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Desarrollo de electrodos modificados con nanotubos de carbono multicapa (MWCNTS) para la determinacion de polifenoles

Resumen

El contenido de polifenoles totales puede ser estimado de forma selectiva empleando técnicas
electro analiticas como es el caso de la voltamperometria ciclica donde se elige de forma apropiada
potenciales de oxidacion (0.400, 0.600 y 0.800 V), para su deteccion con una mayor estabilidad y
selectividad. En la presente investigacion se desarrollé6 una metodologia analitica utilizando un
electrodo modificado con nanotubos de carbono multicapa. Para ello, se evaluo inicialmente el
procedimiento de elaboracion de dispersiones de MWCNTS, empleando polietilenimina como
agente dispersante, y su uso para la modificacion de electrodos de carbono vitreo. Las condiciones
de elaboracion fueron: 0.50 mg-mL-1 de concentracion del nanomaterial, 0.25% (m/m) de PEI,
2000 J de energia de dispersion en PEI, centrifugacion (2500 rpm; 20 min) y finalmente, redisperso
en agua aplicando 2000 J de energia. Estos electrodos presentan menores potenciales de oxidacion,
mayor intensidad de pico y menores relaciones 1/C, que los electrodos no modificados. Dadas las
ventajas mostradas, se desarroll6 un electrodo optimizado [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)], con el fin
de detectar polifenoles totales, obteniendo mejoras en la estabilidad, reproducibilidad, mayor
sensibilidad y posibilidad de deteccidn selectiva de estos compuestos. Generando una alternativa
de analisis a los estudios espectrofotométricos.

Palabras Clave: Electrodos; Nanotubos de carbono (MWCNTS); Polifenoles; VVoltamperometria.

Abstract

El contenido de polifenoles totales puede ser estimado de forma selectiva empleando técnicas
electroanaliticas como es el caso de la voltamperometria ciclica donde se elige de forma apropiada
potenciales de oxidacion (0.400, 0.600 y 0.800 V), para su deteccidon con una mayor estabilidad y
selectividad. En la presente investigacion se desarroll6 una metodologia analitica utilizando un
electrodo modificado con nanotubos de carbono multicapa. Para ello, se evalud inicialmente el
procedimiento de elaboracion de dispersiones de MWCNTSs, empleando polietilenimina como
agente dispersante, y su uso para la modificacion de electrodos de carbono vitreo. Las condiciones
de elaboracion fueron: 0.50 mg-mL-1 de concentracion del nanomaterial, 0.25% (m/m) de PEI,
2000 J de energia de dispersion en PEI, centrifugacion (2500 rpm; 20 min) y finalmente, redisperso
en agua aplicando 2000 J de energia. Estos electrodos presentan menores potenciales de oxidacion,
mayor intensidad de pico y menores relaciones I/C, que los electrodos no modificados. Dadas las
ventajas mostradas, se desarroll6 un electrodo optimizado [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)], con el fin
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de detectar polifenoles totales, obteniendo mejoras en la estabilidad, reproducibilidad, mayor
sensibilidad y posibilidad de deteccion selectiva de estos compuestos. Generando una alternativa
de analisis a los estudios espectrofotométricos.

Keywords: Electrodes; Carbon nanotubes (MWCNTS); Polyphenols; Voltammetry.

Resumo

O teor de polifendis totais pode ser estimado seletivamente utilizando técnicas eletroanaliticas
como a Vvoltametria ciclica onde os potenciais de oxidacdo (0,400, 0,600 e 0,800 V) sdo
adequadamente selecionados para sua detec¢cdo com maior estabilidade e seletividade. Na presente
investigacdo foi desenvolvida uma metodologia analitica utilizando um eletrodo modificado com
nanotubos de carbono multicamadas. Para tanto, foi inicialmente avaliado o procedimento de
confeccdo de dispersdes de MWCNTS, utilizando polietilenoimina como agente dispersante, e sua
utilizacdo para modificacdo de eletrodos de carbono vitreo. As condi¢cdes de fabricacdo foram:
concentracdo de 0,50 mg-mL-1 do nanomaterial, 0,25% (m/m) de PEI, 2.000 J de energia de
dispersdo em PEI, centrifugacdo (2.500 rpm; 20 min) e por fim, redisperso em agua. 2.000 J de
energia. Esses eletrodos tém potenciais de oxidagdo mais baixos, intensidade de pico mais alta e
relacdes I/C mais baixas do que eletrodos ndo modificados. Dadas as vantagens apresentadas, foi
desenvolvido um eletrodo otimizado [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)], com o objetivo de detectar
polifendis totais, obtendo melhorias na estabilidade, reprodutibilidade, maior sensibilidade e
possibilidade de deteccdo seletiva destes compostos. Gerando uma alternativa de analise aos
estudos espectrofotométricos.

Palavras-chave: Eletrodos; Nanotubos de carbono (MWCNTS); Polifendis; Voltametria.

Introduccion

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por grupos funcionales hidroxilo
(Hernandez, & Prieto; 1999), siendo los flavonoides el grupo mejor definido entre los polifenoles
de la dieta humana.

Los polifenoles, especialmente aquellos que se encuentran naturalmente en los alimentos, son
sustancias de creciente interés como resultado de sus propiedades biol6gicas como las actividades

anti-oxidantes, anti-tromboticas, anti-bacterianas, anti-alérgicas y anti-inflamatorias (Hurtado-
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Ferndndez et al.; 2010). Como consecuencia de sus efectos benéficos en la salud humana
(Cifuentes; 2006) y (Kris-Etherton et al., 2002), se recomienda la inclusion de alimentos ricos en
polifenoles en habitos alimenticios, como nuevos suplementos dietéticos y alimentos funcionales.
El aporte principal a la dieta de este tipo de compuestos es realizado por aquellos alimentos de
origen vegetal, dado a su alto contenido polifendlico. Entre ellos, el vino es uno de los mas
representativos por la riqueza y variedad de sus componentes. Los compuestos fenolicos del vino
incluyen a los acidos fendlicos, por ejemplo: cumarico, cindmico, cafeico, galico y fertlico; ademas
de flavonoides (catequina, quercitina entre otros), los cuales son sintetizados por una via
metabdlica comun a partir de la fenilalanina (Soleas et al., 1997). Por ello, resulta de elevado interés
el desarrollo de metodologias de andlisis que permitan cuantificar el contenido total de polifenoles
en los alimentos (Jackson; 2008).

Las técnicas electroanaliticas resultan adecuadas para el analisis de polifenoles, ya que muchos de
estos compuestos pueden ser oxidados electroquimicamente a potenciales moderados. Este
comportamiento electroquimico puede estar relacionado con las propiedades antioxidantes y su
capacidad para donar electrones. Estas caracteristicas permiten una deteccion electroquimica de
polifenoles con cierta selectividad y buena sensibilidad, incluso en muestras complejas como el
vino. El uso de estas técnicas presenta algunas ventajas frente a las metodologias
espectrofotométricas de analisis de polifenoles, como es la independencia de la sefial frente a la
longitud de paso 6ptico o la turbidez de la muestra (Blasco et al., 2007). Estas ventajas han llevado
a la consideracién de técnicas electroanaliticas como alternativas atractivas para el analisis de
polifenoles.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es el desarrollo de un electrodo modificado con

nanotubos de carbono multicapa (MWCNTS) para la determinacion de polifenoles.

Metodologia

Reactivos y muestras

Los acidos: gélico, ferulico, cafeico y p-cumarico, y la catequina se adquirieron de Sigma- Aldrich
(Madrid, Espafa). Las disoluciones madre de polifenoles se prepararon disolviendo una cantidad
apropiada del compuesto en metanol (grado ambiental, Alfa Aesar, Barcelona, Espafia). Todas las
disoluciones madre se mantuvieron alejadas de la luz y se almacenaron bajo refrigeracion. Se

prepararon disoluciones diluidas diariamente a partir de estas disoluciones madre. La
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polietilenimina (PEI, Cat. No. P3143) se adquiri6 de Sigma (Madrid, Espafia) y se disolvio en
etanol: agua, Scharlau (Sentmenat, Espafia). La disolucion reguladora (Tampon Acético/Acetato
0.10 M pH 4.5 conteniendo NaCl 100 mM) se prepar6é tomando un volumen apropiado de acido
acético glacial (densidad = 1.05 gxcm-1; 99.8% pureza; Scharlau, Sentmenat-Espafia), afiadiendo
la masa correspondiente de NaCl, Panreac (Barcelona, Espafia), posteriormente ajustando el pH
4.5 deseado con NaOH (Rodano, Italia) 1.0 My llevandolo a un volumen final con agua ultrapura.
Todos los demas productos quimicos fueron de grado analitico-reactivo. Se utiliz6 agua ultrapura
(r> 18 MQ cm) de un sistema Elga Purelab Opcion Q (ELGA LabWater, UK) para preparar todas
las disoluciones.

Los nanotubos de carbono multicapa en polvo (MWCNTSs, 30£15 nm de diametro, 5-20 um de
longitud, pureza >95% (m/m), tipo "tubo hueco", preparado por deposicion quimica en fase vapor,
con un contenido nominal de 1% (m/m) de Fe y 0.1% (m/m) de S, Lote. PD30L520-60805) se
obtuvieron de NanoLab (MA, EE. UU.).

Instrumentacion

Las iméagenes de la superficie del electrodo se tomaron empleando un microscopio digital (Modelo
RK-10, Dino-lite, Taiwan) controlado por un software DINOCAPTURE 2.0.

Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo utilizando un espectrofotometro de doble
haz (Jasco V-630, Japon), controlado por el software SPECTRA MANAGER 2.08.04.

Los tratamientos de ultrasonidos para la preparacion de las dispersiones se realizaron empleando
una sonda de ultrasonido Sonics Vibra Cell (modelo VCX130; Sonics & Materials, Inc., Newtown,
CT, EE. UU).

Procedimiento de medida

Analisis electroquimicos

Los experimentos de voltamperometria ciclica se llevaron a cabo utilizando una celda
electroquimica con tres electrodos. Se emplearon diferentes electrodos de trabajo (GCE y GCE
modificado), un electrodo Ag/AgCI/NaCl 3M (BAS MF-2063) como electrodo de referencia y un
alambre de platino (1 mm de diametro) como electrodo auxiliar. Los electrodos de GCE se pulieron
con alimina de 0.3 y 0.05 um (Buehler, Espafia) sobre una alfombra de pulido N° 407212 (Buehler,

EE. UU.) y se sometieron a limpieza ultrasénica en agua durante 1 minuto antes de su uso. Mientras
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que, los GCE modificados se obtuvieron depositando el volumen apropiado de la dispersion de
MWCNTSs sobre la superficie GCE limpia y dejandola secar durante 24 horas a temperatura
ambiente. Ademas, los GCE modificados se sometieron a 10 ciclos entre -0.20 y +1.10 V a
0.050V-s-1 en el electrolito soporte antes de cada experimento (Blasco et al., 2007).

Andlisis espectrofotométricos

Para realizar las medidas espectrofotométricas de las dispersiones de MWCNTS preparadas, estas
se diluyeron previamente en agua (dilucion 1:100). Las medidas se llevaron a cabo en cubetas de
cuarzo (0.2 cm de paso Optico) y finalmente se registraron los espectros a longitud de onda
comprendida entre 200 y 600 nm. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
entre 20-25 °C.

Resultados y discusién
Optimizacion de dispersiones de nanotubos de carbono para modificacion de electrodo de
carbon vitreo (GCE).

e Eleccion de polimero de dispersion
En este trabajo se procedid a la modificacion de GCE con una pelicula de nanotubo de carbono
(MWCNTSs), dado que este tipo de modificaciones permite la deteccion electroguimica de
polifenoles con mayor estabilidad y selectividad. Para estas modificaciones es necesario partir de
una dispersiéon estable de nanotubos de carbono, la cual se deposit6 sobre la superficie del electrodo
GCE, buscando obtener un recubrimiento completo y homogéneo en la superficie base. Es por ello
y basandose en estudios previos del grupo de investigacion (Singleton et al.,1974), se iniciaron los
estudios a partir de dispersiones de MWCNTs en disoluciones del polimero catidnico
polietilenimina (PEI).

e Estudio de condiciones de dispersién y modificacion de superficie de electrodo.
Los primeros estudios se realizaron para obtener una dispersion de MWCNTSs adecuada para la
modificacion de las superficies de GCE. Para ello se parte de unas condiciones de preparacién de
dispersiones basadas en estudios previos realizadas por el grupo de investigacion de Sanchez et al.,
(2013).
Todas las dispersiones preparadas se caracterizaron mediante medidas espectrofotométricas,

voltamperométricas, asi como obteniendo imagenes de superficie de los electrodos GCE y GCE
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modificado, empleando un microscopio digital. Se buscaron dispersiones estables en el tiempo,
recubrimientos de electrodos completos y homogeéneos con mejoras en las respuestas
electroquimicas de polifenoles (acido galico) respecto al electrodo base (GCE). Se tomo el acido
galico como polifenol de referencia ya que el contenido de polifenoles se expresa generalmente
referido a este polifenol Sanchez et al., (2012). Por otro lado, se evaluaron también la influencia
de la concentracion de MWCNTSs y PEI, asi como etapas en el procedimiento de dispersion tales
como: centrifugacion, re-dispersion y energia de ultrasonido.

En primera instancia, se prepararon dispersiones de MWCNTS con diferente concentracion (0.25,
0.50, 0.75 y 1.0 mg-mLt) en PEI (0.25% m/m, en etanol-agua 50:50). Para ello se pesaron la
cantidad correspondiente de MWCNTSs y se afiadieron 4.00 mL de PEI. A continuacion, se
sometieron a tratamiento de ultrasonido aplicando una energia de 2000 J. Se obtuvieron
dispersiones incompletas, observandose aglomeraciones de nanotubos que sedimentaron con el
transcurso de tiempo en todos los casos siendo este efecto mas acusado a concentraciones por
encima de 0.50 mg-mL™.

A continuacion, se registraron los correspondientes espectros UV-vis de las dispersiones diluidas.
Todos ellos mostraron un maximo de absorbancia a 273 nm, este perfil es similar a los expresados
por Wang et. al., (2008). En la figura 1, se muestra una representacién grafica de la absorbancia en
las dispersiones a la longitud de onda de su maximo de absorbancia frente a la concentracion de

nanotubos de carbono.
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Figura 1. Absorbancia vs. Concentracion dispersion de MWCNTSs en PEIl a 273 nm.
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Se observo linealidad de la absorbancia frente a la concentracion de MWCNTSs hasta una
concentracion de 0.50 mg-mL. Estos resultados tienen cierta correspondencia con el aspecto fisico
de las dispersiones, descrito anteriormente y podrian estar relacionados con la efectividad en la
dispersion del nanomaterial durante la preparacion de estas. Al aumentar la cantidad del
nanomaterial inicial, hay mayor dificultad para su dispersion completa, resultando una absorbancia
menor a la esperada.

A continuacion, se modificaron los GCE, con las dispersiones de MWCNTS preparadas. Para ello
se afiadieron 15 pL de las mismas sobre la superficie del electrodo y se dejé secar toda la noche a
temperatura ambiente. En la figura 2, se muestran las imagenes de la superficie de los electrodos
modificados [GCE(PEI/MWCNTSs)] con una magnificacion de 225 aumentos.

Figura 2. Iméagenes de superficie GCE (PEI/MWCNTS) a 225 aumentos. A: 0.25 mg-mL*; B:
0.50 mg-mL%; C: 0.75 mg-mL1y D: 1.00 mg-mL™.

Se puede observar que no existi6 homogeneidad en el recubrimiento total de la superficie del
electrodo GCE por parte de los nanotubos de carbono (MWCNTS) y su tendencia es ir hacia los
bordes externos donde se encuentra el material plastico (Teflon) que forma parte de este electrodo.
Esto parece ser debido a la hidrofobicidad de MWCNTSs y la presencia de aglomerados.

Por altimo, se evaluo la respuesta electroquimica de los electrodos GCE y GCE(PEI/MWCNTS).
Para ello, se realizaron medidas por voltamperometria ciclica (CV) en disoluciones de acido galico
1.0 x10 M, en disolucion tampdn (acético/acetato 0.10 M), la cual contiene NaCl 0.10 M, pH 4.5
y una velocidad de barrido de 0.050 V-s*. En la figura 3, se muestra los voltamperogramas ciclicos
obtenidos y en la tabla 1, se muestran los valores medios de los potenciales de pico de oxidacion
(mV) y sus intensidades de corriente (LA), asi como su desviacion estandar relativa (RSD) como

resultado de las medidas realizadas con 3 superficies de electrodo diferente.
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Figura 3. Voltamperométricas ciclicos de &cido galico 1.00 x10* M obtenidos con diferentes
electrodos de trabajo: GCE (negro) y GCE modificado con MWCNTSs a diferente concentracion:

0.25 mg-mL* (rojo), 0.50 mg-mL* (verde), 0.75 mg-mL* (azul) y 0.25 mg-mL* (cyan).

Tabla 1. Resultados voltamperométricos ciclicos de 4cido galico 1.00 X104 M obtenidos para GCE
y GCE (PEI/MWCNTS) a concentraciones de: 0.25, 0.50, 0.75y 1.00 mg-mL. Los resultados son

la media (n=3) + desviacién estandar.

MWCNTs Potencial Intensidad -
Electrodo RSD

[mg-mL*] E [mV] I [LA]
GCE e 0.318+0.02 3.4+0.6 19
GCE (PEI/MWCNTs)  0.25 0.288+0.003 46+6 13
GCE (PEI/MWCNTs)  0.50 0.30+0.01 7614 5
GCE (PEI/MWCNTs)  0.75 0.31+0.01 97+21 21
GCE (PEI/MWCNTS) 1.0 0.31+0.01 128+26 20

" RSD calculados para valores de intensidad.

Como se puede observar en los resultados, la presencia de MWCNTSs en la superficie del electrodo
aumenta considerablemente la sefial de intensidad del &cido galico con respecto al GCE sin
modificar. Ademas, se observd una disminucidén en el potencial necesario para el comienzo de la
oxidacion del acido galico en presencia de MWCNTS. Se observo también un incremento en la

sefial capacitativa a concentraciones superiores de nanotubos de carbono (0.75 y 1.00 mg-mL™1).
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Por otra parte, se observo un aumento en la variabilidad en las sefiales de intensidad de corriente
para concentraciones de MWCNTSs (0.75 y 1.0 mg-mL™1), esto puede estar relacionado al aumento
en la dificultad para dispersar totalmente el nanomaterial al aumentar su concentracion, en las
condiciones empleadas, de acuerdo a lo que se ha observado en los estudios espectrofotométricos
(Fig. 1).

Con el fin de mejorar la dispersion del nanomaterial y asi recubrimientos y superficies mas
homogéneos se procedid a centrifugar (2500 rpm, 20 min) la dispersion de MWCNTSs a una
concentracion de 0.25 mg-mL™, eliminando el sobrenadante polimérico (PEI) y agregando agua
ultrapura (4.0 mL) efectuando de esta manera la redispersion de MWCNTSs en agua, con un
tratamiento de ultrasonido aplicando una energia de 2000 J. Como resultado de este procedimiento
se obtuvieron dispersiones completas de MWCNTSs con aspecto muy parecido a una tinta, en el
cual no se observaron aglomeraciones por parte de los nanotubos de carbono, y ademas fueron

estables en el tiempo.

A continuacion, se depositaron diferentes volumenes (15 pL; 10 uL y 5 pL) de la dispersion de
MWCNTSs obtenida sobre la superficie [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)]. En la figura 4, se muestra las
imagenes de superficies de los electrodos modificados [GCE (PEI/MWCNTSs)] y [GCE(PEI-
Agua/MWCNTS)].

Figura 4. Imégenes de superficies a 225 aumentos de electrodos GCE modificados con 15uL de
(PEI/MWCNTS); B: 15uL de (PEI-Agua/MWCNTS); C: 10uL de (PEI-Agua/MWCNTS); y D:
5uL de (PEI-Agua/MWCNTS) [MWCNTSs]= 0.25 mg-mL!

Se observaron que las superficies modificadas con la dispersion (PEI-Agua/MWCNTS), da lugar a
recubrimientos mas completos y homogéneos en el area activa del electrodo que la observada con
la dispersion (PEI/MWCNTS). Es por ello que unicamente fue necesario depositar 5 uL de

dispersion de MWCNTs para obtener una superficie aparente cubierta. Esto podria estar
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relacionado con la mejora de la dispersion del nanomaterial y una posible disminucion de la
hidrofobicidad de la dispersion.

De igual manera, se analizd la respuesta voltamperométrica de cada uno de los electrodos
[GCE(PEI/MWCNTS)] y [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)] hacia acido galico 1.00 x10“4 M a 0.050
Vs, siguiendo la metodologia descrita anteriormente. La figura 5, muestra los voltamperogramas

ciclicos obtenidos.

|20 HA

Potencial (V)

Figura 5. Sefiales voltamperométricas ciclicas de acido galico 1.00 x10* M a 0.05 V-s™* obtenidos
con electrodos de GCE modificados con: Linea negra:15uL de [GCE (PEI-Agua/MWCNTS)];
Linea roja: 15uL de [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)]; Linea verde: 10puL de [GCE(PEI-
Agua/MWCNTS)]; y Linea azul 5pL de [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)]. [MWCNTSs]=0.25 mg-mL-
1

Los resultados mostraron que la intensidad de corriente de pico (I) y corriente capacitativa (C)
obtenidos con los electrodos [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)] es menor que [GCE (PEI/MWCNTS)],
mientras que la relacion (I/C), correspondiente a Intensidad de pico (WA)/corriente capacitativa
(HA) es mayor al utilizar [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)]. Es por esta razdn que se procedio a rehacer
el estudio de la concentracion de MWCNTS en la dispersion incluyendo la etapa de redispersion
en agua.

En primera instancia, se prepararon dispersiones de MWCNTS con diferente concentracion: 0.25;
0.50; 0.75y 1.00 mg-mL* en PEI (0.25% m/m, en etanol-agua 50:50). Para ello, se pes6 la cantidad
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correspondiente de MWCNTSs y se afiadieron 4.0 mL de PEI. Inmediatamente, se sometieron estas
dispersiones a un tratamiento de ultrasonido de 2000 J. Posteriormente, se centrifugd a 2500 rpm
por 20 min, eliminando el sobrenadante polimérico (PEI) y agregando agua ultrapura (4.0 mL),
redispersando los MWCNTS al aplicar un tratamiento de ultrasonido de 2000 J de energia.

Al incluir esta etapa de redispersion se consiguieron dispersiones méas completas (PEI-
Agua/MWCNTSs), donde la fluidez y distribucion de los MWCNTSs es alta, ademas no se
observaron aglomeraciones de nanotubos de carbono en la matriz de estas nuevas dispersiones
obtenidas. Por otro lado, se registraron los correspondientes espectros UV-vis de las dispersiones
preparadas (PEI-Agua/MWCNTS). En todos los espectros se observé un méximo de absorbancia a
273 nm, al igual que en las dispersiones (PEI/MWCNTSs). En la figura 6, se representa la
absorbancia obtenida a 273 nm de dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS) frente a la concentracion de
MWCNTSs correspondiente.

1.40

1.20 A

Absorbancia [u.a.]
(=] (=] (=
o o) o
o o (=]
»
>

=]
NS
[}

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25
MWCNTS [mg/mL]

Figura 6. Absorbancia frente a concentracion de MWCNTS en dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS)
obtenidas a 273 nm.

Los resultados mostraron una tendencia lineal de la absorbancia frente a la concentracion de
MWCNTSs para todo el intervalo de estudio. Este resultado podria estar asociado a la mejora en la
dispersion del material nanoestructurado. Continuando con los estudios, se modificaron electrodos
de GCE con dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS) previamente preparadas. Se depositaron 5 pL de
estas dispersiones sobre la superficie del GCE, dejando evaporar el liquido dispersante (agua)
durante 12 horas a temperatura ambiente. Las imagenes de superficie con una magnificacion a 225
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aumentos obtenidas de los electrodos GCE y [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)] se representaron en la
figura 7.

Figura 7. Imagenes a 225 aumentos de GCE modificadas con 5uL de dispersiones (PEI-
Agua/MWCNTS) conteniendo: 0.25 mg-mL* (A), 0.50 mg-mL* (B), 0.75 mg-mL* (C) y 1.0
mg-mL* (D).

Se puede observar que el area activa del electrodo queda recubierta en gran medida y de forma mas
homogénea. En este caso no se aprecia mayor recubrimiento sin tendencia a irse a los bordes
externos tal como ocurria en las dispersiones (PEI/MWCNTS). En la figura 8, se muestra los
voltamperogramas ciclicos de los electrodos modificados con estas dispersiones para acido galico
1.00 x10* M a 0.050 Vs, siguiendo la metodologia descrita en los apartados anteriores. De igual
forma en la tabla 2, se mostraron los valores medios de intensidad de corriente de pico (HA),
corriente capacitativa (LA), asi como la relacion intensidad de pico/corriente capacitativa (1/C),

obtenida en la repeticion del analisis con 3 superficies diferentes de electrodo.

|15 LA

I ’ I ’ I ’ I ’ I ’ I ’ I
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Potencial (V)
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Figura 8. Sefales voltamperométricas ciclicas de &cido galico 1.00 x10* M a 0.050 V-s* en GCE
(Negro) y GCE modificada con 5uL de dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS) conteniendo: 0.25
(Rojo), 0.50 (Verde), 0.75 (Azul) y 1.0 mg-mL* (Cyan) de MWCNTSs.

Tabla 2. Resultados voltamperométricos ciclicos de acido galico 1.00 x10* M a 0.050 V-s en
GCE y GCE (PEI-Aguay/MWCNTS) a concentraciones: 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 mg-mL.

) ] Corriente

MWCNTs Potencial Intensidad o
Electrodo capacitativa 1/C

[mg-mL-] E[mV] I [MA]

[MA]

GCE e 0.318+0.02 3.4+0,6 0.16+0.3 21+2
GCE

0.25 0.295+0.005  7+1 0.7£0.04 1042
(PEI-Agua/MWCNTS)
GCE

0.50 0.286+0.001  29+1 1.6£0.04 18+0.8
(PEI-Agua/MWCNTS)
GCE

0.75 0.291+0.001  26+3 2.84£0.1 9+1.2
(PEI-Agua/MWCNTS)
GCE

1.0 0.291+0.004  35%2 4.8+0.1 7+0.4

(PEI-Agua/MWCNTS)

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar.

Se puede observar en estos resultados, que al incrementar la concentracion del nanomaterial
presente en la modificacion del GCE (PEI-Agua/MWCNTS) aumenta la sefial de intensidad de
corriente del acido galico 1.0 x10* M a 0.05 Vs y a su vez su corriente capacitativa. Por otro
lado, a una concentraciéon de 0.50 mg-mL~'de MWCNTs se observé que la relaciéon (I/C)
correspondiente a la intensidad de corriente de pico/corriente capacitativa fue mayor que en el resto
de las concentraciones, obteniéndose una buena reproducibilidad [RSD (0.50 mg-mL1) <3.4%,
n=3 en cuanto a intensidad de sefial de oxidacion de &cido galico.

Con el proposito de optimizar estas dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS), se estudié la energia de
ultrasonido en el proceso de dispersion de los MWCNTSs en PEI. Para ello se aplicaron energias de

ultrasonido de: 1000; 2000 y 3000 J. Continuando con el proceso, se centrifugd eliminando el
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sobrenadante polimérico (PEI) y se agregaron 4.0 mL de agua ultrapura generando su redispersion,
donde finalmente se aplicd una energia de ultrasonido de 2000 J. La concentracion de MWCNTSs
empleada en este estudio fue de 0.50 mg-mL™.

En la figura 9, se observaron los voltamperogramas ciclicos de acido galico 1.00 x10* M obtenidos
para GCE modificados con estas nuevas dispersiones (PEI-Agua/MWCNTSs). Ademas, en la tabla
3, se muestran los valores medios de potencial de oxidacion (mV), intensidad de corriente de pico
(WA), corriente capacitativa (LA), asi como la relacion intensidad de pico/Corriente capacitativa,

como resultados del analisis con 3 superficies diferentes de electrodo.

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10

Potencial (V)
Figura 9. Sefiales voltamperométricas ciclicas de &cido galico 1.00 x10* M a 0.050 V-s?, a
diferentes energias de ultrasonido en la etapa de elaboracion de dispersiones (PEI-
Agua/MWCNTS). Linea negra: 1000 J en GCE (PEI-Agua/MWCNTSs); Linea roja: 2000 J en
GCE (PEI-Agua/MWCNTS); y Linea verde: 3000 J en GCE (PEI-Agua/MWCNTS).

Tabla 3. Resultados de voltamperometria ciclica obtenidos a diferentes energias de ultrasonido en
dispersion GCE (PEI-Agua/MWCNTS).

_ ) Corriente
) » Energia Potencial Intensidad o
Dispersion _ capacitativa 1/C
[Julios] E[mV] I [UA]
C [pA]
(PEI-Agua/MWCNTS) 1000J  0.29+0.01  30+10 1.4+0.3 2242
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(PEI-Agua/MWCNTS) 2000)  0.28#0.01  27+6 1.120.2 24+4
(PEI-Agua/MWCNTS) 3000  0.27#0.02  8+7 0.8+0.3 14+15

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar.

A la vista de estos resultados, parece que 1000 J no permiten una interaccion PEI:MWCNTSs
suficiente para posteriormente una redispersion efectiva del nanomaterial, mientras que 3000 J
hacen que una mayor cantidad de MWCNTSs se dispersen inicialmente en el sobrenadante v,
después de centrifugar, menos cantidad de nanomaterial es redispersado. Como consecuencia se
evalud la influencia de la concentracion (0.25, 0.12, 0.06, 0.025 y 0.012 % m/v, en etanol-agua
50:50) del polimero dispersante (PEI), en el tratamiento inicial donde aplicé 2000 J de energia de
ultrasonido. Se registraron los espectros de absorcion de estas dispersiones iniciales
(PEI/MWCNTS) y en la tabla 4, se muestran las absorbancias obtenidas en su maximo a 273 nm.

Tabla 4. Resultados espectrofotométricos obtenidos a 273 nm en dispersiones GCE
(PEI/MWCNTS) a diferentes concentraciones de dispersante polimérico (PEI).

Concentracion de PElI Absorbancia

[%6 m/m] [u.al]
0.25 0.68
0.12 0.60
0.06 0.77
0.025 0.77
0.012 0.65

Teniendo en cuenta que los valores de absorbancia obtenidos fueron muy similares entre si, no se
observo una clara influencia de la concentracion de PEI en la eficacia de la dispersion. Con el fin
de comprobar si se veian diferencias en las redispersiones en agua se procedio a volver a redispersar
las dispersiones preparadas con 0.06 y 0.25% de PEI siguiendo el procedimiento empleando hasta
el momento. Posteriormente se depositaron 5 puL de dichas dispersiones sobre superficies de
electrodos de GCE para proceder a medir la sefial voltamperométrica del &cido galico 1.0 x10* M
a0.050 V-st,
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En la tabla 5, se presentaron los valores de absorbancia obtenidos a 273 nm de dichas dispersiones
(PEI-Agua/MWCNTSs), ademas de los valores medios de las sefiales de potencial de pico (mV),
intensidad de corriente de pico (LA), corriente capacitativa (LA) Yy relacion (1/C) de intensidad de
corriente de pico/corriente capacitativa medidos en acido galico 1.00 x10* M, producto de las

medidas de sefiales obtenidas con 3 electrodos diferentes.

Tabla 5. Resultados espectrofotométricos a 273 nm de las dispersiones y valores
voltamperométricos ciclicos de acido galico 1.00 x10“ M, obtenidos en [GCE(PEI-
Agua/MWCNTS)].

) ) Corriente
) ) PEI Abs  Potencial Intensidad o
Dispersién capacitativa 1/C
[ m/m] [ua] E[mV] I [UA]
C [HA]
(PEI-
0.25 0.76  0.281+0.001 32+2 2+0,3 2214
Agua/MWCNTS)
(PEI-
0.06 0.69  0.29+0.01 26x12 8+2 4+3
Agua/MWCNTS)

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar.

Al igual que en el estudio anterior con valores de absorbancia obtenidos fueron muy similares. En
cuanto a los resultados voltamperomeétricos se obtuvieron una mayor variabilidad en las sefiales,
asi como una mayor corriente capacitativa en el caso de las dispersiones preparadas con menor
concentracion del polimero, por lo que se procedié a continuar con los estudios utilizando una
concentracion de PEI de 0.25 % (m/m).

Finalmente, para conseguir perfeccionar la metodologia de desarrollo de un sensor electroquimico,
se estudio la energia de ultrasonido aplicada en el proceso de re-dispersion en agua. Las energias
de ultrasonido estudiadas fueron: 2000, 3000 y 4000 J. Para ello se elaboraron dispersiones de
MWCNTSs a 0.50 mg-mL* siguiendo la metodologia descrita en estudios anteriores. Finalmente,
se midio la absorbancia de las dispersiones preparadas y a continuacion, se depositaron 5 pL sobre
GCE para posteriormente medir la sefial de acido galico al igual que en estudios previos.

En la tabla 6, se muestran los valores de los espectros de absorbancia medidos a 273 nm en

dispersiones (PEI-Agua/MWCNTS), ademas de los valores medios de las sefiales de potencial de
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oxidacion (mV), intensidad de corriente de pico (LA), corriente capacitativa (LA) y relacion (1/C)
de intensidad de corriente de pico/corriente capacitativa medidos en acido galico 1.00 x104 M,
producto de las medidas de 3 electrodos diferentes de [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)].

Tabla 6. Resultados espectrofotométricos y voltamperométricos a diferentes energias de
ultrasonido: 2000; 3000 y 4000 J en [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)].

_ _ Corriente

Energia Abs Potencial Intensidad o
Electrodo ) capacitativa 1/C

[Julios] [u.a] E[mV] I [HA]

C [HA]

GCE (PEI-

2000) 0.76 0.288+0.003 50+8 2.5+0.2 20+1
Agua/MWCNTS)
GCE (PEI-

3000J 0.75 0.284+0.001 3845 1.9+0.3 21+6
Agua/MWCNTS)
GCE (PEI-

4000J 0.62 0.281+0.001 33%3 1.2+0,2 27+5
Agua/MWCNTS)

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar.

En base a los resultados obtenidos, se llegd a la conclusion que no existieron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos aplicando diferente energia de dispersién, por lo que
se seleccion6 2000 J como la energia de re-dispersion optima. En la tabla 7, se muestra un resumen
de las condiciones seleccionadas para la preparacion de electrodos de MWCNTS para su posterior

estudio en el andlisis de polifenoles.

Tabla 7. Condiciones Optimas para la preparacion de electrodos modificados con dispersiones de

MWCNTSs.
Condiciones
e Concentracion de MWCNTs = 0.50
mg-mL!

Dispersion (PEI-Agua/MWCNTYS) )
e Concentracion de PEI =» 0.25% (m/m)

e Energia de dispersion en PEI =» 2000 J

Pol. Con. (Edicién ndm. 85) Vol. 8, No 9, Septiembre 2023, pp. 1-26, ISSN: 2550 - 682X



Gabriel Alejandro Moreno Toasa, Erika VVanessa Moya Castillo, Gabriela Elena Vizuete Fiallos, Carlos Jeanpier Yagos
Avrias, Wilson Patricio Leon Cueva

e Condiciones de centrifugacion =» 2500 rpm,
20 min.
e Energia de redispersion en agua =» 2000 J
[GCE(PEI- e Depositar 5 pL de dispersion sobre GCE

Electrodo e Proceso de evaporacion de las dispersiones
Agua/MWCNTS)]

por 12 horas

Estudios de la respuesta voltamperométrica de polifenoles en el electrodo desarrollado.

Una vez desarrollado el electrodo se procedid a estudiar su respuesta electroquimica hacia otros
polifenoles (acido cafeico, fertlico y p-cumarico, asi como la catequina). que se encuentran
presentes en el vino. Se prepararon los electrodos de acuerdo con el procedimiento optimizado. A
continuacion, se registraron los voltamperogramas de barrido ciclico de cada uno de los polifenoles
en concentracion 1.00 X104 M a una velocidad de barrido de 0.050 Vs en el GCE y en el electrodo
desarrollado [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)].

En la figura 10, se presentaron las respuestas obtenidas para diferentes polifenoles, en las dos
superficies de electrodos. Ademas, en la tabla 8, se mostraron los valores medios de los potenciales
e intensidades de pico correspondientes a la primera sefial de oxidacién de todos los analitos, con
la desviacion estandar obtenida con tres superficies de electrodo diferente por triplicado, asi como
la intensidad de corriente capacitativa y la relacion I/C tanto para el electrodo de GCE modificado
con MWCNTSs y GCE sin modificar.
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Figura 10. Sefales voltamperométricas ciclicas de diferentes polifenoles: &cido gaélico, &cido p-
cumarico, éacido cafeico y acido fertlico, asi como la catequina a concentracion 1.00 x10“ M y
0.050 V-st. GCE (Negro) y [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)] (Rojo).

Tabla 8. Resultados de voltamperogramas de barrido ciclicos en polifenoles a 1.0 x10* My 0.050
V-sen GCE y [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)].

) ) Corriente
) Potencial Intensidad -
Polifenoles Electrodos capacitativa C 1/C
E [mV] I [MA]
[LA]
GCE 0.38+0.01 2.610.1 0.3+0.2 17+11
Acido Galico ~ GCE(PEI-
0.279+£0.002 334 1.240.3 28+4
Agua/MWCNTS)
GCE 0.47+0.03 1.240.1 0.2+0.1 9+3
Catequina GCE(PEI-
0.339+0.001  15#1 0.9+0.2 17+3
Agua/MWCNTS)
) GCE 0.72+0.02 1.940.1 0.16+0.05 12+4
Acido
. GCE(PEI-
p-cumarico 0.674+0.001 18+1 1.2+0.1 16+3
Agua/MWCNTS)
GCE 0.36+0.1 2.3+0.2 0.5+0.4 8.2+8.4
Acido cafeico GCE(PEI-
0.351+0.001  16%1 0.8+0.1 21+4
Agua/MWCNTS)
GCE 0.663+0.001 1.7£#0.1 0.20+0.02 8+1
Acido fertlico GCE(PEI-
0.500£0.002  16%2 1.140.3 15+3
Agua/MWCNTS)

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar

Los resultados mostraron que cuando se emplean electrodos modificados con MWCNTS se observa
mayores intensidades tanto en los picos anodicos como catodicos, en todos los polifenoles
estudiados, en comparacion con los obtenidos con el GCE sin modificar. Ademas, en el caso de los
acidos: galico (AE=105 mV), p-cumarico (AE=0.05 mV), cafeico (AE=0.006 mV), y ferulico

(AE=163 mV), asi como la catequina (AE=131 mV), existié una disminucién en el potencial de
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pico correspondiente a la primera sefial de oxidacion cuando se utiliza el electrodo [GCE(PEI-
Agua/MWCNTS)], esto podria estar relacionado a la presencia de MWCNTSs en la superficie de
GCE que da lugar a un desplazamiento hacia potenciales de oxidacion mas favorables.
Finalmente, en todos los casos existidé un aumento considerable de las intensidades de pico anddicas
cuando se emplea GCE modificado con MWCNTS, produciéndose también un incremento en la
corriente capacitativa. A pesar de ello, los valores de la relacion I/C son superiores en todos los
casos a los obtenidos con GCE sin modificar. El aumento general de las intensidades observadas
al utilizar [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)] podria explicarse como una consecuencia del aumento del
area superficial del GCE una vez formada la capa de material nanoestructurado.

Teniendo en cuenta las respuestas electroquimicas obtenidas, el electrodo [GCE(PEI-
Agua/MWCNTS)] podria utilizarse como electrodo de trabajo en un sistema de inyeccion en flujo
(FIA) con deteccion amperomeétrica con el fin de obtener indices electroquimicos, definidos por las
respuestas de los analitos a diferentes potenciales de deteccion, lo que permitiria distinguir
diferentes grupos polifendlicos de facil y dificil oxidacion, tales como acidos: galico y cafeico, asi
como la catequina los cuales comienzan a oxidarse a potenciales en torno a 250 mV, mientras que
los &cidos ferulico y cumérico, no comienzan a oxidarse hasta potenciales por encima de 450 mV,

por lo que se conseguiria realizar una clasificacion de vinos en base al contenido total de polifenoles

Pol. Con. (Edicién ndm. 85) Vol. 8, No 9, Septiembre 2023, pp. 1-26, ISSN: 2550 - 682X



Gabriel Alejandro Moreno Toasa, Erika VVanessa Moya Castillo, Gabriela Elena Vizuete Fiallos, Carlos Jeanpier Yagos

Arias, Wilson Patricio Ledn Cueva

Tabla 9. Parametros analiticos de calibracion para diferentes compuestos polifenolicos, empleando
dos electrodos de trabajo: GCE y [GCE(PEI-Agua/MWCNTS)].

Polife

noles

AcC.
Galic

Ac.

Cafeic

Pote
ncial
E[V]

0.400

0.600

0.800

0.400

0.600

0.800

GCE

Ordenad

a
[HA]

0.02+0.03

0.01+0.02

0.000002
3+0.049

0.023+0.0
2

0.0083+0.
01

0.046+0.0
3

Pendient
e

[HA-
pumol?
1]

0.01493+
0.00006

0.03197+
0.00004

0.05066+
0.00009

0.01093+
0.00004

0.02266+
0.00003

0.02602+
0.00005

0.9
98 3

0.9
90 6

0.9
0 0

0.9
97 5

0.9
90 7

09 02
90 3

IL
[u
M]

1.0

75
0.5

10

0.3

10

2.1

75

0.9

75

0.7

GCE(PEI-Agua/MWCNTS)

Orden

ada
[HA]

0.04+0
.05

0.02+0
.05

0.022+
0.07

0.036+
0.05

0.018+
0.04

0.017+
0.03

Pendient
e

[HA-
umol
L]

0.0488+0.
001

0.0505+0.
001

0.0714+0.
002

0.049+0.0
01

0.02856+
0.00007

0.02799+
0.00005

L
D

[m
M]

0.9
0 9

0.9
90 9

0.9
90 1

0.9
90 4

0.9
98 4

09 0.6
90 3

IL
(1
M]

1.6

75

1.2

75

0.7

75

0.8

10

11

10

2.1
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10 10
0 0
08 2.4
0.400 0.004+0.0 0.005+0.0 0.9 0.2 8. 0.007+ 0.01805+ 0.9 0.7 6-
' 07 0005 95 6 - 0.009  0.00002 90 4 10
0
0.1 2.7
Cateq
) 0.021+0.0 0.01642+ 09 0.0 9- | 0.013+ 0.01919+ 0.9 0.8 6-
uina 0.600
1 0.00002 90 6 10 | 0.02 0.00003 90 3 10
0 0
1.3 1.8
0.004+0.0 0.0049+0. 09 04 0.098+ 0.037+0.0 0.9 05
0.800 6- 2-
1 00005 95 1 0.06 01 97 5
25 75
0.3 15
0.008+0.0 0.01851+ 09 0.1 0.041+ 0.031+0.0 09 04
0.600 5- 5-
Ac. 1 0,00009 98 1 0.05 02 97 6
25 50
Feruli
0.3 1.4
co 0.013+0.0 0.0184+0. 09 0.1 0.024+ 0.03163= 09 04
0.800 6- 4-
2 001 9% 1 0.02 0.00009 90 3
25 50
Ac. 0.3 1.0
0.042+0.0 0.0201+0. 09 0.1 0.0719 0.039+0.0 09 0.3
Cuma 0.800 - -
) 8 005 72 0 +0.06 02 97 0
rico 25 50

Los resultados son la media (n=3) + desviacion estandar

En base a lo mostrado, es importante mencionar que existe un aumento progresivo de la sefial de
picos al aumentar la concentracion del polifenol, en el electrodo GCE modificado con MWCNTS,
cosa que rapidamente se deja de observar en el GCE a potenciales mayores de 0.600 V,
especialmente al medir &cido feralico y p-cumarico. Por otra parte, la respuesta lineal en todos los

casos es mas extensa al emplear el GCE modificado con los MWCNTS.
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Asi mismo, estos resultados muestran que los valores de ordenada en el origen obtenidos de la
ecuacion de la recta, son cercanos a cero, para ambos electrodos, mientras que las pendientes son
relativamente mayores aumentando la sensibilidad del método al emplear GCE modificado con
MWCNTSs en comparacion al electrodo GCE sin modificar. Por Gltimo, los limites de deteccién
(LD) son similares porque hay un aumento en la corriente capacitativa de los MWCNTSs que
compensa el aumento en la sensibilidad.

1. CONCLUSIONES

2. Se optimizo6 el procedimiento de elaboracion de dispersiones de nanotubos de carbono
multicapa, para ello las condiciones idoneas fueron: 0.50 mg-mL-1 de concentracion del
nanomaterial, 0.25% (m/m) de PEI, 2000 J de energia de dispersion en PEI, centrifugacion
(2500 rpm; 20 min) y redispersién en agua aplicando energia de 2000 J.

3. Se obtuvieron electrodos modificados con dispersiones de MWCNTSs, obteniéndose
superficies mas homogéneas que proporcionan mejores resultados voltamperométricos para
los &cidos: galico, cafeico, feralico y p-cumarico, asi como la catequina.

4. El método electroquimico, proporciona mayor estabilidad, reproducibilidad, sensibilidad,
selectividad de polifenoles y rapidez de andlisis, generando una alternativa a los estudios
espectrofotométricos.
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