onda catalítica muy 
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poco definida a +0.58 V (Figura 34, ▬), con una corriente de pico que es al menos 35 

veces menor que en el caso de electrodos modificados con películas derivadas de [Ni-2,5-

DHsalophen]2+. Estos resultados indican que la electropolimerización del [Ni-2,5-

DHsalophen]2+ en electrodos de carbón vítreo da lugar a películas tridimensionales con 

una gran densidad de centros redox activos y por lo tanto presentan una gran eficacia 

catalítica frente a la electrooxidación de metanol. 

Por otra parte, se llevó a cabo un experimento control modificando un electrodo de 

carbón vítreo con el ligando 2,5-DHsalophen para estudiar su eficacia en la 

electrooxidación catalítica del alcohol. Cuando los electrodos modificados se sumergieron 

en una disolución de NaOH 0.1 M que contenía 0.1 M de metanol, no se apreció la 

oxidación electrocatalítica del mismo. De esta manera se corrobora que la catálisis 

observada en el caso del electrodo modificado con películas conductoras de                    

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ se debe a la presencia del complejo y no del ligando de base de 

Schiff.  

Figura 34: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo de carbón vítreo modificado 

con Ni(NO3)2 en NaOH 0.1 M en ausencia (▬) y en presencia (▬) de metanol 0.1 M. 

Velocidad de barrido 20 mV s-1. 
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Del mismo modo se ha estudiado si los electrodos de carbón vítreo modificados con 

películas conductoras derivadas del [Ni-2,5-DHsalophen]2+ podían actuar como 

catalizadores en la electrooxidación de otros alcoholes alifáticos de cadena corta. La 

Figura 35 muestra el barrido anódico de los voltamperogramas cíclicos obtenidos cuando 

el electrodo modificado se sumerge en disoluciones 0.1 M del correspondiente alcohol. 

Con la intención de clarificar la figura, sólo se muestra el barrido anódico. 

Figura 35: Voltamperograma cíclico (sólo se muestran los barridos anódicos) del 

electrodo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ (▬) en NaOH 0.1 M, en presencia 

de metanol 0.1 M (▬); etanol 0.1 M (▬); 1-propanol 0.1 M (▬); 1-butanol 0.1 M 

(▬) y 2-propanol 0.1 M (▬). 
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hacia potenciales más negativos en comparación con el metanol: etanol +0.59 V,               

1-propanol +0.57 V, 1-butanol +0.56 V y 2-propanol +0.55 V. Además, las corrientes de 

pico catalíticas disminuyen al aumentar la longitud de la cadena alifática. Si se comparan 

las señales obtenidas para el 1-propanol y el 2-propanol se observa una disminución tanto 

en el potencial de pico como en la intensidad de corriente. Es decir, al aumentar la 

ramificación de la cadena, disminuye la corriente catalítica y el potencial de pico. En 

conclusión, se puede decir que un aumento del número de carbonos y de la ramificación 

de la cadena alifática provoca una disminución de la señal analítica. 

Estos resultados permiten afirmar que, los electrodos modificados con películas 

electroactivas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ son efectivos como catalizadores en el proceso de 

oxidación de metanol y de otros alcoholes alifáticos de cadena corta y pueden ser 

utilizados como base para el diseño de sensores amperométricos para la determinación 

de estos analitos. 
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DESARROLLO DE UN SENSOR DE METANOL BASADO EN UN ELECTRODO DE 

CARBÓN VÍTREO MODIFICADO CON [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

La determinación cuantitativa de alcoholes alifáticos de cadena corta, en especial el 

metanol y el etanol, tiene un gran interés para la industria alimentaria, así como para la 

química clínica. La determinación de alcoholes en alimentos y bebidas es interesante 

desde muchos puntos de vista, como son el control de calidad para la detección de 

posibles alteraciones, los procesos naturales que controlan su obtención o el efecto de los 

procesos tecnológicos en productos destinados al consumo humano (Amelio, 1996). En 

particular, el metanol es un ingrediente utilizado ilegalmente en la producción de bebidas 

alcohólicas. La ingesta de metanol supone una intoxicación grave debido a la acumulación 

de metabolitos tóxicos como el ácido fórmico o el formaldehído. Por ello, es necesario un 

control de su concentración en bebidas que puedan contenerlo (Bindler y cols, 1988).  

Para la determinación de alcoholes se han desarrollado numerosos métodos de 

análisis. Como ejemplos pueden citarse los métodos que emplean cromatografía de gases 

(Lee y cols, 1999), cromatografía de líquidos de alta eficacia (Tagliaro y cols, 1991), así 

como métodos espectrofotométricos (Upadhyay y Gupta, 1984) o métodos 

electroquímicos basados en el uso de electrodos de platino y de oro o de electrodos de 

carbón vítreo modificados (Cai y cols, 1997).  

Dentro de los numerosos métodos de análisis que existen para la determinación de 

alcoholes, principalmente metanol y etanol, los electroquímicos son una buena opción ya 

que emplean una instrumentación sencilla y proporcionan alta sensibilidad y selectividad y 

tiempos de respuesta cortos. Sin embargo, la cinética lenta de la oxidación de los 

alcoholes en la mayoría de los materiales de fabricación de electrodos es uno de los 

problemas aún por resolver y representa un impedimento serio en el uso de métodos 

electroquímicos basados en la oxidación directa de estos compuestos sobre un electrodo, 

con propósitos analíticos. 

Por este motivo, se han llevado a cabo un gran número de investigaciones con la 

finalidad de disminuir el elevado sobrepotencial necesario para la oxidación directa de 
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metanol y de otros alcoholes alifáticos de cadena corta, sobre la mayoría de las superficies 

de electrodos (Fleischm.M y cols, 1971; Iwasita, 2002; Nonaka y Matsumura, 2002) o 

sobre electrodos modificados químicamente. Para el estudio del mecanismo y la cinética 

de oxidación del metanol se han usado electrodos modificados de Pt y Ni (Golikand y cols, 

2006; Golikand y cols, 2005; Losada y cols, 1998; Samant y Fernandes, 1999), aleaciones 

Pt-Cu o Ni-Cu (Jafarian y cols, 2006; Schmidt y cols, 1999), electrodos de carbón vítreo 

modificados con hidróxido de níquel o cobalto (El-Shafei, 1999; Jafarian y cols, 2003). 

Además, se han utilizado diferentes complejos de Ni como NiII-salen (Trevin y cols, 1997), 

complejos NiII-tetraazamacrocíclicos (Roslonek y Taraszewska, 1992), NiII-curcumina 

(Ciszewski, 1995), NiII-tetrakis(3-metoxi-4-hidroxifenil)porfirina (Ciszewski y Milczarek, 

1996) o NiII-hematoporfirina IX (Golabi y Nozad, 2004), como agentes modificadores 

debido a que en medio básico son capaces de formar películas poliméricas conductoras 

sobre la superficie de electrodos de carbón vítreo; y los electrodos modificados 

resultantes presentan características catalíticas interesantes frente a la electrooxidación 

de metanol y de otros alcoholes alifáticos de cadena corta. 

Los electrodos modificados con películas conductoras de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ 

tienen la capacidad de catalizar la electrooxidación de diferentes alcoholes alifáticos. Por 

ello, se estudió la influencia de distintas variables en la electrocatálisis del metanol, con la 

finalidad de utilizar estos electrodos modificados como sensores de alcoholes. De todos 

los alcoholes estudiados en el capítulo anterior, se ha elegido el metanol por ser uno de 

los alcoholes de más interés analítico y con el que mejores respuestas se habían obtenido. 
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1. Influencia de la velocidad de barrido en la corriente catalítica 

De acuerdo con la respuesta electrocatalítica observada en la Figura 33 del Capítulo 

IV (página 133), la oxidación de metanol de electrodos modificados con películas 

poliméricas de [Ni-2,5-DHsalophen]2+ tiene lugar en dos regiones diferentes de potencial. 

Con el fin de analizar la cinética de transferencia electrónica se estudió el efecto de la 

velocidad de barrido sobre la corriente de pico catalítica. Para ello, un electrodo 

modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ se sumergió en una disolución 0.1 M de metanol en 

NaOH 0.1 M y se estudió la respuesta de voltamperometría cíclica a distintas velocidades 

de barrido. Con objeto de clarificar los resultados, la Figura 36 muestra solamente los 

barridos anódicos de los voltamperogramas cíclicos obtenidos. Puede observarse que a 

velocidades de barrido muy bajas (1-2 mV s-1) el pico de oxidación del Ni2+ a Ni3+ en la 

película polimérica casi desaparece. Esta circunstancia es concomitante con la obtención 

de una respuesta catalítica máxima con una corriente de pico cercana a 300 µA. Este 

resultado, que sólo se observa a estas velocidades tan bajas, sugiere que la oxidación de 

todos los centros de níquel y la formación de los productos intermedios responsables de la 

interacción con el alcohol, presentan una cinética muy lenta. A partir de 2 mV s-1, el pico 

de oxidación del sistema Ni2+/Ni3+ se hace visible y su corriente de pico aumenta con la 

velocidad de barrido; consecuentemente las corrientes de pico catalíticas posteriores 

decrecen al aumentar la velocidad de barrido hasta 50 mV s-1. A partir de esta velocidad 

de barrido, la corriente catalítica de pico permanece casi constante. Estos resultados 

sugieren que la transformación Ni2+/Ni3+ es mucho más rápida que la oxidación de 

metanol en la película derivada de [Ni-2,5-DHsalophen]2+. Aunque velocidades de barrido 

bajas (2 mV s-1) son óptimas para obtener alta sensibilidad, son poco operativas por el 

aumento en el tiempo de análisis. Al aumentar la velocidad de barrido (10-20 mV s-1) la 

diferencia entre las señales analíticas obtenidas no es tan acusada y el tiempo de análisis 

se reduce de manera significativa. Por tanto, a la vista de los resultados, se eligió una 

velocidad de barrido de 20 mV s-1 para realizar el resto de estudios.  
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Figura 36: Barridos anódicos de los voltamperogramas cíclicos de un electrodo 

modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en una disolución de metanol 0.1 M en 

NaOH 0.1 M a diferentes velocidades de barrido. 

 

2. Influencia del pH en la oxidación electrocatalítica de metanol  

Partiendo de los resultados anteriores y teniendo en cuenta que diferentes autores 

han descrito que la electrooxidación de metanol en electrodos modificados con películas 

electropolimerizadas de distintos compuestos de níquel depende de la concentración de 

iones hidróxido (Ciszewski y Milczarek, 1996; Robertson, 1980; Taraszewska y Roslonek, 

1994), se estudió la variación de la señal catalítica en función del pH. Para ello se 

modificaron electrodos de carbón vítreo con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ mediante 

electrodeposición y se acondicionaron en disoluciones con diferente concentración de 

NaOH. Esta concentración de NaOH en la que se acondicionaron los electrodos fue la 

misma en la que, a continuación, se midió la señal voltamperométrica en presencia de 

metanol. La Figura 37A muestra los voltamperogramas y las intensidades electrocatalíticas 

normalizadas con el recubrimiento superficial del electrodo en función del pH (Figura 37B) 
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para electrodos modificados con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en disoluciones conteniendo 

distinta concentración de NaOH a las que se añadió metanol en concentración 0.1 M. 

Estos resultados muestran que las mejores corrientes catalíticas se obtienen a pH 13.0; es 

decir, la concentración óptima de NaOH es 0.1 M. 

En todo el intervalo de pH estudiado, la electrooxidación de metanol tiene lugar 

siempre a potenciales más positivos que el proceso de oxidación Ni2+/Ni3+. En base a estos 

resultados y teniendo en cuenta la información publicada en la literatura (Golabi y Nozad, 

2004; Kim y cols, 1997), se propone un posible mecanismo para la oxidación de metanol 

de acuerdo con las siguientes etapas: 

a) formación de [NiII O(DHsalophen)] en presencia de iones OH-;  

[NiII-2,5-DHsalophen]2+ + OH-  [NiIIO(DHsalophen)]  

b) oxidación del metal como consecuencia de los barridos de potencial para obtener 

[NiIII OOH(DHsalophen)]; 

[NiII O(DHsalophen)] + OH-              [NiIII OOH(DHsalophen)] + e- 

 

c) oxidación del metanol en la película para dar un producto intermedio y 

[NiIIO(DHsalophen)];  

 [NiIII OOH(DHsalophen)] + alcohol     [NiIIO(DHsalophen)] + intermedios + H2O + e-      
 

d) reacción del producto intermedio con moléculas oxigenadas presentes en la 

película, tales como los iones OH-, para dar lugar al producto final de oxidación. 

 

Aunque no se han obtenido resultados concluyentes, la secuencia de este 

mecanismo puede explicar al menos cualitativamente todos los hechos observados 

experimentalmente. 
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A pesar de que no se muestran, se han realizado estudios equivalentes usando otros 

alcoholes de cadena corta, obteniéndose respuestas similares a las obtenidas con el 

metanol. 

Figura 37: (A) Barridos anódicos de los voltamperogramas cíclicos de un electrodo de 

carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en disoluciones de metanol 0.1 M 

preparadas en NaOH a diferente pH. Velocidad de barrido 20 mV s-1. (B) Dependencia de 

la intensidad de pico catalítica normalizada con el recubrimiento en función del pH. 

 

3. Influencia de la concentración de alcohol en la respuesta catalítica. 

Determinación de alcoholes alifáticos lineales de cadena corta 

Con objeto de establecer si los electrodos modificados con el complejo                   

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ son útiles para llevar a cabo determinaciones de metanol y etanol, 

se estudió la respuesta frente a concentraciones crecientes del correspondiente alcohol. 

Para ello, se introdujo un electrodo modificado en una disolución 0.1 M de NaOH y se 

estudió por voltamperometría cíclica la respuesta en presencia de concentraciones 

crecientes de cada alcohol.  
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Como ejemplo, en la Figura 38 se muestra el resultado obtenido para el metanol. A 

medida que la concentración de metanol va aumentando, la primera onda anódica (a1) 

muestra un desplazamiento del potencial de pico hacia valores más positivos junto con 

una disminución gradual en la corriente de pico, la cual desaparece prácticamente para 

concentraciones de metanol superiores a 1.0 M. La onda catódica (c1) muestra un 

comportamiento similar al descrito para a1. Además, el potencial del pico catalítico (a2) 

muestra un moderado desplazamiento hacia potenciales más positivos junto con un 

aumento en la corriente de pico. Dicho aumento es lineal con la concentración de metanol 

hasta 0.4 M. Este aumento lineal indica que a bajas concentraciones de metanol, el 

proceso catalítico está controlado por difusión. 

Figura 38: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo de carbón vítreo modificado con 

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M en presencia de cantidades crecientes de 

metanol: a) 0.000 M; b) 0.005 M; c) 0.020 M; d) 0.050 M; e) 0.074 M; f) 0.099 M;            

g) 0.123 M; h) 0.148 M; i) 0.198 M; j) 0.241 M; k) 0.285 M; l) 0.329 M; m) 0.373 M. 

 

0.2 0.4 0.6 0.8

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

a
2

c
1

a
1

 

 

I 
/ 
m

A

E / V

a

m



Resultados y discusión. Capítulo V 

148 

Probablemente, a concentraciones altas de metanol, todos los centros catalíticos de 

[NiIII OOH(DHsalophen)] presentes en la película estén interaccionando con el metanol y la 

etapa limitante del proceso sea la velocidad de esta interacción. Este hecho puede 

explicar la desaparición total de las ondas a1 y c1 a concentraciones altas de metanol 

indicando que la superficie del electrodo presenta una gran reserva de centros de metal 

capaces de oxidar grandes cantidades de alcohol. Esta propiedad puede resultar de sumo 

interés para la aplicación de este tipo de ánodos en el diseño de células de combustible. 

Resultados similares se obtuvieron en el caso del etanol. 

En la Figura 39 se muestran las curvas de calibrado para metanol (A) y etanol (B) en 

el intervalo de concentración 5.0 x 10-3- 8.0 x 10-1 mol l-1 y de 3.3 x 10-3- 7.0 x 10-1 mol l-1, 

respectivamente. Se representa la intensidad de corriente normalizada con el 

recubrimiento superficial del electrodo (Icat / Γ, A cm2 mol-1), con el fin de obtener curvas 

de calibrado universales. Cada punto representa el valor medio de tres medidas. La 

repetibilidad se evaluó a partir de la desviación estándar relativa de las tres señales 

obtenidas para cada concentración de alcohol. En ninguno de los dos casos, en el tramo 

lineal de la recta de calibrado, se obtuvieron valores superiores al 6%. 

Figura 39: Curvas de calibrado universales para metanol (A) y para etanol (B) obtenidas a 

partir de las medidas de voltamperometría cíclica con un electrodo modificado con    

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M. 
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En la Tabla 9 se recogen las características analíticas obtenidas a partir de estos 

calibrados. Los límites de detección y determinación se calcularon como las 

concentraciones que dan una señal igual a 3 y 10 veces, respectivamente, la desviación 

estándar de las señales (n=5) correspondientes al blanco. La reproducibilidad se evaluó 

midiendo la respuesta de tres electrodos distintos en las mismas condiciones 

experimentales y para una concentración 0.1 M de alcohol. En estas condiciones, se 

obtuvo una desviación estándar relativa del 5.2% en el caso del metanol y del 4.8% en el 

caso del etanol. 

            

Alcohol 
Ecuación                   

(10
4 

Icat/ΓΓΓΓ vs [Alcohol]) 
Respuesta 
lineal (M) 

Límite de 
detección 

(M) 

Límite de 
determinación 

(M) 

D.E.R. 
(%) 

Metanol 
y=3.7x103 +2.7x105 x 

r=0.998 
Hasta 0.37 2.7 x10-3 9.0 x10-3 5.2 

Etanol 
y= 9.7x102 +2.3x105 x 

r=0.999 
Hasta 0.23 4.1 x10-3

 14 x10-3
 4.8 

Tabla 9: Características analíticas para la determinación de metanol y etanol 

mediante medidas de voltamperometría cíclica. 

 

Como se observa, el intervalo de respuesta lineal es más amplio en el caso del 

metanol. Además, la sensibilidad, obtenida a partir de la pendiente de la recta de 

calibrado, es mayor que en el caso del etanol. Sin embargo, el límite de detección 

calculado, para el metanol es un valor que está por encima de la concentración típica en la 

que se puede encontrar este alcohol en muestras reales, por ejemplo, en bebidas 

alcohólicas. Por tanto, esta metodología no sería útil para la determinación cuantitativa de 

este alcohol. Será necesario recurrir a otras técnicas con las que se puedan obtener límites 

de detección mejores. 

A la vista de los resultados, el electrodo modificado con películas derivadas del     

[Ni-2,5-Dhsalophen]2+ podría utilizarse para la determinación de etanol en bebidas 

alcohólicas. Aunque, aparentemente, el metanol podría interferir en la determinación de 

etanol, los niveles de concentración en los que se encuentra el metanol con respecto al 
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contenido en etanol en bebidas alcohólicas son muy inferiores a los necesarios para llegar 

a producir una interferencia significativa en la respuesta del sensor. 

En conclusión, las corrientes catalíticas de pico obtenidas en experimentos de 

voltamperometría de barrido lineal pueden ser de gran utilidad para la determinación de 

alcoholes a concentraciones medias y altas (dentro del intervalo 10-3-10-2 M). Sin 

embargo, para la determinación de alcoholes a concentraciones por debajo de 10-3 M 

estas corrientes catalíticas son ineficaces. Por esta razón, con la finalidad de mejorar las 

propiedades analíticas del sensor y permitir la determinación de alcoholes alifáticos de 

cadena corta en concentraciones bajas, se han llevado a cabo experimentos de 

cronoamperometría. Para ello se introdujo el electrodo de carbón vítreo modificado en 

una disolución de NaOH 0.1 M sobre la que se añadieron cantidades crecientes del 

correspondiente alcohol. Posteriormente, se aplicó el pulso de potencial adecuado en 

cada caso. La Figura 40 muestra un ejemplo de la respuesta del sensor amperométrico 

obtenida para dos concentraciones distintas de metanol. Como puede observarse, el 

estado estacionario se alcanza a los 40 segundos, lo que constituye un tiempo de 

respuesta moderadamente rápido. 

Figura 40: Respuesta cronoamperométrica (Ei= +0.20 V y Ef= +0.65 V) de un 

electrodo de carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M 

en ausencia (▬) o en presencia de 50 nM (▬) y 0.10 µM (▬) de metanol. 

0 20 40

0.1

0.2

0.3

I 
/ 
m

A

Tiempo / s



Desarrollo de un sensor de metanol basado en un electrodo de carbón vítreo modificado con [Ni-2,5-DHsalophen]
2+

 

151 

0.0 0.1 0.2 0.3
0

4

8

12

16

 

 1
0

3
 I

c
a
t/Γ

  
/ 
A

 c
m

2
m

o
l-1

 

[Metanol] / µM

0.0 0.2 0.4 0.6
0

1

2

3

 

 1
0

3
 I

c
a
t/Γ

  
/ 
A

 c
m

2
m

o
l-1

 

[Etanol] / µM

0.0 0.2 0.4
0.0

0.3

0.6

0.9

 

 1
0

3
 I

c
a
t/Γ

  
/ 
A

 c
m

2
m

o
l-1

 

[1-propanol] / µM

0.0 0.2 0.4 0.6
0.0

0.3

0.6

0.9

 

 1
0

3
 I

c
a
t/Γ

  
/ 
A

 c
m

2
m

o
l-1

 

[1-butanol] / µM

En la Figura 41 se muestran las curvas de calibrado obtenidas mediante medidas 

cronoamperométricas para metanol, etanol, 1-propanol y 1-butanol. Cada punto 

representa el valor medio de tres medidas. La repetibilidad se evaluó a partir de la 

desviación estándar relativa de las tres señales obtenidas para cada concentración de 

alcohol, obteniéndose valores inferiores al 6.2%, 6.5%, 7.1% y 8.3% para el caso del 

metanol, etanol, 1-propanol y 1-butanol, respectivamente. 

En la Tabla 10 se recogen las características analíticas obtenidas a partir de estos 

calibrados.  

Figura 41: Curvas de calibrado universales para el correspondiente alcohol obtenidas a 

partir de medidas cronoamperométricas (t=40s) con un electrodo modificado con       

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ en NaOH 0.1 M. Los potenciales aplicados fueron +0.65 V, +0.62 

V, +0.61 V y +0.61 V para metanol, etanol, 1-propanol y 1-butanol, respectivamente. 
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Al igual que anteriormente, los límites de detección y determinación se calcularon 

como las concentraciones que dan una señal igual a 3 y 10 veces, respectivamente, la 

desviación estándar de las señales (n=5) correspondientes al blanco.  

La reproducibilidad se evaluó midiendo la respuesta de tres electrodos distintos, 

preparados del mismo modo y para una concentración de alcohol de 74 nM. En estas 

condiciones se obtuvo una desviación estándar relativa del 9.3% o inferior, dependiendo 

del alcohol. 

            

Alcohol 
Ecuación                   

(Icat/ΓΓΓΓ vs. [Alcohol]) 

Intervalo de 
linealidad 

(µM) 

Límite de 
detección 

(nM) 

Límite de 
determinación 

(nM) 

D.E.R. 
(%) 

Metanol 
y=-1.7x103 +7.4x104 x 

r=0.988 
0.031 - 0.26 26 46 8.0 

Etanol 
y= 8.7x101 +5.6x103 x 

r=0.990 
Hasta 0.55 13 80 4.3 

Propanol 
y=1.8x101  +1.8x103 x 

r=0.998 
Hasta 0.48 10 56 7.9 

Butanol 
y=2.0x101  +1.6x103 x 

r=0.990 
 Hasta 0.55  6.1 48  9.3 

Tabla 10: Características analíticas para la determinación de metanol, etanol, propanol y 

butanol, mediante medidas cronoamperométricas. 

 

Una vez más, se observa que la respuesta del electrodo modificado con                  

[Ni-2,5-DHsalophen]2+ depende de la cadena alifática del alcohol correspondiente. Así, la 

sensibilidad es mayor para los alcoholes con una cadena alifática más corta. 

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que, los electrodos 

modificados con películas conductoras derivadas del [Ni-2,5-DHsalophen]2+ pueden ser 

usados como sensores para la determinación de alcoholes alifáticos de cadena corta. En 

este caso, sí se podría determinar cuantitativamente metanol en bebidas alcohólicas. 

Aunque, el etanol interferiría en la señal puesto que, en este tipo de muestras, se 
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encuentra en una concentración mucho mayor. Esto hace que, para determinar metanol 

en bebidas alcohólicas, sea necesaria una separación previa de los alcoholes por algún 

método de separación como la cromatografía líquida. Por tanto, otra posible aplicación 

podría ser su uso como detectores electroquímicos en la determinación de alcoholes en 

cromatografía líquida.  
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INTERACCIÓN ENTRE LOS ISÓMEROS DEL DHsalophen Y ADN 

Desde hace varias décadas han sido muchos los autores que han estudiado los 

distintos modos de interacción entre el ADN y distintos tipos de moléculas pequeñas, 

ligandos y complejos metálicos. Como se ha indicado en la Introducción, esta interacción 

puede tener lugar a través de los surcos o bien por intercalación entre los pares de bases 

de la cadena doble de ADN. Uno de los objetivos de esta tesis es el desarrollo de un sensor 

electroquímico para la identificación de secuencias específicas de ADN. Para ello, es 

necesario disponer de un indicador de hibridación electroactivo que, al interaccionar con 

la doble cadena de ADN origine un cambio medible, bien en su potencial de oxidación o 

un cambio (aumento o disminución) en la intensidad de corriente, de manera que permita 

seguir la hibridación y desnaturalización de los oligonucleótidos inmovilizados sobre el 

electrodo. Por lo tanto, es necesario el diseño de moléculas con actividad redox y 

potencialidad para interaccionar de forma específica con fragmentos de ADN 

(oligonucleótidos) de cadena doble y/o de cadena simple. 

Los compuestos de base de Schiff sintetizados en este trabajo presentan en su 

estructura varios dominios con distintos grupos funcionales, uno de los cuales será 

responsable de la interacción con la cadena del oligonucleótido y los restantes dominios 

quedarán expuestos al exterior, de forma que puedan llevarse a cabo reacciones de 

caracterización por diferentes técnicas instrumentales. En los isómeros del DHsalophen la 

ausencia de dominio cargado descarta la interacción electrostática como modo principal 

de interacción. Por otra parte, la presencia de varios anillos bencénicos que confieren 

cierto nivel de planaridad a las moléculas y su alto grado de conjugación por los dobles 

enlaces sugieren a priori que los mecanismos predominantes de interacción con el ADN 

sean bien la intercalación entre los pares de bases o a través de los surcos del ADN. Esta 

posibilidad de interacción se estudiará en disolución utilizando ADN de timo de ternera 

como material biológico y mediante el empleo de técnicas espectroscópicas (UV-vis, 

fluorescencia) y electroquímicas. El objetivo final de estos estudios es demostrar que los 

ligandos sintetizados sirven como marcador de eventos de hibridación y que, además, 
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pueden ser aplicados al diseño de sensores de ácidos nucleicos, para la determinación de 

secuencias reales correspondientes a problemas analíticos concretos. 

 

1. Caracterización del modo de interacción entre los isómeros del 

DHsalophen y ADN de timo de ternera por métodos espectrofotométricos 

1.1. Estudios de absorción molecular 

Está bastante bien documentado que como consecuencia de la interacción entre 

hebras de ADN y moléculas pequeñas se producen importantes cambios en los espectros 

electrónicos de éstas. La naturaleza de estos cambios puede dar una idea de la fortaleza y 

del modo de la interacción. En general, en el caso de que la interacción sea por 

intercalación, se han observado cambios en el valor de la absorbancia, así como 

desplazamientos en los máximos de absorción de las bandas de la molécula. En concreto, 

la disminución en el valor de la absorbancia (efecto hipocrómico) y el desplazamiento 

hacia el rojo del máximo de absorción (efecto batocrómico) son efectos característicos de 

este tipo de interacción; y se atribuyen a la fuerte interacción que tiene lugar entre los 

anillos aromáticos de la estructura de las moléculas y los pares de bases del ADN (Pyle y 

cols, 1989).  

Los ligandos de base de Schiff, sintetizados en este trabajo, presentan zonas 

planares susceptibles de unirse con hebras de ADN con mayor intensidad que si se tratase 

de una mera atracción electrostática. Este tipo de uniones, además, conlleva que las 

interacciones sean más fuertes con la doble hélice de ADN que con el ADN de cadena 

simple. 

Para llevar a cabo estos estudios se han elegido los isómeros 2,5-DHsalophen y     

3,4-DHsalophen dado que como se ha visto en capítulos anteriores, son los isómeros con 

una electroactividad mejor definida. Asimismo, se ha elegido un ADN de alta masa 

molecular como el ADN de timo de ternera (CT-ADN) como modelo biológico 

experimental. Mediante espectrofotometría de absorción molecular se estudiaron las 
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diferencias entre los espectros de UV-vis de los isómeros en ausencia y en presencia de 

distintas concentraciones de CT-ADN. Para ello, en primer lugar, se obtuvieron los 

espectros de los ligandos en ausencia de CT-ADN en tampón Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4). 

Como se muestra en la Figura 42A, el espectro de absorción de una disolución 15 µM del 

isómero 2,5-DHsalophen muestra un pico de absorción a 332 nm con una absortividad 

molar de (1.4±0.1)x104 M-1 cm-1. En las mismas condiciones, el espectro de una disolución 

20 µM de 3,4-DHsalophen (Figura 42B) muestra un máximo de absorbancia a 295 nm con 

una absortividad molar de (1.9±0.2)x104 M-1 cm-1. En ambos casos las bandas de absorción 

observadas pueden atribuirse a transiciones vibracionales π-π* y n-π* entre los electrones 

π conjugados presentes en los anillos aromáticos de ambas moléculas y el doble enlace de 

los grupos azometino (Gholivand y cols, 2005). 

Los experimentos de titulación con ADN se llevaron a cabo en disoluciones de baja 

fuerza iónica (Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4)) manteniendo la concentración de ligando 

constante y variando la concentración de CT-ADN. Las disoluciones se mantuvieron 

durante una hora a temperatura ambiente para alcanzar el equilibrio de unión, antes de 

realizar la medida. En las Figuras 42A y 42B se muestran los espectros obtenidos para las 

titulaciones del 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen con CT-ADN de cadena doble. Los 

espectros se obtuvieron poniendo en la cubeta de referencia la misma concentración de 

CT-ADN que en la cubeta de muestra. 

Los espectros de absorción obtenidos para el 2,5-DHsalophen (15 µM) en presencia 

de concentraciones crecientes de CT-ADN de cadena doble (0-315 µM), muestran un 

efecto hipocrómico significativo en su banda de absorción a 332 nm (Figura 42A). Este 

efecto se debe, probablemente, a la interacción entre los orbitales π del ligando y los 

orbitales π de los pares de bases, puesto que los orbitales π del ligando se llenan 

parcialmente de electrones y esto provoca una disminución en las probabilidades de 

transición (Pyle y cols, 1989). Por otro lado, se observa un leve efecto batocrómico de 8 

nm debido a que el aumento de la deslocalización de los electrones π del ligando, al 

interaccionar con el CT-ADN, provoca que las transiciones electrónicas tengan lugar a 

energías menores (Dasgupta y cols, 1987). Asimismo, aparecen dos puntos isosbésticos, 
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en 315 y 350 nm, y una nueva banda de absorción, en forma de hombro, a 375 nm, en 

presencia de CT-ADN. La intensidad de la nueva banda aumenta al aumentar la cantidad 

de CT-ADN adicionada a la disolución. La presencia de un punto isosbéstico a 350 nm pone 

de manifiesto la existencia de dos especies absorbentes: el ligando y el complejo formado 

ligando-CT-ADN. Además, la presencia de esta última especie es la responsable de la 

aparición de la nueva banda de absorción a 375 nm. 

 

Figura 42: (A) Espectros UV-visible de una disolución 15 µM de 2,5-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 

mM (pH 7.4) en ausencia (▬) y en presencia de concentraciones crecientes de CT-ADN.        

(B) Espectros UV-visible de una disolución 20 µM de 3,4-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 mM (pH 

7.4) en ausencia (▬) y en presencia de concentraciones crecientes de CT-ADN.  

 

Resultados comparables se obtuvieron con el isómero 3,4-DHsalophen, aunque 

existen algunas diferencias notables. Los espectros del 3,4-DHsalophen (20 µM) en 

presencia de concentraciones crecientes de CT-ADN (0-550 µM en pares de bases) 

muestran claramente un efecto hipocrómico a una longitud de onda de 295 nm (Figura 

42B). Sin embargo, en presencia de CT-ADN no se observa ningún desplazamiento de la 

longitud de onda hacia el rojo. Al igual que en el caso del 2,5-DHsalophen al aumentar la 

concentración de CT-ADN en la disolución, aparece una nueva banda a 345 nm; y es 
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evidente la aparición de un punto isosbéstico a 325 nm, debido en ambos casos a la 

existencia en disolución de una nueva especie absorbente ligando-CT-ADN. 

Como se ha comentado con anterioridad, la aparición de efectos hipocrómicos y 

batocrómicos tras la adición de CT-ADN, puede atribuirse al modo de unión que supone 

una cierta interacción entre los dominios aromáticos de los ligandos y los pares de bases 

del CT-ADN. Los resultados espectroscópicos obtenidos tras los experimentos de titulación 

con CT-ADN de los isómeros 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen se resumen en la Tabla 11.  

Tabla 11: Parámetros espectrofotométricos y constantes de unión obtenidos de los 

experimentos de titulación. 

 

De acuerdo con estos resultados, el efecto batocrómico es mayor, 8 nm, en el       

2,5-DHsalophen que en el 3,4-DHsalophen; por lo que, en principio, la unión con las bases 

del CT-ADN podría ser más fuerte para el ligando 2,5-DHsalophen. La magnitud del efecto 

hipocrómico (Tabla 11) en presencia de CT-ADN está relacionada con la fortaleza del 

enlace entre la molécula y el material biológico (Pyle y cols, 1989) y puede ser calculada a 

partir de los valores de absorbancia del ligando libre y del ligando unido al CT-ADN, tal y 

como se describe en la sección experimental. Por tanto, la disminución de absorbancia 

observada sugiere que existe una interacción fuerte entre los estados electrónicos de los 

grupos aromáticos de los derivados del DHsalophen y las bases del CT-ADN. Puesto que la 

fuerza de las interacciones electrónicas disminuye con el cuadrado de la distancia, un 

elevado efecto hipocrómico sugiere que los grupos aromáticos del ligando y las bases del 

CT-ADN están próximas. Como puede observarse en la Tabla 11, el efecto hipocrómico 

observado es del 23% para el 2,5-DHsalophen y del 29% para el 3,4-DHsalophen. Estos 

Kb , M-1

LIGANDO Libre Unido Δλ % H* Libre Unido

3,4-DHsalophen 295 295 ― 29 (1.9±0.2)x104 (5.0±0.4)x102 (9.0±0.3)x103

2,5-DHsalophen 332 340 8 23 (1.4±0.1)x10
4

(3.9±0.2)x10
2

(3.3±0.2)x10
3 

* Porcentaje de efecto hipocrómico

ε , M-1 cm-1ABSORCIÓN λ max, nm



Resultados y discusión. Capítulo VI 

162 

resultados sugieren que el ligando que contiene los grupos hidroxilo localizados en las 

posiciones orto parecen unirse con mayor fuerza al CT-ADN que los ligandos en los cuales 

los grupos hidroxilo están en las posiciones para. Los datos del efecto hipocrómico 

obtenidos para los derivados del DHsalophen son similares a los reportados en la 

literatura para algunos compuestos descritos como intercaladores. Por ejemplo, se ha 

descrito una disminución del 25% en el caso de algunos derivados de 

pirimidoselenoquinolinas (Gopal y Veeranna, 2005), o disminuciones del 20% para 

complejos como el [Cr(naphen)(H2O)2]+ (Vaidyanathan y cols, 2002). Asimismo, se han 

encontrado valores ligeramente superiores a los descritos en este trabajo. Por ejemplo, en 

el caso del complejo de PIND-[Os(bpy)2Cl]+, la disminución calculada es del 35 % (Tansil y 

cols, 2005). Sin embargo, en todos los casos el desplazamiento batocrómico descrito es 

comparable al calculado en el caso del 2,5-DHsalophen. 

Con la finalidad de estimar de manera más cuantitativa la fuerza de unión entre los 

ligandos y el CT-ADN, se ha calculado la constante intrínseca de unión, Kb, a partir de los 

resultados de las titulaciones espectrofotométricas, usando el método descrito por 

Meehan y cols (Meehan y Gamper, 1982) y que se encuentra explicado con detalle en la 

parte experimental. Los datos obtenidos para Kb en el caso del 3,4-DHsalophen y del     

2,5-DHsalophen son (9.0±0.3)x103 M-1 y (3.3±0.2)x103 M-1, respectivamente (Tabla 11). 

Como se puede observar Kb es mayor en el caso del 3,4-DHsalophen, lo que sugiere una 

unión más fuerte al CT-ADN que en el caso del 2,5-DHsalophen.  

Los valores de esta constante descritos en la literatura para moléculas 

intercaladoras son al menos dos órdenes de magnitud mayores que en el caso de los 

ligandos estudiados (Li y cols, 2005; Tansil y cols, 2005). Aunque, hay autores que han 

descrito las propiedades intercalativas de algunos compuestos con constantes de unión 

del mismo orden de magnitud que las obtenidas en este trabajo (Breslin y cols, 1997; 

Gopal y Veeranna, 2005; Vaidyanathan y cols, 2002), en principio, cabría esperar que el 

modo de interacción más probable sea un modo mixto de interacción con los surcos y 

posterior intercalación, como se discutirá más adelante. 
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Por último, como experimento control se estudió cómo influía la presencia de CT-

ADN de cadena sencilla (ssCT-ADN) en las propiedades electrónicas de los compuestos. La 

desnaturalización del CT-ADN de cadena doble se realizó siguiendo el procedimiento 

descrito en la sección de materiales y métodos. Se prepararon disoluciones de cada 

isómero en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia y en presencia de 320 µM ssCT-ADN. Las 

disoluciones se mantuvieron durante una hora a temperatura ambiente antes de obtener 

los espectros de absorción molecular. El resultado obtenido en el caso del 3,4-DHsalophen 

se muestra en la Figura 43. Como puede observarse, para una concentración 320 µM de 

ssCT-ADN existe un leve efecto hipocrómico que, en exceso de ssCT-ADN, alcanza un valor 

máximo del 5 %. Este efecto hipocrómico puede deberse a una interacción residual del 

ligando con pequeñas zonas de dsCT-ADN renaturalizadas durante el tiempo de espera del 

experimento. 

De este experimento de control se deduce que el modo de interacción entre los 

compuestos y el CT-ADN presenta cierta especificidad por la cadena doble y escasa 

interacción con el ssCT-ADN. 

Figura 43: Espectros de UV-vis de una disolución 20 µM de 3,4-DHsalophen en Tris-HCl 

5.0 mM (pH 7.4) en ausencia (▬) y en presencia de 320 µM de ssCT-ADN (▬). 
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1.2. Estudios de fluorescencia molecular 

Teniendo en cuenta que en disoluciones acuosas los ligandos 2,5-DHsalophen y    

3,4-DHsalophen son fluorescentes, la variación de estas propiedades derivadas de la 

interacción con CT-ADN puede ser útil para ampliar y corroborar los resultados obtenidos 

por absorción molecular. En primer lugar, se estudiaron las propiedades fluorescentes de 

los ligandos. Para ello se prepararon disoluciones de cada compuesto en Tris-HCl 5.0 mM 

(pH 7.4) y se obtuvieron sus correspondientes espectros de excitación. En la Figura 44A se 

muestra el espectro de excitación de una disolución 50 µM de 2,5-DHsalophen, mientras 

que en la Figura 44B se muestra el correspondiente espectro de excitación de una 

disolución 20 µM de 3,4-DHsalophen. Las longitudes de onda de excitación se fijaron en 

en 330 nm, en el caso del 2,5-DHsalophen; y 313 nm, en el caso del 3,4-DHsalophen. Los 

espectros de emisión obtenidos en estas condiciones se muestran en la Figura 44A y 44B 

para el 2,5-DHsalophen y 3,4-DHsalophen, respectivamente. El espectro de emisión 

obtenido para una disolución 50 µM de 2,5-DHsalophen muestra una banda de emisión 

ancha con un máximo de intensidad entre 405 y 480 nm. Mientras que en el caso del    

3,4-DHsalophen se obtiene un máximo de intensidad a 360 nm. 

Figura 44: (A) Espectros de excitación (▬) y de emisión (▬) de una disolución 50 µM de  

2,5-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4) (B) Espectros de excitación (▬) y de emisión 

(▬) de una disolución 20 µM de 3,4-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4).  
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Está descrito en la literatura cómo la interacción entre moléculas con dominios 

planares en su estructura y el ADN da como resultado cambios en los estados de 

excitación y de emisión de las mismas, cuando estas se encuentran en presencia del 

material biológico. En general, cuando en presencia de ADN se observa un aumento en la 

intensidad de emisión de la molécula, se puede afirmar que el modo de interacción es 

fundamentalmente por intercalación, puesto que al apilarse entre las bases, la rigidez de 

las moléculas aumenta y como consecuencia, aumenta su intensidad de fluorescencia 

(Jenkins y cols, 1992). Sin embargo, estos resultados no son aplicables a todos los 

sistemas. Algunos autores han descrito un efecto de desactivación en la intensidad de 

emisión para moléculas intercaladoras en presencia ADN (Chaires y cols, 1982; Wu y cols, 

2002). 

Con la finalidad de confirmar el modo de interacción entre los derivados del 

DHsalophen y el CT-ADN, se han llevado a cabo experimentos de titulación con CT-ADN. 

Para ello, se han preparado una serie de disoluciones de concentración fija de                 

3,4-DHsalophen (20 µM) en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en presencia de distintas 

concentraciones de CT-ADN (0-600 µM en pares de bases). Tras mantenerlas durante una 

hora a temperatura ambiente para favorecer la interacción, se obtuvieron los espectros 

de excitación y de emisión (Figura 45A y 45B). Tras la adición de CT-ADN, las intensidades 

de excitación disminuyen de manera notable sin que se aprecie desplazamiento en el 

máximo de excitación (313 nm), aún cuando el CT-ADN está en exceso. Como en el caso 

de los espectros de excitación, al aumentar la concentración de CT-ADN en la disolución 

de 3,4-DHsalophen, las intensidades de emisión presentan un decaimiento gradual, sin 

observarse desplazamiento alguno en el máximo de emisión (360 nm). El ligando           

2,5-DHsalophen presenta un comportamiento cualitativamente similar al del 3,4-

DHsalophen. 
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Figura 45: Espectros de excitación (A) y de emisión (B) de una disolución 20 µM de 

3,4-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia (▬) y en presencia de 

distintas concentraciones de CT-ADN: 25 µM (▬); 75 µM (▬); 125 µM (▬); 200 µM 

(▬); 400 µM (▬); 500 µM (▬); 600 µM (▬). 

 

La magnitud de la interacción entre los ligandos y el CT-ADN de cadena doble puede 

cuantificarse a partir de los resultados obtenidos en la titulación, mediante el cálculo de la 

constante de desactivación de Stern-Volmer (KSV), tal y como se detalla en la sección 

experimental (Cramb y Beck, 2000). En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos. Las 

constantes de desactivación son de (5.3±0.2)x103 M-1 y (1.2±0.1)x103 M-1 para el            

3,4-DHsalophen y el 2,5-DHsalophen, respectivamente. Comparadas con las constantes de 

desactivación de otras moléculas intercaladoras, las constantes obtenidas son al menos un 

orden de magnitud menor (Kumar y cols, 2000; Wu y cols, 2002). Esto hace suponer que la 

interacción con los surcos de la hélice de CT-ADN es el principal modo de interacción entre 
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los derivados del DHsalophen y el CT-ADN; aunque no se descarta un porcentaje de 

interacción debido al apilamiento entre las bases. Por otra parte, los experimentos de 

fluorescencia confirman que la interacción con el isómero 3,4-DHsalophen es más fuerte 

que con el 2,5-DHsalophen. 

 

KSV , M
-1

LIGANDO Libre Unido Δλ

3,4-DHsalophen 360 360 ― (5.3±0.2)x10
3

2,5-DHsalophen 405 405 ― (1.2±0.1)x10
3

EMISIÓN λ max, nm

 

Tabla 12: Parámetros espectrofotométricos y constantes de Stern-

Volmer obtenidos de los experimentos de titulación. 

 

A partir de los datos obtenidos en las titulaciones se ha calculado el número de 

bases de CT-ADN que se unen por cada molécula de ligando, ya que el tamaño de los sitios 

de unión permite distinguir entre moléculas que se intercalan y aquellas que se unen a los 

surcos del CT-ADN. Para ello, se ha representado la intensidad de fluorescencia en el 

máximo de emisión en función de la relación de concentraciones de CT-ADN y el derivado 

DHsalophen correspondiente ([CT-ADN]/[DHsalophen]). Como se observa en la Figura 46A 

y 46B, en ambos casos se obtienen dos tramos lineales independientes.  

De la intersección de los tramos lineales se puede estimar la estequiometría de la 

formación del complejo DHsalophen-ADN. El valor obtenido tanto para el 3,4-DHsalophen 

como para el 2,5-DHsalophen, es de 12; indicando que cada molécula de DHsalophen se 

une, aproximadamente, a 12 bases del CT-ADN. El valor obtenido refleja que la interacción 

no es de carácter estrictamente intercalativo, ya que las moléculas que se intercalan entre 

los pares de bases presentan una relación menor en número de bases por sitio de unión y, 

como consecuencia, requieren mayores concentraciones para saturar todos los sitios de 

unión. Se han encontrado referencias bibliográficas en las que se describe la interacción 

de complejos metálicos con ligandos de base de Schiff, de estructura similar a la de los 
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compuestos que se estudian en esta Tesis, con el CT-ADN a través de los surcos, y con un 

número de sitios de unión similar a los encontrados en este trabajo (Kashanian y cols, 

2007; Vijayalakshmi y cols, 2000). 

 

Figura 46: Variación de la intensidad del máximo de emisión con la relación de 

concentraciones de CT-ADN y (A) 2,5-DHsalophen (λexc 330 nm) o (B) 3,4-DHsalophen 

(λexc 313 nm). 

 

Para comprobar que la interacción con el CT-ADN es específica de la doble hélice, se 

hicieron experimentos de control con ssCT-ADN. Se prepararon disoluciones de cada 

isómero en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia y en presencia de 320 µM ssCT-ADN. Las 

disoluciones se mantuvieron durante una hora a temperatura ambiente y se obtuvieron 

los espectros de emisión. En la Figura 47 se observa como en ambos casos, la presencia de 

ssCT-ADN no amortigua la fluorescencia de los compuestos, al contrario de lo que ocurre 

cuando el CT-ADN es de cadena doble. Por tanto, se puede concluir que la interacción de 

los isómeros del DHsalophen con el ssCT-ADN es prácticamente inexistente. 
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Figura 47: (A) Espectros de emisión de una disolución 50 µM de 2,5-DHsalophen en Tris-

HCl 5.0 mM (pH 7.4) en ausencia (▬) y en presencia de 320 µM de ssCT-ADN (▬).           

(B) Espectros de emisión de una disolución 20 µM de 3,4-DHsalophen en Tris-HCl 5.0 mM 

(pH 7.4) en ausencia (▬) y en presencia de 320 µM de ssCT-ADN (▬). 

 

 

1.3. Efecto de la temperatura en las propiedades fluorescentes 

Por otra parte, se ha estudiado la variación de la intensidad del máximo de emisión 

de los complejos formados por los derivados DHsalophen y el CT-ADN con la temperatura. 

En el caso del 3,4-DHsalophen, se preparó una disolución, en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), 

que contenía CT-ADN (400 µM en pares de bases) y 3,4-DHsalophen (10 µM), y se 

mantuvo durante una hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se colocó la 

muestra en la cubeta del espectrofluorímetro, equipado con un módulo Peltier de control 

de temperatura en el interior de la cubeta, y se registró la variación de la intensidad de 

emisión a 360 nm (λexc 313 nm) con la temperatura. Además, como controles se 

prepararon una disolución 10 µM de 3,4-DHsalophen y otra disolución 400 µM de CT-ADN 

en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4); y se llevó a cabo el mismo estudio y en las mismas 

condiciones, que las descritas anteriormente. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 48A.  
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Figura 48: (A) Variación de la intensidad de emisión, (λexc 313 nm; λem 360 nm), en 

función de la temperatura de una disolución 10 µM de 3,4-DHsalophen (�) y de una 

disolución 400 µM de CT-ADN en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia (�) y en 

presencia de 3,4-DHsalophen 10 µM (�). (B) Variación de la intensidad de emisión, 

(λexc 330 nm; λem 405 nm), en función de la temperatura de una disolución 10 µM de 

2,5-DHsalophen (�) y 400 µM de CT-ADN en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia 

(�) y en presencia de 2,5-DHsalophen 10 µM (�). 

 

Como era de esperar, en ausencia de CT-ADN la emisión de la disolución de           

3,4-DHsalophen disminuye gradualmente con el aumento de la temperatura. Esto es 

debido a que el aumento de la frecuencia de choques a temperatura elevada aumenta la 

probabilidad de desactivación por conversión externa. Además, el aumento de la 

temperatura hace disminuir la viscosidad del disolvente, lo cual, también aumenta la 

probabilidad de desactivación mediante colisiones. Por otra parte, en el caso de la 

disolución control de CT-ADN, la intensidad de emisión es prácticamente cero, en todo el 

intervalo de temperaturas estudiado. Sin embargo, cuando el 3,4-DHsalophen está unido 
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al CT-ADN se observa cómo a partir de 55oC, a medida que aumenta la temperatura 

también aumenta la intensidad de emisión. Este aumento de la intensidad de 

fluorescencia se debe a que al aumentar la temperatura se produce una desnaturalización 

del CT-ADN y por tanto el 3,4-DHsalophen unido a la doble hélice queda libre en 

disolución y recupera de forma gradual sus propiedades fluorescentes. La temperatura en 

el punto de inflexión de la curva puede ser considerada como la temperatura a la cual el 

50 % del compuesto se ha desenlazado (60.4oC). A temperaturas superiores a 70oC, la 

fluorescencia del compuesto se mantiene constante, sugiriendo que la interacción con el 

CT-ADN de cadena sencilla es bastante débil. Resultados similares se obtuvieron con el 

isómero 2,5-DHsalophen, y se muestran en la Figura 48B.  

De nuevo, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la interacción entre los 

derivados DHsalophen y el CT-ADN preferentemente se produce con las hebras de doble 

cadena y prácticamente es inexistente con las hebras de cadena simple. 

 

1.4. Efecto de la presencia de desactivadores aniónicos de fluorescencia 

Un criterio para establecer el mecanismo de interacción entre los ligandos 

DHsalophen y el CT-ADN es estudiar cómo afecta la presencia de un desactivador o 

amortiguador aniónico de la fluorescencia, como son los iones ioduro, a la intensidad de 

emisión de los ligandos libres y unidos al ADN. Es decir, se va a estudiar la accesibilidad de 

los ligandos unidos al CT-ADN a las moléculas amortiguadoras de fluorescencia. 

Cuando las moléculas están intercaladas en la hélice de ADN, están protegidas de 

cualquier cambio que se produzca en el medio de disolución. Cuando las moléculas 

interaccionan a través de los surcos, en las proximidades del esqueleto azúcar-fosfato del 

ADN, están en cierto grado expuestas al disolvente y por tanto la presencia en disolución 

de moléculas amortiguadoras de la fluorescencia puede afectar a sus propiedades 

electrónicas. Por este motivo, la accesibilidad de los ligandos unidos al CT-ADN al ioduro 

potásico será menor en el caso de que estén intercaladas en la hélice de ADN. Sin 

embargo, aún cuando la interacción tiene lugar a través de los surcos cabe esperar que la 



Resultados y discusión. Capítulo VI 

172 

carga negativa de los grupos fosfato repela a los aniones ioduro (Kumar y cols, 1993). 

En primer lugar se estudió cómo afectaba la presencia de iones ioduro a la emisión 

de los ligandos libres. Se prepararon distintas disoluciones en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4) 

donde la concentración de ligando se mantuvo constante y se adicionaron cantidades 

crecientes de ión ioduro. En presencia de concentraciones crecientes de ión ioduro (0-

0.016 M), la intensidad de emisión de una disolución 10 µM de 3,4-DHsalophen (λexc 313 

nm) disminuye conforme aumenta la concentración del anión (Figura 49A). Se ha 

calculado una constante de desactivación de Stern-Volmer de 7 M-1. A continuación, se 

prepararon disoluciones donde se mantuvieron fijas, tanto la concentración de               

3,4-DHsalophen (10 µM) como la de CT-ADN (440 µM), y en una proporción que 

aseguraba la unión de todo el ligando a la hélice de ADN. Estas disoluciones se 

mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora y posteriormente se adicionaron 

distintas cantidades de ioduro potásico (0-0.016M). Como se ha comentado a lo largo del 

capítulo, la intensidad de emisión del 3,4-DHsalophen en presencia de CT-ADN disminuye 

respecto a la del ligando libre. Cabe esperar, que si el 3,4-DHsalophen está intercalado en 

el CT-ADN su intensidad de fluorescencia no se vea afectada por la presencia de los iones 

ioduro. Sin embargo, en presencia de este anión, la emisión de fluorescencia a 360 nm se 

intensifica (Figura 49A). Este aumento podría deberse al incremento de la fuerza iónica del 

medio por la presencia de los iones ioduro. Cuando una molécula está unida al ADN a 

través de los surcos, en condiciones de fuerza iónica alta, se favorece la salida de la 

molécula desde la doble hélice al medio de disolución; mientras que este fenómeno no se 

da con tanta facilidad en el caso de moléculas intercaladas (Kumar y cols, 1993). En 

resumen, el incremento de la fuerza iónica del medio provoca la salida del 3,4-DHsalophen 

de la doble hélice y se observa un aumento de la fluorescencia puesto que la intensidad 

de emisión del ligando libre es mayor que la del ligando unido al CT-ADN. 

Para corroborar este resultado, se llevó a cabo el experimento descrito 

anteriormente, pero utilizando NaCl en vez de KI. En el caso del NaCl, el ión Cl- no está 

considerado como un anión desactivante de fluorescencia. La influencia sobre el complejo 

DHsalophen-ADN provendrá exclusivamente del aumento de la fuerza iónica. La adición 
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de concentraciones crecientes de NaCl a una disolución de 3,4-DHsalophen (10 µM), en 

ausencia de CT-ADN, no produce apenas efecto sobre la intensidad de fluorescencia del 

ligando. Sin embargo, en presencia de CT-ADN (440 µM), el comportamiento es similar al 

observado en el caso del KI (Figura 49B). Puesto que la fluorescencia del ligando libre no 

se ve afectada por la presencia de NaCl, es evidente que el aumento de la intensidad de 

emisión en presencia de CT-ADN es debida a la salida de la molécula de los surcos de la 

doble hélice del ADN, a la disolución. La gran dependencia del enlace 3,4-DHsalophen-

ADN con la fuerza iónica indica que la unión está controlada por interacciones 

electrostáticas. Este resultado es consistente con una interacción a través de los surcos y 

no de una unión mediante intercalación, ya que la unión a los surcos está estabilizada por 

enlaces de hidrógeno y por interacciones hidrofóbicas, mientras que la unión por 

intercalación está favorecida por interacciones con las bases adyacentes cuando las 

moléculas se apilan entre las mismas (Kumar y cols, 1993). 

 

Figura 49: Variación de la relación F0/F con la concentración de KI (A) o NaCl (B), en 

una disolución de 3,4-DHsalophen (10 µM) en ausencia (�) o en presencia (�) de CT-

ADN (440 µM). λexc 313 nm y λem 360 nm. 
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1.5.  Estudios de la variación de la temperatura de desnaturalización 

Es de sobra conocido que la interacción de pequeñas moléculas con el ADN implica 

un aumento en la temperatura a la cual la doble hélice de ADN se desnaturaliza, dando 

como resultado cadenas sencillas de ADN. Esta temperatura es conocida como 

temperatura de desnaturalización o temperatura de melting (Tm). Por lo tanto, el estudio 

de la variación de este parámetro es muy útil para el análisis de los modos de interacción 

de moléculas con el ADN. Las variaciones en la temperatura de desnaturalización puede 

considerarse un reflejo de la afinidad del ADN y una molécula determinada. Es decir, 

cuando una molécula se une a una cadena doble de ADN mediante intercalación, la 

estabilidad de la doble hélice aumenta y como resultado la temperatura a la que la doble 

hélice se desnaturaliza aumenta entre 5 y 12 0C. Sin embargo, en los casos en los que no 

predomina la intercalación no se observan cambios significativos en la temperatura de 

desnaturalización (Saenger, 1984). 

Se ha estudiado cómo afecta la interacción de los compuestos 3,4-DHsalophen y  

2,5-DHsalophen con CT-ADN, a la temperatura de desnaturalización. En primer lugar, 

como experimento control, se registró la absorbancia a 260 nm de una disolución de CT-

ADN (72 µM en pares de bases) preparada en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4) en función de la 

temperatura (Figura 50). Para ello se utilizó un espectrofotómetro UV-visible conectado a 

un baño termostatizado, y la temperatura de la cubeta se midió con una sonda de platino 

en el intervalo de 30-90 oC a una velocidad de 1oC min-1. La temperatura de melting se 

obtiene en el punto de máxima pendiente de la curva, es decir, en el punto de inflexión. 

Así, se ha encontrado un valor para la temperatura de melting de 64.4±0.5oC.  

A continuación, se prepararon disoluciones de CT-ADN (72 µM) en Tris-HCl 5.0 mM 

(pH 7.4) en presencia de 3,4-DHsalophen (6.6 µM) o de 2,5-DHsalophen (6.5 µM). Las 

disoluciones se mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora y a continuación, 

se registró la variación de la absorbancia a 260 nm en función de la temperatura 

manteniendo la misma concentración del ligando correspondiente en la cubeta de 

referencia. En la Figura 50 se muestra la variación de la absorbancia relativa en función de 
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la temperatura. En presencia de los derivados DHsalophen, la temperatura de 

desnaturalización aumenta 2.7±0.2 oC y 1.5±0.1 oC, para el caso del 3,4-DHsalophen y del 

2,5-DHsalophen, respectivamente. 
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Figura 50: Variación de la absorbancia relativa, medida a 260 nm, en función de la 

temperatura de una disolución 72 µM de CT-ADN en Tris-HCl 5.0 mM (pH 7.4), en ausencia 

(�) y en presencia de 3,4-DHsalophen 6.6 µM (�) o de 2,5-DHsalophen 6. 5 µM (�). 

 

Esta pequeña variación en la temperatura de desnaturalización del CT-ADN, 

observada en presencia de los isómeros del DHsalophen, sugiere que la interacción de 

estos compuestos con el ADN no se debe exclusivamente a la intercalación entre las 

bases. Estos incrementos son típicos cuando las moléculas se unen al CT-ADN a través de 

los surcos, como en el caso de algunos complejos metálicos de base Schiff o de tintes 

como el ioduro de trans-4-[4-dimetilamino)estiril]-1-metilpiridina (Kashanian y cols, 2007; 

Kumar y cols, 1993; Vijayalakshmi y cols, 2000). 

Como resumen de los estudios de interacción llevados a cabo en disolución 

utilizando técnicas espectroscópicas se puede concluir que el modo de interacción más 

probable entre los derivados del DHsalophen y el ADN sea la consecuencia de una 

interacción del ligando a través de los surcos y una posterior intercalación parcial de 



Resultados y discusión. Capítulo VI 

176 

alguno de los dominios aromáticos, con los pares de bases adyacentes. Esta 

interpretación, basada en nuestros datos experimentales, es meramente especulativa y 

debería corroborarse con estudios cristalográficos que quedan fuera de los objetivos de 

este trabajo. Además, se ha comprobado que la interacción es casi selectiva del CT-ADN 

de cadena doble respecto al de cadena sencilla. Esta propiedad es muy importante a la 

hora de elegir las moléculas que pueden ser utilizadas como indicadores redox en el 

desarrollo de biosensores de ADN. Por otro lado, los valores obtenidos para los distintos 

parámetros estudiados sugieren que el isómero 3,4-DHsalophen se une más fuertemente 

al CT-ADN que el isómero 2,5-DHsalophen. Por este motivo, los siguientes estudios de 

interacción mediante técnicas electroquímicas se centraron exclusivamente en el            

3,4-DHsalophen. 

 

 

2. Estudio de la interacción del 3,4-DHsalophen con CT-ADN por métodos 

electroquímicos 

Debido a la presencia de grupos funcionales electroactivos (hidroquinona/quinona) 

en la estructura de los derivados del DHsalophen se ha podido estudiar la interacción de 

estos compuestos con el CT-ADN mediante técnicas electroquímicas. Se han llevado a 

cabo estudios directamente en disolución o bien en electrodos modificados con el 

material biológico inmovilizado, utilizando las técnicas de voltamperometría cíclica o 

voltamperometría diferencial de impulsos. Gracias a estos estudios se podrá determinar si 

el 3,4-DHsalophen va a ser útil para ser utilizado como marcador de eventos de 

hibridación, en el desarrollo de genosensores.  

 

 

 

 



Interacción entre los isómeros del DHsalophen y ADN 

177 

2.1. Interacción del 3,4-DHsalophen con CT-ADN en disolución 

Para estudiar la interacción entre 3,4-DHsalophen y CT-ADN mediante técnicas 

electroquímicas, se han elegido electrodos de oro, como sustrato, para realizar los 

estudios. Aunque la respuesta del 3,4-DHsalophen se ha estudiado en electrodos de 

carbón vítreo en apartados anteriores, el cambio a electrodos de oro se debe a la 

intención de estudiar la interacción del mediador redox con oligonucleótidos derivatizados 

con grupos hexalquiltiol e inmovilizados por quimisorción sobre este metal.  

En primer lugar, se ha estudiado el comportamiento electroquímico del                  

3,4-DHsalophen en ausencia de CT-ADN sobre un electrodo de oro pulido y activado. La 

caracterización electroquímica se llevó a cabo utilizando como electrolito KNO3 5.0 mM. 

Se preparó una disolución 50 µM de 3,4-DHsalophen y la voltamperometría cíclica se llevó 

a cabo entre los potenciales -0.5 V y +0.7 V a 100 mV s-1, tal y como se describe en la parte 

experimental. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 51 (▬). 

El primer barrido cíclico muestra un proceso de oxidación con un potencial de pico 

de +0.430 V, que puede asociarse a la oxidación de las hidroquinonas presentes en el    

3,4-DHsalophen. En el barrido de vuelta se puede observar la correspondiente onda de 

reducción asociada con un pico de potencial de +0.270 V. El alto valor de la diferencia de 

potenciales de pico, ΔEp, (0.160 V), observada para la oxidación y posterior reducción del 

grupo hidroquinona/quinona presente en el 3,4-DHsalophen en electrodos de oro, implica 

limitaciones en la cinética de transferencia de carga, y por tanto, una acusada 

irreversibilidad electroquímica. Además, los voltamperogramas cíclicos siguientes (no 

mostrados) obtenidos en electrodos de oro presentan una separación de potenciales de 

pico mayores y un descenso gradual en las corrientes anódica y catódica. Este 

comportamiento sugiere que el 3,4-DHsalophen se deposita en la superficie del electrodo 

de oro tras cada barrido de potencial, dando lugar a películas no electroactivas, y por lo 

tanto la superficie del electrodo de oro se inhibe gradualmente.  

Los voltamperogramas cíclicos de una disolución 50 µM de 3,4-DHsalophen en KNO3 

5.0 mM a diferentes velocidades de barrido (entre 20 y 500 mV s-1), muestran que la 
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corriente de pico es proporcional a la velocidad de barrido en todo el intervalo de 

velocidades estudiado, lo que es característico de un proceso de adsorción. Para llevar a 

cabo este estudio, el electrodo de oro se limpió y activó en H2SO4 0.1 M antes de obtener 

el ciclovoltamperograma para cada velocidad de barrido. De este modo, cada 

voltamperograma se registró sobre una superficie de oro limpia, regenerada y no inhibida 

por la deposición del 3,4-DHsalophen. 

 

Figura 51: Voltamperogramas cíclicos de una disolución 50 µM de 3,4-DHsalophen en un 

electrodo de oro, en KNO3 5.0 mM (▬) o en KNO3 5.0 mM / KCl 150 mM (▬). Velocidad 

de barrido 100 mV s-1. 

 

            

 Epa / V Epc/ V E°'/ V ΔEp/ V Ipa/Ipc 

3,4-DHsalophen en KNO3 5.0 mM +0.430 +0.270 +0.350 +0.160 0.8 

3,4-DHsalophen en KNO3 5.0 mM/KCl 150 mM +0.440 +0.260 +0.350 +0.180 1.3 

Tabla 13: Valores de los potenciales de pico anódico y catódico, potencial formal, 

diferencia de potenciales de pico y relación de intensidades de corriente de pico anódica 

y catódica, de los voltamperogramas cíclicos de la Figura 51. 
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Para comprobar si las limitaciones cinéticas observadas se deben a efectos de 

resistencia derivadas de la baja fuerza iónica (KNO3 5.0 mM), se ha estudiado el 

comportamiento ciclovoltamperométrico de 3,4-DHsalophen (50 µM) en un medio con 

fuerza iónica alta (KNO3 5.0 mM / KCl 150 mM). Los resultados de ambos experimentos se 

resumen en la Tabla 13. El potencial se cicló entre -0.2 V y + 0.6 V, a 100 mV s-1. Como se 

puede observar en la Figura 51 (▬), el aumento de la fuerza iónica implica un aumento 

significativo de las corrientes de pico anódico y catódico, pero no rebaja sustancialmente 

el gran ΔEp del sistema, que sigue siendo electroquímicamente irreversible. Además, 

pueden observarse dos preondas de adsorción en el proceso anódico y catódico que se 

superponen a la respuesta controlada por difusión. Este dato indica que el aumento de 

fuerza iónica mejora el comportamiento difusional de la respuesta pero no parece 

minimizar la adsorción. Por otra parte, como se ha comentado a lo largo del Capítulo, el 

aumento de la fuerza iónica desfavorece la interacción entre el CT-ADN y las moléculas 

que se unen a los surcos de la doble hélice. Por tanto, para los estudios electroquímicos 

de interacción entre 3,4-DHsalophen y CT-ADN se ha utilizado como electrolito KNO3 5.0 

mM.  

Para estudiar la interacción entre el isómero 3,4-DHsalophen y el CT-ADN de cadena 

doble se llevaron a cabo estudios de titulación en disolución y en electrodos modificados 

con el material biológico. Para estos estudios se prepararon disoluciones que contenían 

una concentración fija de 3,4-DHsalophen (50 µM) y CT-ADN, en concentración variable, 

en KNO3 5.0 mM. Estas disoluciones se mantuvieron a temperatura ambiente durante una 

hora para conseguir el equilibrio de unión. Los electrodos de oro, limpios y activados, se 

sumergieron en la disolución justo antes de llevar a cabo la medida electroquímica y sólo 

se recogió el primer voltamperograma cíclico (Figura 52). Este protocolo experimental 

tiene como finalidad minimizar los efectos de adsorción del 3,4-DHsalophen y del CT-ADN, 

sobre la superficie de los electrodos. En estas condiciones, los voltamperogramas cíclicos 

de 3,4-DHsalophen obtenidos en presencia de concentraciones crecientes de CT-ADN 

presentan un desplazamiento significativo tanto en el potencial de pico catódico como 

anódico, hacia valores más negativos (Tabla 14). Estos resultados indican que en el 
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complejo formado 3,4-DHsalophen-CT-ADN es más fácil la oxidación de la hidroquinona, 

pero al tiempo resulta más difícil la reducción de la forma oxidada obtenida. El primer 

efecto se da con más intensidad que el segundo lo que implica que el potencial formal se 

hace más negativo al aumentar la concentración de CT-ADN. En presencia de un exceso de 

concentración de CT-ADN (R=47), el valor del potencial formal se desplaza 85 mV hacia 

potenciales más negativos. 
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Figura 52: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo de oro en una disolución 50 µM de 

3,4-DHsalophen en ausencia (▬) o en presencia de diferentes concentraciones de CT-ADN, 

800 µM (▬) ó 2.35 mM (▬), en KNO3 5.0 mM. Velocidad de barrido 100 mV s-1. 

 

              

R* Epa / V Epc/ V E°'/ V ΔEp/ V Ipa/ µA Ipc/ µA Ipa/ Ipc 

0 +0.430 +0.270 +0.350 +0.160 0.53 0.39 1.4 

16 +0.380  +0.225 +0.302 +0.155 0.50 0.31 1.6 

47 +0.350 +0.180 +0.265 +0.170 0.47 0.22 2.1 

         *R=[CT-ADN]/[3,4-DHsalophen] 

Tabla 14: Valores de los potenciales de pico anódico y catódico, potencial formal, 

diferencia de potenciales de pico e intensidades de corriente de pico anódica y catódica, 

de los voltamperogramas cíclicos de la Figura 52. 
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Aunque el sistema en disolución está alejado de mostrar un comportamiento 

Nernstiano  se ha aplicado el modelo de interacción propuesto por Bard y Carter (Carter y 

cols, 1989) para estimar la relación entre las constantes del equilibrio de interacción de la 

forma oxidada y la reducida (Kox/Kred) con el CT-ADN (Figura 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53: Procesos redox del 3,4-DHsalophen en disolución y del 

complejo 3,4-DHsalophen-CT- ADN en disolución. 

 

La relación de las constantes de equilibrio de unión de las formas oxidada y reducida 

(Kox/Kred) se ha determinado a partir de la siguiente ecuación: 
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Con un desplazamiento de potencial formal de 85 mV, la relación de constantes 

Kox/Kred puede estimarse en 760. Resaltando nuevamente la naturaleza no Nernstiana de 

nuestro sistema parece claro que la forma oxidada del 3,4-DHsalophen muestra un 

equilibrio de asociación con el CT-ADN que, al menos cualitativamente, parece estar más 

favorecido que el par redox reducido. 

Por otra parte, las corrientes de pico disminuyen al aumentar la concentración de 

CT-ADN (Tabla 14). Esta disminución de las corrientes de pico al aumentar la 

concentración de CT-ADN en las disoluciones, puede ser interpretada en base a una 

3,4-DHsalophenox 3,4-DHsalophenred
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disminución del coeficiente de difusión aparente del 3,4-DHsalophen cuando la molécula 

está unida al CT-ADN (Carter y cols, 1989). En presencia de un gran exceso de 

concentración de CT-ADN (R≥47), la disminución en las corrientes de pico permanece 

constante, y es aproximadamente del 15%. Desde el punto de vista analítico, la conclusión  

que se deriva de estos estudios es que la unión entre el CT-ADN y 3,4-DHsalophen supone 

una disminución en la electroactividad de la molécula. Sin embargo, se mantiene lo 

suficientemente electroactiva como para poder ser utilizada como indicador redox de 

eventos de hibridación que es el objetivo que se persigue en este trabajo. 

 

2.2. Respuesta electroquímica del 3,4-DHsalophen en electrodos 
modificados con CT-ADN 

Una vez estudiada la interacción en disolución, se estudió la interacción del           

3,4-DHsalophen con CT-ADN inmovilizado sobre la superficie de un electrodo de oro. 

Como se ha indicado en la Introducción de la Memoria, el fundamento en el desarrollo de 

biosensores electroquímicos de ADN utilizando indicadores electroactivos reside en que la 

respuesta del indicador redox sea diferente cuando se une a la cadena sencilla o a la 

cadena doble de ADN. En una situación ideal sólo se obtiene respuesta, en forma de pico 

de intensidad de corriente, cuando el indicador interacciona con la doble hélice de ADN 

formada tras su hibridación. En base a estas premisas, se utilizó la técnica 

voltamperometría diferencial de impulsos para obtener una respuesta más sensible del 

proceso de interacción.  

El método de inmovilización utilizado fue el de adsorción directa, ya que es el más 

sencillo y rápido, para un ADN sin derivatizar como es el CT-ADN. La inmovilización de CT-

ADN de cadena doble (dsCT-ADN), así como de cadena sencilla (ssCT-ADN), se llevó a cabo 

según el procedimiento utilizado por Zhao y cols., con algunas modificaciones, como se 

describe en materiales y métodos (Zhao y cols, 1997). Para llevar a cabo la adsorción 

directa, una alícuota de 10 μl de una disolución 1.0 mg ml-1 de la forma correspondiente 

de CT-ADN se depositó con cuidado sobre la superficie pulida y activada de un electrodo 

de oro y se dejó secar a temperatura ambiente. Para eliminar el material no adsorbido, los 
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electrodos modificados se sumergieron en agua destilada y autoclavada durante treinta 

minutos.  

Para comprobar que la superficie estaba modificada con el material biológico, se 

realizó un ensayo voltamperométrico con un electrodo modificado con dsCT-ADN en una 

disolución de 10.0 mM de ferricianuro potásico en 0.1 M de tampón fosfato (pH 7.0), 

utilizado como sonda electroactiva. El ferricianuro potásico tiene carga negativa por lo que 

debido al efecto de repulsión de cargas no se unirá al esqueleto fosfato-desoxirribosa 

cargado, también, negativamente. Por lo tanto, si el ADN está inmovilizado sobre el 

electrodo de oro existirá una pérdida de señal del voltamperograma resultante al 

compararlo con el voltamperograma obtenido para el ferricianuro potásico en un 

electrodo de oro limpio.  
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Figura 54: Voltamperogramas cíclicos de un electrodo de oro limpio (▬) y 

modificado con dsCT-ADN (▬) en una disolución 10.0 mM de ferricianuro potásico 

en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.0). Velocidad de barrido 100 mV  s-1. 
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La Figura 54 muestra los ciclovoltamperogramas de ferricinauro potásico en 

electrodos de oro antes y después de ser modificados con ADN de cadena doble. En el 

electrodo limpio se obtuvo la respuesta redox típica del sistema ferro/ferri, con un 

potencial formal de +0.203 V y una separación entre potenciales de pico de 0.140 V. Sin 

embargo, cuando los electrodos de oro están modificados con CT-ADN de cadena doble, la 

respuesta ciclovoltamperométrica se vuelve más irreversible (∆Ep= 0.332 V) y además, se 

observa una severa disminución de la intensidad de corriente catódica y anódica. Estos 

resultados son producto de la repulsión electrostática entre el ADN de cadena doble con 

el ferricianuro potásico, como se había anticipado para este tipo de interacción. 

Una vez que se comprobó que la superficie del electrodo se encontraba recubierta 

con ADN, los electrodos modificados se incubaron a circuito abierto en una disolución     

50 µM de 3,4-DHsalophen en KNO3 5.0 mM, durante cuatro horas. Pasado ese tiempo, los 

electrodos se aclararon con agua destilada y autoclavada; y se transfirieron a la celda 

electroquímica que contenía como electrolito soporte una disolución de KNO3 5.0 mM, sin 

3,4-DHsalophen. Se recogió el primer voltamperograma diferencial de impulsos barriendo 

el potencial desde -0.05 V hasta +0.55 V. En la Figura 55 se observa la señal obtenida 

mediante voltamprometría diferencial de impulsos de un electrodo de oro modificado con 

dsCT-ADN o ssCT-ADN en electrolito soporte, después de haber acumulado el mediador 

redox, a circuito abierto, en los electrodos modificados con los ácidos nucléicos. La 

respuesta electroquímica de los electrodos modificados con dsCT-ADN es 

significativamente mayor que la obtenida en el caso de los electrodos modificados con 

ssCT-ADN. La relación entre las corrientes de pico (δidsCT-ADN/δissCT-ADN) medida con los 

voltamperogramas diferenciales de impulsos de electrodos modificados con 

recubrimientos superficiales de CT-ADN similares, es de 5, evidenciando así una mayor 

respuesta de la señal para los electrodos modificados con el CT-ADN de cadena doble. 

Este valor es suficientemente grande como para considerar al 3,4-DHsalophen como un 

indicador redox para la detección de eventos de hibridación, en biosensores basados en 

secuencias de ADN. 
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Figura 55: Voltamperogramas diferenciales de impulsos de 3,4-DHsalophen 

acumulado a circuito abierto en un electrodo de oro modificado con dsCT-ADN 

(▬) o ssCT-ADN (▬). Medidas realizadas en KNO3 5.0 mM. Velocidad de barrido 

10 mV s-1, amplitud de pulso 50 mV y periodo de pulso 200 ms. 

 

Se puede concluir que mediante la técnica de voltamperometría diferencial de 

impulsos se puede distinguir la interacción del 3,4-DHsalophen con ADN de cadena simple 

del de cadena doble, por la diferencia en la magnitud de la respuesta electroquímica. Por 

tanto, se procederá a estudiar la respuesta electroquímica con secuencias cortas de 

oligonucleótidos con el objetivo de desarrollar un biosensor de ADN utilizando como 

indicador electroquímico el compuesto 3,4-DHsalophen. 
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DISEÑO DE UN GENOSENSOR PARA LA DETECCIÓN DE UNA SECUENCIA DE 

Helicobacter pylori 

La detección de secuencias específicas de ADN usando métodos electroquímicos 

puede permitir una rápida y no costosa detección e identificación de la presencia de 

microorganismos patógenos en sangre o en otros fluidos biológicos, lo que constituye un 

gran avance para la detección precoz de las infecciones provocadas por esos patógenos. 

Helicobacter pylori es una bacteria causante de enfermedades digestivas tales como 

gastritis, úlceras pépticas y posiblemente dos tipos de cáncer de estómago (Blaser, 1990). 

Por lo anterior es considerado el principal agente etiológico para la mayoría de los 

desordenes gástricos y fue declarado en 1994, por la Organización Mundial de la Salud, 

como agente carcinogénico de tipo I para el hombre (OMS, 1994). Los métodos 

convencionales de detección de esta infección como, por ejemplo, la biopsia gástrica, 

métodos ELISA y cultivos bacterianos, requieren un tiempo de análisis largo. Dado que 

este tipo de enfermedades afectan a un elevado porcentaje de la población mundial, el 

desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico específicos, sensibles y rápidos es de gran 

interés sanitario. Además, aunque la bacteria puede ser erradicada con el tratamiento 

común de ciertos antibióticos, cada vez son más frecuentes los casos de pacientes en los 

que el tratamiento no es efectivo a causa de cepas bacterianas con resistencia adquirida a 

los antibióticos. Por tanto, es necesario el desarrollo de métodos rápidos y sencillos que 

detecten estas resistencias. En concreto, para el antibiótico claritromicina, más del 90 % 

de las resistencias observadas en H. pylori, son debidas a distintas mutaciones, por 

transición o transversión, de una base adenina en una secuencia localizada de un gen de la 

bacteria (Megraud, 2004). Por tanto, es de gran importancia la detección de la presencia 

de polimorfismos de un solo nucleótido en la estirpe mutada respecto a la estirpe 

silvestre. En general, las técnicas más usadas para la detección de las mutaciones 

asociadas a las resistencias a estos antibióticos son la PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa), RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción) o la 

secuenciación del ADN (Lage y cols, 1996; Lage y cols, 1995). Sin embargo, estas 
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metodologías son largas y complejas, y necesitan el marcaje de los analitos. Para superar 

estos inconvenientes, algunos autores han desarrollado con éxito biosensores de ADN que 

permitan la detección de mutaciones de una sola base (Lapierre y cols, 2003; Steichen y 

cols, 2007). 

Los resultados descritos y discutidos en el Capítulo anterior sobre la interacción de 

3,4-DHsalophen con ADN han permitido abordar el desarrollo de un biosensor de ADN con 

transducción electroquímica. El indicador redox escogido fue el compuesto                      

3,4-DHsalophen ya que reunía las mejores propiedades para el objetivo deseado, tal como 

se ha discutido en el Capítulo anterior. 

Figura 56: Representación esquemática del procedimiento analítico para el 

seguimiento del evento de hibridación sobre electrodos de oro. 
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1. Etapas en el desarrollo del biosensor 

En general, la construcción de un biosensor electroquímico de ADN implica los 

siguientes etapas: 

• inmovilización de la sonda modificada de forma adecuada 

• hibridación con la secuencia complementaria o hebra diana (analito) 

• detección electroquímica del evento de hibridación 

En la Figura 56 se muestran las etapas necesarias para desarrollar el biosensor 

propuesto, que serán descritas con detalle a continuación. 

 

1.1.  Inmovilización de la sonda 

Uno de los aspectos primordiales en el diseño y construcción de genosensores o 

biosensores de ADN es la inmovilización del elemento biológico sobre el material base, ya 

que del éxito de este primer paso, en parte, va a depender el resultado del proceso de 

hibridación con la secuencia complementaria y el consiguiente reconocimiento del mismo 

(Gooding, 2002). 

Entre las distintas metodologías descritas para la inmovilización de secuencias de 

oligonucleótidos sobre las superficies transductoras, se ha elegido la inmovilización por 

quimisorción de sondas derivatizadas con un grupo hexalquiltiol en el fosfato del   

extremo 5’. El uso de este tipo de sondas presenta varias ventajas. En primer lugar, 

respecto a su disponibilidad cabe destacar que estas sondas modificadas las suministran 

varias casas comerciales, si bien es posible la obtención de productos de PCR de muestras 

reales, ya modificadas. Por otra parte, esta unión, además de ser bastante fuerte, es 

experimentalmente fácil de llevar a cabo y permite la movilidad conformacional del 

oligonucleótido, lo que favorecerá la reacción de hibridación (Lucarelli y cols, 2004; Sun y 

cols, 1998). Por estas razones se decidió utilizar un método de inmovilización basado en el 

descrito por Herne y colaboradores (Herne y Tarlov, 1997; Steel y cols, 1998), y que se 

encuentra detallado en la sección de Materiales y Métodos. Según este protocolo la 
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inmovilización se realiza en dos pasos: primero se modifica la superficie de oro con la 

sonda tiolada (ssADN-SH) y a continuación, se inmoviliza un tiol de cadena corta, como el 

1-mercapto-6-hexanol (MCH). Usando este proceso se forman monocapas mixtas             

ssADN-SH/MCH. En el primer paso de la inmovilización, los oligonucleótidos tiolados 

interactúan con la superficie de oro a través del átomo de azufre del grupo tiol y a través 

de los nitrógenos de las bases nucleotídicas. En el segundo paso, al exponer esta 

superficie de oro modificada con la sonda tiolada al MCH, estas secuencias son orientadas 

verticalmente como resultado de la competencia entre el grupo tiolado del espaciador y 

las bases nucleotídicas para interactuar con la superficie de oro. La interacción S-Au es 

más fuerte que la de los grupos funcionales de las bases nucleotídicas con el oro, por lo 

tanto el MCH es el encargado de desplazar del electrodo las moléculas de sonda unidas 

débilmente o de forma inespecífica. Este ordenamiento de las secuencias hace que los 

oligonucleótidos anclados en la mayor parte de la superficie puedan ser accesibles para 

que se produzca una hibridación con la secuencia complementaria. Además, el uso de 

MCH bloquea las regiones no modificadas del electrodo del oro y minimiza la más que 

posible adsorción del indicador redox sobre la superficie de los electrodos, como se ha 

descrito en el Capítulo anterior. 

La sonda de ADN utilizada en el desarrollo del biosensor consistió en una secuencia 

sintética de 25 bases de la bacteria H. pylori derivatizada en el extremo 5’ con un 

hexaalquiltiol (Hp1-SH). La concentración de oligonucleotido sonda se eligió en función de 

los resultados obtenidos previamente en nuestro grupo de investigación, en el desarrollo 

de biosensores electroquímicos de ADN (del Pozo y cols, 2005a).  

Los electrodos limpios y activados se modificaron depositando 10 µl de una 

disolución 40 µM de la sonda sobre la superficie del electrodo, y se dejó una hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente, el electrodo modificado se sumergió durante 30 

minutos en agua destilada y autoclavaza, para eliminar el material no adsorbido. A 

continuación, los electrodos ya modificados con la sonda tiolada se sumergieron en una 

disolución 1.0 mM de MCH en agua durante una hora (Herne y Tarlov, 1997). Por último, 

el electrodo modificado con la monocapa mixta se sumergió durante 30 minutos en agua 
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destilada y autoclavada. 

Para comprobar la formación de la monocapa se realizó la desorción de los tioles de 

la superficie electródica. Para ello, se utilizaron tres electrodos modificados con HP1-SH, 

MCH y con la monocapa mixta, respectivamente. Se sumergieron en una disolución 0.5 M 

de KOH y se aplicó un único barrido cíclico de potencial entre -0.2 V y -1.3 V (Widrig y cols, 

1991). En la Figura 57 se muestran los voltamperogramas cíclicos de la desorción de tioles 

obtenidos para cada uno de los casos.  

Figura 57: Voltamperogramas cíclicos de la desorción de tioles de electrodos de oro 

modificados con una monocapa de Hp1-SH (▬), de MCH (▬) o de una monocapa 

mixta Hp1-SH/MCH (▬) en 0.5 M KOH. Velocidad de barrido 100 mV s-1. 

 

Cuando el electrodo está modificado con la sonda Hp1-SH se obtiene un pico de 

desorción muy ancho que puede adscribirse a la desorción de moléculas de sonda 

adsorbidas en muy diversas formas, como se muestra de forma esquemáticamente en la 

Figura 56. Cuando el electrodo se encuentra modificado con MCH, se obtiene un pico bien 

definido a -1.10 V, precedido de un pico que puede ser debido a la desorción de diversos 
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-1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4

-3

-2

-1

0

 

 

I 
/ 
µ
A

E / V



Resultados y discusión.Capítulo VII 

194 

electrodo se encuentra modificado con una monocapa mixta de Hp1-SH y MCH, aparecen 

dos picos de reducción a potenciales de -0.90 V y -1.00 V, indicando que existen dos 

poblaciones diferenciadas de tioles con potenciales de reducción distintos.  

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la unión específica de 

oligonucleótidos a los electrodos de oro a través de grupos de tioles es un método eficaz y 

reproducible de inmovilización. Sin embargo, la presencia de MCH en la superficie del 

electrodo no nos permite utilizar la desorción de tioles como método de cuantificación de 

los oligonucleótidos inmovilizados. Por este motivo, el recubrimiento de la superficie de 

los electrodos modificados con oligonucleótidos tiolados se calculó siguiendo el método 

cronoculombimétrico descrito por Tarlov y colaboradores (Steel y cols, 1998), 

obteniéndose un valor medio de (5.3±0.2)x10-12 mol de oligonucleótido cm-2. 

 

1.2. Hibridación con la hebra diana 

La hibridación consiste en la autoasociación de hebras polinucleotídicas 

complementarias que no procedan del mismo dúplex. La reacción de hibridación supone 

el fundamento químico de la mayoría de los ensayos de ácidos nucleicos y presenta dos 

características que le confieren ventajas para su aplicación analítica: especificidad (unión 

específica entre bases) y reversibilidad (hibridación-desnaturalización). Además de la 

composición de bases de las cadenas, existe una serie de parámetros que afectan a la 

posibilidad de hibridación de dos hebras simples y que, por tanto, condicionan 

experimentalmente la realización de un ensayo de hibridación. Estos factores están 

esencialmente relacionados con la concentración de la hebra diana, la temperatura y 

tiempo de hibridación y las características del medio de reacción. Las condiciones de 

hibridación se han optimizado en trabajos anteriores del grupo de investigación y por ello 

se eligieron los protocolos utilizados en dichos trabajos (del Pozo y cols, 2005a).  

De acuerdo con estos estudios previos, las condiciones experimentales fueron las 

siguientes. Los electrodos de oro modificados con la sonda tiolada y MCH, se incubaron 

durante una hora a 40 oC con 20 µl de una disolución de secuencia complementaria no 
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tiolada preparada en tampón de hibridación fosfato 10 mM / NaCl 0.4 M pH 7.0. 

Posteriormente, los electrodos se lavaron con agua destilada y autoclavada para eliminar 

posibles restos de oligonucleótidos unidos inespecíficamente. Los electrodos obtenidos 

después del evento de hibridación se usaron inmediatamente, para llevar a cabo el 

protocolo de detección. 

 

1.3. Detección del evento de hibridación. Acumulación del indicador a 
circuito abierto  

La detección electroquímica del dúplex formado en la reacción de hibridación se 

llevó a cabo mediante el uso de 3,4-DHsalophen como indicador redox. Tras la hibridación, 

los electrodos obtenidos se sumergieron en una disolución 50 µM de 3,4-DHsalophen en 

KNO3 5.0 mM, y se acumuló a circuito abierto durante cuatro horas. Tras un lavado en 

agua ultrapura, los electrodos se introdujeron en una disolución de KNO3 5.0 mM y se 

realizó un barrido de potencial hasta +0.65 V, obteniéndose de este modo la señal 

analítica. Para obtener la señal correspondiente al blanco, se siguió el mismo 

procedimiento pero sin llevar a cabo la etapa de hibridación con la hebra diana. Además, 

se llevó a cabo un experimento control siguiendo el mismo procedimiento salvo que la 

hebra diana fue una secuencia que no presenta ningún grado de complementariedad con 

la sonda Hp1-SH (Hp2NC). 

En la Figura 58 se muestran los voltamperogramas diferenciales de impulsos 

obtenidos para un electrodo modificado sólo con la sonda Hp1-SH, un electrodo 

modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM de analito (Hp2C) y un electrodo 

modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM de Hp2NC. De manera similar a lo 

observado previamente para electrodos modificados con CT-ADN, se observa que la 

hibridación aumenta la intensidad de corriente de pico medida a +0.35 V, respecto al 

blanco y al experimento control cuando se incuba el electrodo con una secuencia no 

complementaria. La corriente de pico observada puede asociarse con el grupo funcional 

hidroquinona/quinona de la molécula de 3,4-DHsalophen unida a la doble hélice, la cual 

aumenta su acumulación sobre el electrodo debido a su asociación preferente al ADN de 
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doble cadena, es decir, cuando la sonda de H. pylori (Hp1-SH) hibrida con su secuencia 

complementaria (Hp2C) presente en la disolución problema. Este resultado sugiere que el 

reconocimiento de una secuencia complementaria mediante hibridación con una 

secuencia sonda inmovilizada en la superficie de un electrodo puede ser detectada si se 

utiliza el 3,4-DHsalophen como indicador electroquímico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58: Voltamperogramas diferenciales de impulsos de 3,4-DHsalophen 

acumulado a circuito abierto en un electrodo modificado con la sonda Hp1-SH 

(▬), un electrodo modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM de Hp2C (▬) y 

un electrodo modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM de Hp2NC 

(▬).Medidas realizadas en 5.0 mM KNO3. Velocidad de barrido 10 mV s-1, 

amplitud de pulso 50 mV y período de pulso 200 ms. 
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Una variable a optimizar es el estudio del tiempo óptimo de acumulación del           

3,4-DHsalophen para obtener las mejores señales analíticas. En la Figura 59 se muestra el 

efecto del tiempo de acumulación a circuito abierto del 3,4-DHsalophen en un electrodo 

modificado, tal y como se ha descrito hasta el momento. Se observa cómo la intensidad 

del pico de la señal analítica, normalizada con el recubrimiento de sonda, incrementa su 

valor a medida que aumenta el tiempo de acumulación, hasta alcanzar un máximo para un 

tiempo de cuatro horas. Por tanto, se eligieron cuatro horas como el tiempo óptimo de 

acumulación del indicador redox. 

Figura 59: Efecto del tiempo de acumulación del 3,4-DHsalophen sobre la 

señal analítica normalizada con el recubrimiento de sonda. 

 

2. Propiedades analíticas del biosensor 

Con la finalidad de obtener las propiedades analíticas del biosensor, se estudió la 

variación de la respuesta por voltamperometría diferencial de impulsos a +0.35 V en 

función de la cantidad de analito (Hp2C) presente en la disolución en la que se lleva cabo la 

hibridación. El intervalo estudiado de concentración de analito fue 0.87-22.2 µM. La 

variación de los valores de las corrientes para una cantidad de Hp2C dada fue del 10%, 

para distintos electrodos. Este hecho se debe probablemente a pequeñas variaciones en el 

recubrimiento de la secuencia sonda sobre diferentes electrodos. Este efecto se corrigió 
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mediante la representación de (i-i0)/i0 frente a la cantidad de secuencia analito depositada 

sobre el electrodo, donde i0 e i corresponden a la intensidad de corriente a +0.35 V, antes 

y después de la hibridación, respectivamente. La Figura 60B muestra la curva de 

calibración obtenida de este modo. La respuesta de la corriente normalizada medida a      

+0.35 V en cada uno de los voltamperogramas diferenciales de impulsos (Figura 60A) 

muestra un factor de correlación de 0.989 con la concentración de Hp2C hibridada, en el 

intervalo de 8.90-22.2 µM. El límite de detección se determinó como la señal 

correspondiente al electrodo modificado con Hp1-SH (n=4) más 3 veces la desviación 

estándar, obteniéndose un valor de 8.31 µM de Hp2C.  

Figura 60: (A) Voltamperogramas diferenciales de impulsos de 3,4-DHsalophen acumulado a 

circuito abierto en un electrodo modificado con Hp1-SH después de la hibridación con 

distintas cantidades de Hp2C: 8.90 µM (▬); 12.7 µM (▬); 17.0 µM (▬); 21.2 µM (▬);         

22.2 µM (▬). (B) Curva de calibración para la secuencia de analito, Hp2C, donde IR=(i-i0)/ i0. 
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3. Detección de una secuencia con una base desapareada usando            

3,4-DHsalophen como indicador electroquímico 

Una vez evaluadas las características analíticas del genosensor, se procedió a 

estudiar la selectividad del mismo frente a hebras diana cuyas secuencias de bases no 

fueran totalmente complementarias a la secuencia de la sonda inmovilizada en el 

electrodo. Los electrodos modificados con la sonda tiolada Hp1-SH y MCH, se pusieron en 

contacto con una disolución de hibridación que contenía una secuencia diana con una 

única base no complementaria en mitad de la cadena (Hp2MS) a la secuencia sonda. La 

doble hélice distorsionada obtenida tras esta hibridación debe interaccionar de distinto 

modo con el 3,4-DHsalophen y, como resultado, la respuesta electroquímica del biosensor 

debe ser distinta que cuando el electrodo está modificado sólo con la sonda Hp1-SH o 

cuando ésta se hibrida con la secuencia complementaria Hp2C. En la Figura 61 se muestran 

los voltamperogramas diferenciales de impulsos de un electrodo de oro modificado con la 

sonda Hp1-SH y MCH e hibridado con una secuencia con un desapareamiento en una base 

en mitad de la cadena, utilizando el 3,4-DHsalophen como indicador electroquímico. 

Como puede observarse existe un decaimiento importante del valor de intensidad de pico, 

si se compara con la señal obtenida cuando el mismo electrodo se hibrida con la secuencia 

complementaria Hp2C. Sin embargo, la señal es el doble que la obtenida cuando el 

electrodo no se somete a ningún tipo de hibridación, y tan solo un 10 % mayor que en el 

caso de que la hibridación se lleve a cabo con la secuencia no complementaria Hp2NC. La 

disminución observada puede deberse bien a la disminución en la interacción del           

3,4-DHsalophen y la doble hélice de ADN que está distorsionada, o bien al aumento del 

impedimento de transferencia de carga del 3,4-DHsalophen unido a la doble hélice con la 

mutación.  

 

 

 

 



Resultados y discusión.Capítulo VII 

200 

Figura 61: Voltamperogramas diferenciales de impulsos de 3,4-DHsalophen 

acumulado a circuito abierto en un electrodo modificado con la sonda Hp1-SH 

(▬), un electrodo modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM de Hp2C (▬) y 

un electrodo modificado con la sonda e incubado con 22.2 µM Hp2MS (▬). 

Medidas realizadas en 5.0 mM KNO3. Velocidad de barrido 10 mV s-1, amplitud de 

pulso 50 mV y período de pulso 200 ms. 

 

En vista de los resultados obtenidos se puede considerar que se ha desarrollado un 

biosensor eficaz para la detección electroquímica de una secuencia específica de ADN de 

H. pylori usando como indicador redox uno de los ligandos derivados del DHsalophen 

estudiados en este trabajo. Además, el ligando 3,4-DHsalophen es un indicador 

electroquímico que permite detectar no sólo el evento de hibridación, sino también una 

única mutación en mitad de una secuencia sin necesidad de usar supresores de 

hibridación, como la formamida (de la Escosura-Muniz y cols, 2007).  

Finalmente, es importante señalar que aunque en la bibliografía hay descritos varios 

biosensores de H. pylori con detección óptica (generación de onda evanescente) capaces 

de detectar mutaciones puntuales (Momynaliev y cols, 2003; Pilevar y cols, 1998), son 

escasos los biosensores descritos con detección electroquímica. Lapierre y colaboradores 

han descrito la detección electrocatalítica con [Ru(NH3)6]3+ y [Fe(CN)6]3- de la secuencia de 

H. pylori, así como la detección de una mutación de una sola base, alcanzando un límite de 
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detección de 10 nM (Lapierre y cols, 2003). Por otra parte, Steichen ha desarrollado un 

método electroquímico de detección de hibridación usando como sonda PNA (ácido 

nucleico peptídico) y basándose en la señal directamente obtenida del [Ru(NH3)6]3+ 

adsorbido al ADN. En este caso también se detecta la mutación de una base y su límite de 

detección es 80 pM (Steichen y cols, 2007). En ambos casos, la molécula que interacciona 

con las secuencias de oligonucleótidos ([Ru(NH3)6]3+) lo hace a través de fuerzas 

electrostáticas. Como es sabido, este modo de interacción es el menos específico y esto se 

ve reflejado en que la diferencia de las señales entre experimentos con hibridación total y 

experimentos sin evento de hibridación es pequeña. Si se comparan con estos 

biosensores, el dispositivo desarrollado en este trabajo presenta la ventaja de que la 

detección se lleva a cabo mediante el uso de un indicador redox sin necesidad de 

amplificar la señal electroquímica con un proceso electrocatalítico. Además, la interacción 

a través de los surcos, que es el modo principal de interacción del 3,4-DHsalophen, 

proporciona una mayor especificidad al método.  

Por último, es importante resaltar que el diseño del biosensor propuesto en este 

trabajo permitiría el uso de muestras reales amplificadas mediante PCR, debido a la 

posibilidad de obtenerlas directamente tioladas y en concentración suficiente para realizar 

los ensayos pertinentes. Por tanto, la aplicación de estos dispositivos está encaminada a 

servir como técnica de apoyo a los métodos tradicionales de secuenciación, siendo útil 

como método de cribado cuando el número de muestras a analizar es numeroso. En este 

sentido, los próximos trabajos estarán enfocados a la detección de polimorfismos de un 

solo nucleótido en diferentes posiciones de la secuencia de muestras reales amplificadas 

por PCR. 
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A lo largo de la Memoria se han ido exponiendo las conclusiones más relevantes 

obtenidas en las investigaciones realizadas en este trabajo, quedando patente la 

versatilidad que presentan los ligandos sintetizados. A continuación, se recopilan las más 

importantes. 

• Se han sintetizado tres ligandos tetradentados de base de Schiff (dos de ellos por 

primera vez) por combinación de la o-fenilendiamina y distintos isómeros del 

dihidroxibenzaldehído en ausencia de disolventes. 

• Los compuestos sintetizados se han caracterizado mediante diferentes técnicas 

(FTIR, Análisis Elemental, UV-vis, RMN, voltamperometría cíclica). Los datos obtenidos 

confirman la estructura esperada para cada molécula. Los rendimientos obtenidos en 

la síntesis en ausencia de disolventes (aproximadamente del 90 %) fueron superiores 

a los obtenidos por los métodos tradicionales de síntesis en disolución. 

• Los isómeros 3,4-DHsalophen y 2,5-DHsalophen directamente adsorbidos sobre la 

superficie de electrodos de carbón vítreo dan lugar a películas estables y 

electroactivas cuyas propiedades redox dependen de la posición de los hidroxilos en 

el ligando. 

• Los electrodos modificados con películas derivadas del 3,4-DHsalophen presentan 

una potente y persistente capacidad para inducir la electrooxidación catalítica de 

NADH e hidracina. 

• La propiedad catalítica para la electrooxidación de hidracina sobre electrodos de 

carbón vítreo modificados con 3,4-DHsalophen se ha utilizado para el diseño de 

sensores de hidracina. El sensor desarrollado permite realizar determinaciones de 

hidracina hasta concentraciones 0.4 mM, con un límite de detección de 1.6 µM. 

• Se ha preparado “in situ” el complejo metálico [Ni-2,5-DHsalophen]2+. Este complejo 

se ha electrodepositado con éxito sobre la superficie de electrodos de carbón vítreo 

en medio básico, obteniéndose electrodos modificados capaces de catalizar la 

electrooxidación de distintos alcoholes alifáticos de cadena corta.  



Conclusiones 

206 

• Se ha desarrollado un sensor que permite realizar determinaciones de metanol, 

etanol, 1-propanol y 1-butanol en tiempos no superiores a 40 segundos, con límites 

de detección inferiores a 30 nM. 

• Se ha establecido que los ligandos de base de Schiff (2,5-DHsalophen y                    

3,4-DHsalophen) interaccionan con el ADN, siendo el modo principal de interacción a 

través de los surcos de la hélice de ADN. 

• El cálculo de la constante intrínseca de unión ha permitido establecer que el 

compuesto 3,4-DHsalophen es el isómero que interacciona de manera más fuerte con 

el ADN de cadena doble. 

• En presencia de ADN de doble cadena, la electroactividad del 3,4-DHsalophen 

disminuye. Sin embargo, se mantiene lo suficientemente activo como para utilizarlo 

como indicador redox de eventos de hibridación. 

• Se ha desarrollado un biosensor electroquímico para la detección de una secuencia 

específica de una bacteria patógena, como es Helicobacter pylori, utilizando como 

indicador redox el 3,4-DHsalophen. El límite de detección del biosensor fue 8.31 µM.  

• La eficiencia del proceso de marcaje con el mediador redox es tal que permite la 

discriminación de hebras de ADN que presentan un único desapareamiento, en 

ausencia de supresores de hibridación. 
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