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RESUMEN

El presente trabajo expone el desarrollo de una metodologia electroanalitica para la
cuantificaciéon de aflatoxina B1 (AFB1) usando un electrodo de carbén vitreo (ECV)
modificado con polidopamina (PDA). Mediante cronoamperometria (CA) se
electropolimerizé6 PDA sobre el ECV, optimizando de forma univariable el potencial
impuesto y tiempo de imposicién. Se encontrd que 550 mV y 180 s son los valores 6ptimos
para realizar la modificacion del electrodo de trabajo y tener la mejor sefial analitica hacia
AFB1. El andlisis morfoldgico se realiz6 mediante microscopia 6ptica, SEM con mapeo
elemental empleando EDS, ademas de un estudio por impedancia electroquimica; cada una
de las técnicas evidencio que la modificacién del electrodo fue favorable y que hay
interaccion entre la PDA 'y la AFB1. También se determind el &rea electroactiva para el ECV
y ECV-PDA, obteniendo 0.0303 y 0.0455 cm?, respectivamente.

Durante el estudio se examin6 el comportamiento electroquimico de la AFB1 en el ECV-
PDA, se elaboraron los gréficos de Randles-Sevcik, que determinaron un régimen difusional
de transporte del analito ademas de una fuerte contribucion de la adsorcién, lo que permitié
proponer la voltamperometria por redisolucién adsortiva (VRA) para el andlisis de AFB1. Se
optimizaron de forma univariable el tiempo de contacto (carga del electrodo) y pH del
electrolito soporte, esto permitié determinar que 1 min de carga y un pH 4 impuesto con un
buffer de acetatos logran un aumento en la intensidad de pico anddico correspondiente al
proceso de oxidacion de la AFBl. La técnica de -cuantificacion usada fue la
voltamperometria de onda cuadrada (VOC) que se optimiz6 empleando un disefio de
experimentos Box-Behnken, de esta forma se establecid que 200 Hz de frecuencia de
pulso, 5 mV de paso de potencial y una amplitud de pulso de 200 mV corresponden a los
valores que maximizan la sefial analitica hacia AFB1. La determinacién de los parametros
analiticos se realiz6 mediante el andlisis por minimos cuadrados de curvas de calibracion,
determinando asi: una sensibilidad de 0.1364 pA [ng L2, un LOD de 5.56 ng L%, un LOQ
de 18.54 ng L%, un intervalo lineal de 18.54 a 75 ng L y una reproducibilidad de 6.9% en
términos del %RSD (n=10). Se realiz6 la determinacién de AFB1 por adicion patrén en
almendra (4.35 pg kg'), nuez (2.36 ug kg') y pistache (7.52 ug kg'), encontrando valores
dentro del limite reportado en normativas (20 ug kg?). Finalmente, la validacion de la
metodologia demuestra que es viable, confiable y estadisticamente aceptable para la

cuantificacion de AFB1 en estas muestras.
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1. INTRODUCCION.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios toxicos generados por microorganismos de
tipo fungico del género Aspergillus; principalmente por la especie A. flavus (Urrego y Diaz,
2006). Los microorganismos productores de aflatoxinas muestran afinidad por cultivos
agricolas de cereales y semillas oleaginosas. Sin embargo, podrian propagarse a productos
lacteos debido a la ingesta del ganado de productos vegetales contaminados (World Health
Organization, 2018).

El estudio de las aflatoxinas resulta de vital importancia debido a que presentan alta
capacidad bioacumulativa que deriva en dafios a nivel hepatico, ademas de ser
consideradas como potentes agentes genotdxicos que interfieren con el proceso de
replicacion del ADN (acido desoxirribonucleico) y provocan dafios irreversibles a nivel

celular (International Agency for Research on Cancer. 2012).

Para llevar a cabo la determinacion de aflatoxinas en alimentos existen diversas normativas
a nivel nacional e internacional, las cuales, en su mayoria, reportan a la cromatografia de
liguidos de alta resolucién (HPLC) debido a que se considera una técnica precisa y exacta
(Sanabria et al., 2017). En el caso de México se tiene a la NOM-247-SSA1-2008 que detalla
la metodologia para el andlisis cuantitativo de aflatoxinas mediante una serie de pasos
iniciando con una columna de inmunoafinidad que emplea un anticuerpo monoclonal
especifico para cada tipo de aflatoxina, luego se realiza una serie de lavados con agua para
eliminar impurezas y con metanol se separa la aflatoxina del anticuerpo, seguido de una
elucibn con acetonitrilo y posteriormente un proceso de derivatizacion con &cido
trifluoroacético como pretratamiento para el analisis cuantitativo por HPLC en fase reversa,
acoplando un fluorometro como detector. De lo anterior es evidente que una de las
principales desventajas del uso de esta metodologia oficial es el costo elevado de los
equipos e insumos, sobre todo el uso excesivo de solventes organicos que provocan

residuos no amigables con el medio ambiente.

En este sentido, los métodos electroquimicos resultan una alternativa para el andlisis de
estas moléculas, debido a que presentan ciertas ventajas frente a la metodologia oficial
como es reducir considerablemente el volumen de muestra para el andlisis, que las técnicas
electroquimicas son consideradas rapidas y confiables. Ademas, se ha demostrado que al

modificar la superficie de los electrodos de trabajo con agentes biol6gicos o quimicos se
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logran mejorar parametros analiticos como la sensibilidad, selectividad, reproducibilidad y
los limites de deteccién y cuantificacion (Kozub et al., 2010). Algunos de los agentes
modificantes que se han utilizado para determinar aflatoxina B1 en alimentos son los
anticuerpos, aptameros, enzimas, nanoparticulas, polimeros molecularmente impresos
(MIP por sus siglas en inglés Molecularly Imprinted Polymers), estructuras metal-organicas
(MOF por sus siglas en inglés Metal-Organic Framework), 6xido de grafeno, nanotubos de
carbono y algunos polimeros.

Por esta razon se plante6 la modificacion del electrodo de carbén vitreo con polidopamina
empleando cronoamperometria como técnica de electropolimerizacion. La eleccién del
agente modificante se basa en las interacciones que presenta con la aflatoxina B1 que se
explican mediante el modelo donador-aceptor de electrones (Li et al., 2018).

En este trabajo se presenta el desarrollo de una metodologia voltamperométrica para el
analisis cuantitativo de aflatoxina B1, la propuesta se basa en hacer uso de la
voltamperometria de onda cuadrada con redisolucion adsortiva empleando electrodos de
trabajo modificados con polidopamina para determinar aflatoxina B1 en almendra, nuez y
pistache.
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2. MARCO TEORICO.

2.1 Las aflatoxinas como compuestos toxicos en alimentos.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunos hongos filamentosos.
Son de gran interés debido a que resisten el tratamiento térmico que se les da a los
alimentos e incluso tienden a multiplicarse en condiciones de almacenamiento no idéneas,
resulta de gran importancia identificar su presencia puesto que producen importantes dafios
al organismo humano debido a su bioacumulacién progresiva (Urrego y Diaz, 2006; World
Health Organization. 2018).

Las aflatoxinas (AF) son un tipo de micotoxina producidas por hongos del género
Aspergillus, entre los cuales destacan dos especies principales: A. flavus y A. parasiticus.
Las aflatoxinas afectan principalmente a cultivos agricolas de cereales y semillas
oleaginosas; e incluso pueden llegar a la industria avicola y productos lacteos por la ingesta
del ganado de productos vegetales o piensos contaminados, ya que en el tracto
gastrointestinal de los animales la aflatoxina B1 es metabolizada a aflatoxina M1 (National
Center for Environmental Health, 2012).Existen diversas variedades de aflatoxinas, pero
son seis las principales que se han encontrado en alimentos: B1, B2, G1, G2, M1y M2 las

cuales se representan en la Figura 1.

Aflatoxina B1

Aflatoxina B2 Aflatoxina G2 Aflatoxina M2

Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas (National Center for Environmental Health, 2012).
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Las letras que identifican a cada especie estan relacionadas con sus propiedades fisicas y
quimicas; por ejemplo, cuando las aflatoxinas se tratan con radiacién ultravioleta y emiten
una fluorescencia azul, entran en la clasificacion de tipo B (blue), mientras que las de tipo
G (green) presentan fluorescencia verde (Bogantes et al.,, 2004). Aquellas que se
denominan del tipo M son resultado de los productos metabdlicos de la aflatoxina B1 (AFB1)
y aflatoxina B2 (AFB2), que son excretadas en leche de animales que han consumido
alimentos contaminados. De todas, la AFB1 encabeza las investigaciones debido a que es
la especie que se ha identificado como la més letal y se encuentra con mayor frecuencia en

los diferentes cultivos (International Agency for Research on Cancer. 2012).

La exposicién en seres humanos se da mayoritariamente por ingesta de los productos
contaminados. El problema al consumir AFB1 en alimentos frecuentemente es su alta
capacidad de biotransformacién y bioacumulacién en el organismo humano; ademas, causa
dafios hepaticos que suelen derivar en cancer, incluso hay evidencia de que también
poseen capacidad genotoxica puesto que modifican el ADN y causan dafios irreversibles a
nivel celular (Urrego y Diaz, 2006). Todo esto ha propiciado el desarrollo de técnicas y
metodologias confiables, exactas y precisas que permitan la cuantificacion de AFB1 en

alimentos.

2.2 Métodos reportados para la cuantificacion de aflatoxinas.

Como se indicé anteriormente, la contaminacion de alimentos destinados al consumo
humano y animal por la AFB1 es una problematica que afecta a gran parte de la poblacion,
dado que son productos muy estables y al realizar un tratamiento fisico, como es someter
la materia prima contaminada a elevadas temperaturas, no se garantiza la eliminacién de
la micotoxina. De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC por sus siglas en inglés), es una sustancia que se encuentra clasificada como

hepatocarcinégeno de clase | (Sheng et al., 2020).

En lo que respecta a las normativas nacionales que reportan los limites permisibles de estos

contaminantes, destacan la NOM-188-SSA1-2002 y la NOM-247-SSA1-2008, ambas

avaladas por el Diario Oficial de la Federacion (DOF), indican un limite total de aflatoxinas
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de 20 pg kg* (DOF, 2002; DOF, 2008). Sin embargo, a nivel internacional la Organizaciéon
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés)
establece en la normativa del CODEX STAN 193-1995 un limite de 15 pg kg* (FAO, 1995),
mientras que el Reglamento de la Unién Europea No 165/2010 determina 10 ug kg* (EU,
2010).

En el caso de la NOM-247-SSA1-2008, se encuentra reportado el método estandarizado
para la cuantificacién de aflatoxinas, iniciando con su extraccion de la muestra con metanol
al 80%. El extracto se filtra y se diluye con agua para que posteriormente pase a través de
una columna de inmunoafinidad, la cual contiene un anticuerpo monoclonal especifico para
cada tipo de aflatoxina. Después se realizan varios lavados de la columna empleando agua
con el fin de eliminar impurezas y para remover las aflatoxinas del anticuerpo se pasa
metanol a través de la columna. Una vez obtenidos los extractos de aflatoxinas se filtran y
purifican empleando un soporte sélido en donde son retenidas para dar paso a la elucion
de los extractos purificados con acetonitrilo; el eluido se derivatiza con acido trifluoroacético
y finalmente se procede a la cuantificacion empleando HPLC en fase reversa con un
detector de fluorometria (DOF, 2008).

A pesar de que se cuenta con el método estandarizado, varios autores han reportado la
determinacion de aflatoxinas en alimentos implementado diferentes metodologias

instrumentales, las cuales se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Técnicas analiticas convencionales para determinar AFB1 en matrices alimentarias.

Técnica Caracteristica Aplicacion Reactivos Referencia
o . Etanol: metanol: (Rahmani et
Técnica de separacion que
§ ) ] L Uso de 2D TLC para agua (94:4,5:1,5) al., 2009;
Cromatografia permite la identificacién y )
. o . determinar AFB1 en Cloroformo: Shephard,
en capa fina cuantificacion de AF haciendo .
) huevo y deteccion UV a acetona: 2009;
(TLC) uso de sus propiedades )
365 nm. isopropanol Scussel,
fluorescentes.
(86:4:10) 2003)
i Deteccion de AF totales
Cromatografia o ) ] o (Choetal.,
o Distribucion de los componentes  en semillas oleaginosas y Acetonitrilo:
de liquidos de 2008;

alta resolucién
(HPLC)

de la muestra entre una fase

mévil y una estacionaria.

granos implementando
un detector UV a 365y
435 nm.

metanol: agua

Shephard,
(17:29:54)

2009)
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Cromatografia

Separacién de la muestra en sus

o o ) ) (Krska et al.,
de liquidos componentes quimicos, seguido Formiato de )
o L ) 2008; Li et
acoplada a de una ionizacion de las Andlisis y cuantificacion amonio (5mM), | 2013
al., )
espectrometria  moléculas que permite clasificare = de AFB1 en almendras. acido férmico b |
ascale,
de masas identificar de acuerdo con la (1%), metanol. 2009)
(LC-MS) relacion masa-carga.
50 mM
. ) Cuantificacién de AFB1 desoxicolato de (Maragos,
Electroforesis Se basa en el comportamiento de . . .
] ) ) en maiz con deteccién de sodio, 10 mM 2004;
capilar un analito en presencia de un o ) o
o fluorescencia inducida fosfato dibasico Maragos y
(CE) campo eléctrico. 3 .
por laser. de sodioy 6 mM Greer, 1997)
borato de sodio.
L o Determinacion de AF (Pascale,
Ensayo por Técnica inmunoquimica que ) ) )
) y ) o totales en pistache, Kit Euroclon (LOD  2009; Pittet,
inmunoadsorcién combina la especificidad de un
) ) ) o cacahuate y nuez conla 4 ppb) y metanol 2005;
ligado a enzimas  anticuerpo con la sensibilidad del L ) )
] medicién de absorbancia al 33%. Tahavori et
(ELISA) uso de enzimas.
a 450 nm. al., 2012)

Sin embargo, como podemos observar en la Tabla 1, las técnicas reportadas implican el
uso de solventes organicos que a la larga resultan en un problema medioambiental por la
generacion de residuos toxicos. De igual forma, en la mayoria de los casos se hace uso de
la propiedad de fluorescencia que poseen las aflatoxinas como detector. Sin embargo,
acoplar la espectroscopia de fluorescencia al analisis por HPLC implica un aumento en el
costo de analisis debido a que se emplean dos técnicas instrumentales para realizar las

determinaciones.

2.3 Métodos electroquimicos para la determinacion de aflatoxina B1.

La aplicacion de métodos electroquimicos ha ganado relevancia en los ultimos afios debido
a su alta sensibilidad y bajos limites de deteccién, que son equiparables a las metodologias
reportadas en las normas, lo que podria beneficiar en la determinacion de las aflatoxinas.
Por esta razén, diversos autores han desarrollado metodologias electroanaliticas para la
determinacion de aflatoxinas en matrices alimentarias mediante la construccion de
sensores electroquimicos. Por lo regular, para llevar a cabo los andlisis electroquimicos se

requiere de un sistema de tres electrodos, compuesto por un electrodo de referencia, un
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electrodo auxiliar (también conocido como contra-electrodo) y el electrodo de trabajo, que

da la pauta para establecer una clasificacion de los métodos electroquimicos.

2.3.1 Electrodos de trabajo convencionales.

En este trabajo, llamamos electrodos de trabajo convencionales a aquéllos que llevan a
cabo la determinacion de forma directa, es decir, no se modifica la superficie del electrodo.
Por esta razon, se realiz6 una revision bibliografica que reportaran diferentes proyectos de
investigacion en los que se describe la cuantificacion de aflatoxina B1.

Yaacob et al. (2008) describen el desarrollo de una metodologia de cuantificacion de
aflatoxina B1 mediante voltamperometria de redisolucién catédica de onda cuadrada
empleando un electrodo de gota de mercurio. Los autores reportan un intervalo lineal en la
curva de calibraciéon de 1 a 15 pg L™y un limite de deteccion de 0.389 pg L. Aplicaron su
método en muestras de cacahuate incorporando adicién estandar con el fin de reducir el
efecto matriz y para validar su metodologia contrastaron sus resultados con el analisis por
HPLC, obteniendo que no habia diferencias significativas entre ambas metodologias. De
igual forma Hajian y Ensafi (2009) emplearon a la voltamperometria de redisolucion
catédica de onda cuadrada y un electrodo de gota de mercurio. Esto les permitié obtener
un intervalo lineal desde 0.2 a 0.4 ng ml* y un limite de detecciéon de 0.15 ng mlt. Sin
embargo, en la actualidad el convenio de Minamata (UNEP, 2013) establece que las

técnicas electroquimicas que dependan del mercurio deben evitarse.

Ahora bien, la metodologia propuesta por Slepchenko et al. (2018) consiste en la aplicacién
de voltamperometria diferencial de pulsos con redisolucion empleando un electrodo de
carbon vitreo para la determinacion de AFB1 y aflatoxina M1 (AFM1) en muestras de leche
empleando citrato de amonio como electrolito soporte. El intervalo de concentracion
empleado para la AFB1 fue de 2x1072a 2x 10" mg L* mientras que para la AFM1 se
empleé 2 x 10 a 2 x 102 mg L. Aunque como se logra visualizar, con el uso de electrodos
convencionales, los intervalos de concentracion que se determinan se encuentran en un

orden de magnitud elevado en comparacion con el uso de los métodos no electroquimicos.
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2.3.2 Electrodos de trabajo modificados.

La modificacion de electrodos de trabajo es una técnica ampliamente utilizada debido a que
muestra mejoras en cuanto a la determinacion de los parametros analiticos, tales como
sensibilidad, precisién y selectividad del analisis cuantitativo de diversos analitos (Kozub et
al., 2010).

El proceso de modificacion del electrodo se refiere a propiciar un cambio quimico sobre la
superficie de los electrodos de trabajo, con el fin de aumentar su area electroactiva y asi
favorecer una mayor interaccion entre la especie quimica. En lo que respecta a la eleccion
de un agente modificante, se deben tener en consideracion algunas caracteristicas
indispensables para seleccionarlos: en primer lugar, debe ser altamente conductor para
garantizar que el flujo de electrones pase a través del electrodo y la pelicula
electropolimerizada para garantizar un area electroactiva mayor. Se busca también que el
material presente actividad electrocatalitica con el fin de amplificar la sefial analitica y el
analito que se desee determinar debe presentar cierta afinidad por el material. Lo anterior,
va a influir directamente en la selectividad y sensibilidad del analisis (Shi, 2023). Por lo que,
en las siguientes secciones, 2.3.2.1 y 2.3.2.2, se reportan algunos de los agentes
modificantes comunmente utilizados para el andlisis de AFB1 en diferentes matrices
alimentarias; ademas de realizar una distincion entre las especies quimicas empleadas para

la modificacion del electrodo de trabajo.

2.3.2.1 Biosensores.

Los biosensores electroquimicos han surgido como técnicas simples y altamente sensibles
los cuales integran a un ente bioldgico que mejora el parametro de selectividad; su
fundamento consiste en la aplicacion de técnicas amperométricas, de impedancia, métodos
potenciométricos o conductimétricos, que tienen como finalidad la determinacion de
aflatoxinas mediante la adicion de anticuerpos o aptameros especificos como ligandos de
afinidad (Vidal et al., 2013). Algunas de las metodologias que se encuentran reportadas en

donde se reporta el uso de biosensores se encuentran reportadas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Uso de biosensores para determinar aflatoxina B1 en alimentos.

o Electrodo  Parédmetros
Técnica de Agente ] » o )
o o de trabajo analiticos Aplicacion Referencia
cuantificacién modificante
(ng L)
Biosensor
) Intervalo i
Voltamperometria basado en un ) i Beheshti-
) . i o Carbén lineal: 156.13  Leche de ]
diferencial de aptamero y o6xido . Marnani et
vitreo —1.25x108 vaca
pulsos de grafeno al. (2019)
_ LOD: 21.86
reducido
MOF de cobre
asistido por
i Intervalo
Voltamperometria exonucleasa lll e lineal: 1x10-3
) _ ) L 13 Wang et al.
diferencial de  inmovilizacion de Oro a 1x10 Cerveza
i LOD: (2019)
pulsos nanoparticulas de
6.7x10™
oro con un
aptamero
i Intervalo L
Espectroscopia Inmunosensor ) ) ) Kaminiaris
) _ _ Serigrafiado lineal: 4560 — _
de impedancia con un anticuerpo Pistaches et al.
o de oro 50860
electroquimica monoclonal (2020)
LOD: 500
. Intervalo .
%Zpﬁtrgdsacr?gi: mﬁgitf?csefgos?::)n Serigrafiado lineal: 9.37 a z::]aefge’ Ong et al.
electrg uimica olianilina de carbono 24.98 maiz g (2023)
q P LOD: 3.12
Electrohilado de
nanofibras "
. Serigrafiado Intervalo
Espectroscopia compuestas por , X Dos
s . . o de carbono  lineal: 250 a .
de impedancia zeina/polipirrol g " Maiz Santos et
S y 6xido de 1x10
electroquimica con rafeno LOD: 92 al. (2023)
inmovilizacion de 9 '
anticuerpos

En la literatura se encuentran reportados maltiples articulos que determinan aflatoxinas con

el uso de biosensores y esto se debe a que se obtienen limites de deteccion muy por debajo

de los electrodos convencionales ya que aumentan la selectividad y sensibilidad de los

andlisis. Sin embargo, la principal desventaja del uso de biosensores es que podrian arrojar

falsos negativos en la determinacién debido a la degradacion o inestabilidad de los agentes

biol6gicos. Una excelente alternativa para reducir esta problemética es implementar
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agentes quimicos no biolégicos que muestren afinidad por el analito que se desee analizar,

desarrollando entonces sensores no enzimaticos los cuales se describen a continuacion.

2.3.2.2 Sensores no enzimadticos.

De forma general, los sensores no enzimaticos emplean agentes quimicos para la
modificacion de los electrodos, en este sentido un requisito indispensable para su eleccion
es que presenten afinidad por el analito, esto ayuda a mejorar la sensibilidad de las
metodologias propuestas y de cierto modo controlar la selectividad del analisis. A
continuacién, en la Tabla 3, se detallan algunas de las especies quimicas que se han
empleado para realizar la cuantificacion de aflatoxina B1 en diferentes matrices de

alimentos.

Tabla 3. Uso de sensores no enzimaticos para determinar aflatoxina B1 en alimentos.

Técnica d Aent Electrodo Parametros
écnica de gente ) o L _
fif y dif . de trabajo analiticos Aplicacion Referencia
cuantificacion modificante
(ng L)
Nanotubos de
Volt i b ca:r,ll)_ono g Intervalo
oltamperometria imetdlicos de . lineal: 31.23 a
diferencial de paredes multiples C\:/?trrt;%n 31.23 x 105 Aceite W?gglit)al.
pulsos de Au/Ptinjertados LOD: 9.37
con poli o-
fenilendiamina
Voltamperometria Nanoparticulas de
difergncial de oro y puntos Serigrafiado  LOD: 146.77 Cebada Gevaerd et
ulsos cuanticos de de carbono  LOQ: 468.41 al. (2020)
P grafeno
Pelicula de
Voltamperometria b|srr_1uto . . Hernandez
; ) electropolimerizada Barra de LOD: 11.2
diferencial de licand 4 : Leche etal.
UISOS aplicando grafito LOQ: 37.3 (2021)
P voltamperometria
ciclica
MIP con fenol
Espectroscopia  c0M0 mondémero y Intervalo
depim edanf:)ia un producto Carbén lineal: 1.56 a Ar107 Chen et al.
electrg Limica derivado de la vitreo 31.22 (2023)
q goma de LOD: 0.53
Elaeagnus
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Lo anterior evidencia un amplio campo de aplicacién con respecto al uso de especies
guimicas no biol6gicas que muestren afinidad por la aflatoxina B1, como es el caso del
trabajo que se desarroll6, en donde se plantea el uso de polidopamina como agente
modificante sobre el electrodo de carbon vitreo para la determinacion de la micotoxina, esto
retomando estudios previos en donde se reportan las interacciones que se llevan a cabo

entre ambas especies (Zhao et al., 2021).

2.4 Uso de polidopamina para la determinacion de aflatoxinas.

La dopamina (DA) desempefa un papel muy importante como neurotransmisor en el cuerpo
de diversas especies animales, incluyendo al ser humano, sin embargo, estudios recientes
se han enfocado en la capacidad que muestra para polimerizarse, lo que recientemente ha
sido aprovechado en electroanalisis para la modificacion de electrodos de trabajo. Esta
resulta una alternativa interesante si se considera que la polidopamina presenta
caracteristicas como material de adsorcién de AFB1 para su posterior determinacion (Siy
Yang, 2011).

Hay que mencionar, que la dopamina es una molécula susceptible a la polimerizacion
guimica (Figura 2), proceso mejor conocido como autopolimerizacion, y esta reaccion se
ve favorecida a pH alcalino. La polimerizacion se lleva a cabo mediante la oxidacién de la
molécula por condiciones aerobias o bien, por medio de la adicién de agentes oxidantes,
tales como peréxido de hidrégeno (H202), peroxodisulfato amanico ((NH4)2S20s), peryodato
de potasio (KIO4) (Carrasco-Rodriguez, 2013) o incluso mediante electrooxidacion, en
donde se garantiza la modificacion de la superficie del electrodo, es importante mencionar
qgue el espesor de la pelicula electropolimerizada depende de la concentracion del
mondmero asi como del tiempo y condiciones de la polimerizacion (Quinchaneguay Cortés,
2018).
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Figura 2. Polimerizacién quimica de la dopamina.

La electropolimerizacion es un proceso que involucra la aplicacibn de técnicas
electroquimicas, como es el caso de la voltamperometria ciclica o bien Ila
cronoamperometria. Es importante contar con una atmadsfera de nitrégeno ya que permite
controlar el proceso de deposicién del polimero sobre la superficie del electrodo de trabajo,
reduciendo el riesgo de tener la autopolimerizacion quimica de DA lo cual implica la

obtencion de una pelicula uniforme y reproducible (Allende-Sanchez, 2012).

La polidopamina (PDA) ya formada puede interaccionar con moléculas, mostrando afinidad
principalmente por grupos amino debido a la presencia de grupos catecol en su estructura,
formando enlaces covalentes (Allende-Sanchez, 2012). El mecanismo por el cual se lleva
a cabo esta interaccién es mediante la adicion de Michael y la reaccién de la base de Schiff,

por la presencia de la quinona, dentro del polimero (Martinez et al., 2013)

Se ha demostrado que la interaccion entre PDA y AFB1 se debe a interacciones
electrostaticas, enlaces por puentes de hidrogeno y el modelo donador-aceptor de
electrones (Li et al., 2018). Por esta razoén, para llevar a cabo un proceso eficiente en la
cuantificacion de AFB1 empleando PDA, se requiere de un proceso de adsorcidon
significativo que permita retener una mayor cantidad del contaminante en matrices

alimenticias.

El presente trabajo propone realizar un andlisis cuantitativo de AFB1 a través del desarrollo
de una metodologia basada en un sensor modificado con PDA a partir de diversas técnicas
electroquimicas; para posteriormente usar voltamperometria por redisolucién adsortiva y

lograr la cuantificacion de la micotoxina en semillas oleaginosas.
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3. JUSTIFICACION.

Los pistaches junto con las almendras y las nueces, son las semillas que mas exporta
México, ya que produce anualmente 37 mil toneladas de las nueces de arbol. Los frutos
secos, son muy importantes en la ingesta debido a su poder antioxidante (SENASICA,
2019). El almacenamiento de las semillas oleaginosas juega un papel muy importante en lo
que respecta a la contaminacién por micotoxinas, ya que bajo condiciones de humedad
elevadas se tiene el crecimiento y proliferacion del hongo Aspergillus Flavus, por
consiguiente, la produccion de aflatoxinas se incrementa. El principal problema que conlleva
su presencia en alimentos reside en que no presentan deterioro en las caracteristicas
organolépticas; de igual forma son térmicamente estables (soportan entre 260 y 320 °C sin
presentar degradacion) por lo tanto persisten tras procesos como el tostado o incluso la
coccion (Lopez, 2018). La ingesta de la materia prima contaminada es muy comun en
humanos, por lo cual es de vital importancia la cuantificacion de aflatoxinas que ingresan al

organismo.

4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Desarrollar una metodologia voltamperométrica basada en un sensor modificado con

polidopamina para la determinacién de aflatoxina B1 en nuez, almendra y pistache.

4.2 Objetivos especificos.

o Evaluar el perfil electroquimico de la dopamina mediante voltamperometria
ciclica para establecer los parametros de oxidacion y reduccién en el electrodo
de trabajo.

o Evaluar el perfil electroquimico de la polidopamina mediante voltamperometria
ciclica para establecer la ventana de potencial de trabajo y las mejores

condiciones para su electrosintesis potenciostatica.
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Evaluar el perfil electroquimico de la aflatoxina B1 mediante voltamperometria
ciclica para establecer los parametros de oxidacion y reduccién en el electrodo
de trabajo modificado.

Optimizar los pardmetros asociados a la técnica seleccionada para la
electrosintesis de la polidopamina mediante una optimizacién univariable de
forma que se obtenga la sefial analitica mas intensa para la aflatoxina B1.
Optimizar los parametros relacionados a la voltamperometria de onda cuadrada
mediante el disefio Box-Behnken para maximizar la sefial analitica hacia
aflatoxina B1.

Realizar la caracterizacion analitica de la propuesta metodolégica mediante el
uso de la estadistica para determinar la sensibilidad, limite de deteccion, limite
de cuantificacion y reproducibilidad.

Validar el método propuesto mediante el uso de la estadistica comparando las
mediciones obtenidas con un estandar de aflatoxina B1, asi como el porcentaje
de recuperacion con el fin de demostrar que la metodologia propuesta es
aceptable y adecuada.

Realizar mediciones en muestras reales mediante una determinacion directa y
adicién patron para la determinacion de aflatoxina B1 en almendra, nuez y

pistache.

5. CONDICIONES EXPERIMENTALES.

5.1 Materiales y reactivos.

Para la preparacién de las diferentes soluciones se partié de reactivos grado analitico marca

Sigma-Aldrich y agua desionizada (resistividad 18.2 Q) obtenida de un sistema Milli-Q
MILLIPAK GAMMA GOLD.

La solucién de DA para la modificacion del electrodo se prepar6 a una concentracion 5 mM

y se disolvié en un buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7. La solucion fue previamente burbujeada

con nitrégeno de ultra alta pureza y se protegi6 de la luz; la pelicula electropolimerizada era

renovada en cada determinacion, puliendo el electrodo de trabajo con la ayuda de una
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solucion de particulas de diamante con tamafio de 1.00 um marca BASi. En cada

modificacion, la concentracion y tratamiento de DA permanecio constante.

En lo que respecta a las soluciones de AFB1 se prepararon a partir de una ampolleta

certificada de Sigma-Aldrich a 200 mg L en etanol absoluto.

5.2 Caracterizacion electroquimica.

Todos los experimentos se realizaron en una celda electroquimica convencional de vidrio
para tres electrodos con capacidad de 20 ml. El sistema de electrodos esta compuesto por
un electrodo de trabajo de carbon vitreo (ECV), un electrodo auxiliar que consistié en una
barra de grafito de alta pureza y como electrodo de referencia Ag/AgCl saturado. Los
andlisis electroquimicos se realizaron con un potenciostato Epsilon conectado a una

computadora de escritorio.

5.3 Perfil electroquimico de la dopamina.

Para las determinaciones que involucren a la DA se emple6 atmdsfera de nitrégeno de ultra
alta pureza, burbujeando la solucién durante 10 minutos con el fin de eliminar el oxigeno en
la solucién y de esta forma evitar la polimerizacién quimica de DA. ElI comportamiento
electroquimico de la DA sobre el ECV se estudi6 mediante voltamperometria ciclica,
iniciando el barrido en sentido anddico, a una velocidad de barrido de potencial de 100 mV

sy en una ventana de potencial de -800 a 800 mV.

5.4 Modificacion del electrodo de carbon vitreo.

5.4.1 Optimizacion de la electropolimerizaciéon de dopamina.

Para estudiar la modificacién del ECV se contrastaron los métodos potenciodindmico
(aplicando voltamperometria ciclica) y potenciostéatico (aplicando cronoamperometria) con

el fin de establecer la técnica que representa una mayor reproducibilidad con respecto a la
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respuesta hacia AFB1. Primero se crecid la pelicula, por voltamperometria ciclica y
cronoamperometria, una vez electropolimerizada sobre la superficie del ECV se evalué su
respuesta mediante voltamperometria ciclica, considerando 3 réplicas, en una solucion de
AFB1 a 40 ng L* en un buffer de boratos 0.1 M a pH 9. El pardmetro determinante en cuanto
a la eleccion de la técnica para el crecimiento de la pelicula fue la reproducibilidad de los
voltamperogramas. Y una vez seleccionada la mejor metodologia de electropolimerizacion,

se procedi6 a optimizar de forma univariable los parametros caracteristicos de la técnica.

5.4.2 Caracterizacion de la pelicula electropolimerizada.

La caracterizacién morfoldgica se llevé a cabo empleando un microscopio éptico de mano
de marca ProScope HR, analisis por microscopias electrénicas de barrido (SEM) usando
un equipo JEOL IT-300 y espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)
empleando un equipo OXFORD X-Max 20. Para los tres estudios se evaluaron tanto el ECV,
asi como el modificado (ECV-PDA) con el fin de evidenciar la electropolimerizacion de PDA
sobre la superficie del electrodo. Ademas de estos analisis se realizaron estudios de
impedancia usando un potenciostato Metrohm-Autolab controlado con el software Nova
2.1.4, empleando como electrolito soporte una solucién 0.01 M de ferricianuro de potasio
(KsFe(CN)e) en cloruro de potasio (KCI) 0.1 M; en donde se analizaron el ECV y ECV-PDA.

5.5 Determinacion del area electroactiva.

Se creci6 la pelicula de PDA a las condiciones previamente optimizadas, una vez
modificado el electrodo se usé una solucién de ferricianuro de potasio (KsFe(CN)g) 0.01M
en cloruro de potasio (KCI) 0.1 M y mediante voltamperometria ciclica se vario la velocidad
de barrido de potencial desde 10 a 100 mV s*. Una vez obtenidos los voltamperogramas
se obtuvo la ecuacion de la recta, relacionando la raiz cuadrada de la velocidad de barrido
de potencial en Volts por segundo (V s?) vs la intensidad de pico catédico en Amperes (A).
Y con base a la ecuacion de Randles-Sevcik (Gosser, 1993), Ecuacion 1, se despejé el
area electroactiva, Ecuacién 2, sustituyendo el valor obtenido de la pendiente del andlisis

de regresion lineal.
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i, = 2.65x10°nz A C Dz vz Ecuacidn 1

En donde: ip = corriente (A); n = nimero de electrones intercambiados en la reaccion; A = area electroactiva
(cm?); C = concentracién de la especie electroactiva (mol cm3); D = coeficiente de difusién de la especie

electroactiva (6x10- cm?s?); v = velocidad de barrido de potencial (V s2).

m

A= T Ecuacion 2

3
2.65x10°% nz C D2

5.6 Perfil electroquimico de la aflatoxina B1.

Con el fin de identificar los procesos de 6xido-reduccion de la AFB1 se prepard una solucion
a 40 ng L empleando como electrolito soporte un buffer de boratos 0.1 M a pH 9.
Posteriormente empleando un analisis por voltamperometria ciclica en sentido anddico, a
una velocidad de barrido de potencial de 100 mV s? y en una ventana de potencial de -
1200 a 1200 mV se identific6 la onda anddica que se asocia a la oxidacion de la AFB1.

5.6.1 Caracterizacion mediante espectroscopia de impedancia electroquimica.

Con el fin de identificar el efecto de la AFB1 sobre el ECV-PDA se realizaron estudios de
impedancia electroquimica empleando un potenciostato Metrohm-Autolab controlado con
el software Nova 2.1.4, empleando como electrolito soporte una solucibn 0.01 M de
ferricianuro de potasio (KsFe(CN)s) en cloruro de potasio (KCI) 0.1 M; en esta ocasion se
contrastaron tres casos con respecto al electrodo de trabajo: ECV, ECV-PDA y electrodo
de carbon vitreo modificado con la toxina adsorbida (ECV-PDA-AFB1).
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5.6.2 Comportamiento electroquimico de la aflatoxina B1 en el electrodo modificado.

El comportamiento electroquimico de la AFB1 sobre el electrodo de trabajo modificado se
estudié mediante voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido de potencial
dentro del intervalo de 20 a 100 mV s, usando una solucién de AFB1 a 60 ng Lten un
buffer de boratos 0.1 M a pH 9 como electrolito soporte. Una vez obtenidos los
voltamperogramas se obtuvo la ecuacion de la recta, relacionando la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido de potencial (mV s) en funcién de la intensidad de pico andédico (UA),
cuyo fundamento se encuentra en la linealizacién de la Ecuacion 1, empleando términos
logaritmicos y obteniendo la Ecuacion 3 (Bard & Faulkner, 2001); esperando obtener un
intervalo lineal que se relaciona con el régimen del comportamiento entre la AFB1 y el ECV-
PDA.

Para estudiar el proceso que controla el sistema electroquimico se analizé un gréfico en
términos logaritmicos que relaciona el logaritmo de la velocidad de barrido de potencial (mV
s?) vs el logaritmo de la intensidad de pico anédico (UA). Para el andlisis de esta prueba se
realiz6 una regresion lineal y se contrast6 el valor de la pendiente con dos ecuaciones que
representan una aproximacién con respecto al control del sistema, la Ecuacion 4 se
relaciona con un control por adsorcion, mientras que la Ecuacién 5 indica un control

difusional.

3 1 1
logi, = log (2.69x10°nz A C Dz) + log (v)z  Ecuacion 3

logi, = log (v) + log (cte)  Ecuacion 4

logi, =0.51og (v) + log (cte) Ecuacién 5
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5.7 Optimizacion del tiempo de contacto y pH para el analisis de aflatoxina
B1 para el analisis por voltamperometria de redisolucion anddica.

5.7.1 Tiempo de contacto.

Se procedio a optimizar el tiempo de contacto del electrodo modificado en la solucién que
contiene ala AFB1, para esto se ajusto una velocidad de agitacién de 500 rpm y se probaron
tiempos de preconcentracion en un intervalo de 30 s hasta 10 min. El tiempo 6ptimo se
determiné con base a la méxima intensidad de corriente anddica relacionada a la oxidacion
de AFB1.

5.7.2 pH.

La optimizacion del electrolito soporte donde se lleva a cabo la determinacion de AFB1 se
realiz6 de forma univariable variando el pH del electrolito de 1 a 11, mediante un buffer
Britton-Robinson 0.1 M. La eleccién del pH 6ptimo se realizé considerando el maximo valor

para la sefial de corriente anddica correspondiente a la AFB1.

5.8 Optimizacion de las variables relacionadas con la voltamperometria
de onda cuadrada.

Mediante un disefio de experimentos Box-Behnken se optimizaron los parametros
caracteristicos de la voltamperometria de onda cuadrada que se usard para la
cuantificacién de AFB1. Se consider6 un disefio a tres niveles y con tres factores, los cuales
fueron el paso del potencial, amplitud del pulso y frecuencia del pulso. En la Tabla 4 se
muestra la codificacion de cada una de las variables, asi como los niveles en los que fueron
estudiadas. Mediante el analisis estadistico adecuado se pudieron obtener los valores

Optimos para los parametros de forma que se maximizara la sefal analitica hacia la AFB1.
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Tabla 4. Nivel de las variables independientes empleadas para el disefio Box-Behnken.

Codificacion de variables

Variable Simbolo
-1 0 +1
Frecuencia de pulso (Hz) A 1 100 200
Paso de potencial (mV) B 5 20 35
Amplitud de pulso (mV) C 10 105 200

5.9 Determinacion de las caracteristicas analiticas cuantitativas de la
metodologia propuesta.

Para determinar los pardmetros analiticos relacionados a la determinacion de AFB1 con la
metodologia propuesta, se construye una curva de calibracion considerando mediciones de
estandares de AFB1 en concentraciones desde 0 a 75 ng L, realizando un triplicado de
cada medicién. Mediante el analisis por regresion lineal de la corriente maxima de pico
anaodico vs la concentracion de AFB1 medida, se determinaron estadisticamente el limite
de deteccion (Ecuacién 6) y cuantificacion (Ecuacién 7), intervalo lineal (Ecuacién 8),
sensibilidad del método propuesto (tomando como referencia el valor de la pendiente
obtenida del analisis por regresion lineal) y reproducibilidad (Ecuacion 9), los calculos
matematicos se realizaron de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC.

LOD = —X  Ecuacion 6

LOQ = y Ecuacion 7

y=b+mx  Ecuacién 8

il

%RSD = =+ 100 Ecuacion 9
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5.10 Analisis de muestras reales.

Partiendo de las especificaciones reportadas en normativas se describen el proceso de
extraccion de aflatoxinas en semillas oleaginosas. Para ello se trituraron 25 g de la muestra
en un procesador de alimentos a maxima velocidad durante 3 minutos, después se
agregaron 1 g de NaCl y 50 ml de metanol al 80% para homogenizar los tres componentes
y posteriormente la solucion sobresaturada obtenida se filtr6 con papel Whatman No. 1,
obteniendo asi, el extracto de almendra, nuez y pistache.

El andlisis cuantitativo se realizé de forma directa empleando la metodologia propuesta.
Primero se diluyo el extracto filtrado considerando que las muestras contenian el limite
maximo permisible en las normativas oficiales mexicanas (20 ug kg?) y a partir de esta
suposicion se prepard una concentracion teérica (50 ng L) dentro del intervalo de la curva
de calibracion. Sin embargo, con el fin de determinar el efecto matriz se realiz6 también la
cuantificacion mediante adicion patrén analizando estandares en concentraciones desde 5

a 25 ng L de AFB1 para cada matriz alimentaria.

5.11 Validacion de la técnica de cuantificacion propuesta.

La validacion del método se llevé a cabo mediante la obtencién del porcentaje de
recuperacion. Primero se doparon los extractos de las muestras de almendra, nuez y
pistache, con una concentracion conocida del estdndar de AFB1. Para proseguir con su

cuantificacién y finalmente sustituir los valores en la Ecuacién 10.

L% 4100  Ecuacién 10

% Recuperacion =
0

En donde: Yi = concentracién de la muestra mas el patron afiadido; Xi = concentracion inicial de la muestra;

Xo = concentracion del patron afiadido.
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6. RESULTADOS.

6.1 Perfil electroquimico de la dopamina.

El uso de la atmdsfera de nitrégeno durante los experimentos permitié descartar las sefiales
catddicas asociadas a la presencia de oxigeno en la solucién de igual forma la solucion se
protegio de la luz con el fin de impedir que la dopamina sufriera oxidacion quimica. El perfil
electroquimico de la dopamina se estudié en una solucion 5 mM en un buffer de fosfatos
0.1 M a pH 7 mediante voltamperometria ciclica. En la Figura 3, se muestra el
voltamperograma obtenido que se inicié en sentido anddico; en él se observé un primer
pico anddico (1) con un potencial de maximo pico anddico alrededor de 400 mV, de acuerdo
con el mecanismo de reaccion propuesto por Szewczyk et al. (2022), ilustrado en la Figura
4, se asocia a la oxidacién de dopamina (DA) a dopaminoquinona (DAQ) en un proceso
electroquimico-quimico. Esto se deduce ya que durante el barrido del segundo segmento
del voltamperograma (sentido catodico) el pico asociado a la reduccion de DAQ a DA, pico
catodico (I1), no tiene la misma intensidad de corriente que el pico (l) (Almeida et al., 2019;
Bacil et al., 2020). En este punto se empiezan a formar los primeros oligdbmeros de acuerdo
al intermediario A mostrado en la Figura 4. Continuando con el barrido catodico, finalmente
se encuentra el pico catédico (lll) a un potencial de minima corriente catodica de -410 mV.
De acuerdo con el mecanismo de reaccion; al formarse la DAQ sufre una ciclacion
intramolecular de DAQ mediante una adicion de Michael, proceso quimico que precede a
los productos leucodopaminocromo (LDAC) y dopaminocromo (DAC), siendo la reduccion

de este Ultimo el responsable del pico (lll) (Szewczyk et al., 2022).

110
20
70
50

lpa/ LA

30 — ECV-ES
10 —ECV-DA
-10

i |
-30

-800 -400 0 400 800
E/mv

Figura 3. Voltamperograma ciclico que muestra el perfil electroquimico de la dopamina obtenido en una
soluciéon 5 mM usando como electrolito soporte un buffer de fosfatos0.1 M a pH 7 y una velocidad de barrido
de 100 mV s, iniciando el andlisis en sentido anddico.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de polimerizacion de la dopamina (Almeida et al., 2019).

En la Figura 5, se presenta el voltamperograma ciclico sucesivo en donde aparece un pico
anodico (1V), y de acuerdo con lo discutido en la Figura 4 se atribuye a un proceso de
oxidacion de dihidroxindol (DHI) formado por la isomerizacion del DAC que posteriormente
se oxida a indolquinona (IQ). Este ultimo proceso contribuye a la formacion del polimero a
través del intermediario C mostrado en el esquema de la Figura 4. En la Figura 5, se
visualiza una disminucion gradual en la intensidad del pico anddico | conforme se realizan
los ciclos consecutivos, este comportamiento es un indicativo de la posible modificacion

superficial del ECV.
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Figura 5. Voltamperograma ciclico sucesivo de 3 ciclos obtenido en una solucion de dopamina 5 mM usando
como electrolito soporte un buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7, velocidad de barrido de 100 mV s™.

6.2 Modificacion del electrodo de carbon vitreo.

Para llevar a cabo la modificacion del ECV se empleé una solucion de DA 5 mM en un buffer
de fosfatos 0.1 M a pH 7, la solucién se protegié de la luz y fue burbujeada con nitrégeno
de ultra alta pureza durante 10 minutos. La modificacion del electrodo se estudié mediante
dos métodos: el potenciodinAmico por voltamperometria ciclica (empleando 3 ciclos
sucesivos en una ventana de potencial de -800 a 800 mV y una velocidad de barrido de
potencial de 100 mV s?) y el potenciostatico por cronoamperometria (estableciendo un
potencial de 174 mV y un tiempo de imposicion de 30 s) ver Figura 6 Ay B. Una vez que
se creci6 la pelicula de PDA, por voltamperometria ciclica y cronoamperometria, se evalué
la respuesta de la AFB1 mediante voltamperometria ciclica, ver Figura 6 C y D, la
concentracién de AFB1 para realizar este experimento se tomo6 con base en la revision
bibliografica (Gevaerd et al., 2020) estableciendo 40 ng L y usando un buffer de boratos
0.1 M a pH 9 como electrolito soporte, cada determinacién se llevo a cabo por triplicado y

directamente sobre la soluciéon de AFB1.
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Figura 6. Electropolimerizacion de PDA mediante: A) Método potenciodinamico y B) Transitorio
potenciostatico. Ambos en el sistema dopamina 5 mM en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7. Reproducibilidad
de la electropolimerizaciéon por: C) Voltamperometria ciclica y D) Cronoamperometria; las respuestas se
visualizan mediante voltamperogramas ciclicos, iniciando el barrido en sentido anédico, a 100 mV sty en
AFB1 40 ng L usando como electrolito soporte un buffer de boratos 0.1 M a pH 9.

Cuando se analiza el

voltamperograma obtenido

mediante la modificacion

potenciodinamica (Figura 6 C) se visualizan dos ondas anddicas, alrededor de los 150 y

630 mV, caso contrario al analizar el voltamperograma obtenido por el método

potenciostatico (Figura 6 D), en donde el pico anddico I, que aparece a los 650 mV,

disminuye su intensidad a tal punto de ser considerado como un hombro. Bajo este analisis,

se fijo como sefial analitica el pico anddico I, debido a que mantiene su definicion y aparece
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al mismo potencial (150 mV) al analizar las dos técnicas de electropolimerizacion. La
diferencia mas importante entre ambas técnicas fue en la reproducibilidad de los analisis.
Mediante la técnica potenciostatica se obtuvo un %RSD de 1.49% mientras que con la
técnica potenciodindmica se obtuvo un 7.44%, por esta razon se elige la primera para el
crecimiento de la pelicula de PDA.

6.2.1 Optimizacion de la electropolimerizacion de DA.

La optimizacion de los pardmetros relacionados a la técnica potenciostatica se realizo de
forma univariable con el fin de maximizar la respuesta anddica hacia la AFB1. Se inici6 con
la optimizacion del potencial de crecimiento para la formacion de la PDA. Los potenciales
elegidos para el estudio se retomaron del voltamperograma indicado en la Figura 3,
seleccionando valores de potencial por debajo y por encima del potencial de méaxima
corriente anddica del pico (I). Una vez sintetizada la PDA, se realizd voltamperometria
ciclica, en una solucién de AFB1 40 ng L empleando un buffer de boratos 0.1 M a pH 9
como electrolito soporte, los resultados se muestran en la Figura 7, y se resumen en la
Tabla 5.

Tabla 5. Potencial impuesto vs la intensidad de corriente de pico anddico relacionada a la oxidacion de AFB1
a 40 ng L* durante la etapa de modificacion del electrodo mediante cronoamperometria (%RSD) n= 3.

E/mV lpa/ LA
200 0.4517 (2.44)
300 0.3937 (1.59)
350 0.3601 (3.46)
400 0.4883 (1.15)
450 0.6622 (5.32)
550 0.6673 (3.87)
650 0.6097 (5.91)
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Figura 7. A) Familia de transitorios potenciostaticos obtenidos imponiendo diferentes potenciales para
modificacion con PDA. B) Voltamperogramas ciclicos que muestran la respuesta de los diferentes electrodos
modificados en una solucion de AFB1 40 ng L en un buffer de boratos 0.1 M a pH 9 a una velocidad de
barrido de potencial de 100 mV s,

De acuerdo con la Tabla 5, se observa un comportamiento directamente proporcional entre
el potencial (E/mV) y la altura del pico anddico (lpa/pA). A partir de 550 mV la intensidad
anddica decrece. Esto se relaciona con el recubrimiento y grosor de la pelicula por lo que
el decremento en la intensidad de corriente anddica se podria asociar a que espesor de la
pelicula interfiere con la transferencia de electrones. Por esta razon se fija el potencial para
el crecimiento de la pelicula de PDA en 550 mV y se procedié a optimizar el tiempo de

imposicion de potencial para la cronoamperometria.

Tabla 6. Tiempo de imposicién de potencial vs la intensidad de corriente anddica relacionada a la oxidacion de
AFB1 para la modificaciéon potenciostatica del electrodo (%RSD) n= 3.

t/s lpa/ LA

30 0.2208 (2.84)
60 0.2889 (3.38)
120 0.3696 (6.21)
180 0.4334 (2.65)
300 0.3113(3.82)
420 0.2686 (4.63)
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Figura 8. A) Familia de transitorios potenciostaticos imponiendo un potencial de 550 mV obtenidos a
diferentes tiempos de imposicion para la modificacion con PDA. B) Voltamperogramas ciclicos de una
solucion de AFB1 40 ng Lt en un buffer de boratos 0.1 M a pH 9 a una velocidad de barrido de potencial de
100 mV s,

Para la optimizacién univariable se emple6 un intervalo de tiempo de 30 hasta 420 s, los
correspondientes transitorios potenciostaticos se muestran en la Figura 8 y contrastando
con las intensidades reportadas en Tabla 6, se encuentra un pico anédico mejor definido y
que posee una mayor intensidad de corriente al usar 180 s. Tiene sentido que, a tiempos
mayores, 300y 420 s, la altura de pico anddico decrezca este comportamiento se le atribuye
a las propiedades fisicas de la PDA, que la clasifican como un material semiconductor. Por
esta razon, al electropolimerizar la pelicula por un tiempo prolongado el grosor aumenta y
por ende la conductividad del material se ve disminuida afectando directamente la
transferencia de electrones entre la AFB1 y el ECV-PDA.

6.2.2 Caracterizacion de la pelicula electropolimerizada.

La caracterizacion morfolégica del ECV y ECV-PDA se estudié con un microscopio éptico
de mano, la Figura 9 A muestra la superficie del ECV en donde se observa una superficie
pulida, lisa y vitrea. Por otro lado, la electropolimerizacién de PDA se estudi6 creciendo la
pelicula con el método potenciostético previamente optimizado, Figura 9 B, la modificacion
resulta evidente ya que se observa un cambio en la morfologia del ECV, apreciando
diversos relieves que se distribuyen en forma de anillo, principalmente sobre la parte

externa del componente vitreo del ECV, la coloracién de la pelicula corresponde a una
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gama azulada-grisdcea y presenta una textura completamente rugosa. Incluso en la vista
lateral se evidencian las prominencias que se asocian con una electropolimerizacion exitosa
de PDA sobre el ECV.

Figura 9. Microscopias Opticas y grafico de superficie 3D de A) ECV y B) ECV-PDA obtenidas con 250x.

Una vez analizada la superficie del electrodo, se procedié a identificar la disposicion de PDA
a lo largo de la superficie del ECV, por esta razén se tomaron microscopias en diferentes
zonas del ECV-PDA, que se encuentran representadas en la Figura 10. La primera imagen
corresponde a la zona central del ECV-PDA, aqui se observan pequefias particulas de PDA
gue se encuentran dispersas en toda la region. Al analizar la parte media del electrodo se
observa como las particulas comienzan a aglomerarse hasta formar una masa de mayor
tamafio. Y al evaluar la zona externa, es decir la frontera entre la parte vitrea y la resina
gue recubre el electrodo, se observa una mayor acumulacién de PDA evidenciando un

crecimiento tridimensional del polimero que aporta cierto relieve a la superficie estudiada.
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Figura 10. Microscopias opticas y graficos de superficie 3D que muestra la disposicion del polimero sobre:
| el centro, Il la zona mediay Il la frontera del ECV-PDA obtenidas con 250x.

También se obtuvieron las microscopias por SEM del ECV y ECV-PDA, Figura 11. En ellas
se corrobora la informacién recabada por las microscopias épticas, en donde el ECV posee
una superficie lisa. Mientras que en el caso del ECV-PDA se evidencia que la distribucion
del polimero sobre el electrodo inicia formando una capa delgada, que incluso cambia la
coloracion al fondo de la microscopia, torndndose ligeramente mas oscura en comparacion
con el electrodo sin modificar. Esta capa delgada da lugar a la formacién de pequefios

nucleos de PDA que van creciendo hasta llegar a traslaparse.

Figura 11. Microscopias SEM de A) ECV y B) ECV-PDA ambas obtenidas con un detector de electrones
retrodispersados a 1000x.
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Por otra parte, los espectros obtenidos por EDS, Figura 12, muestran el mapeo elemental
del electrodo sin modificar y la pelicula formada en la superficie del electrodo. En el caso
de ECV unicamente se cuenta con la presencia de carbono y oxigeno, elementos que
forman parte de la composicion del electrodo, mientras que en el caso del ECV-PDA se
confirma la presencia del polimero ya que ademas de contener carbono y oxigeno, aparece
el nitrégeno, elemento que se encuentra presente en los grupos amino que componen la

estructura quimica de la PDA, Figura 1.

M Map Sum Spectrum M Map Sum Spectrum

Elemento Peso (%p/p)
C 98.56
[¢] 1.44

Elemento Peso (%p/p)
[9] 96.57
[0) 2.24
N 1.19

Figura 12. Espectros obtenidos del analisis EDS de A) ECV y B) ECV-PDA.

Finalmente, se realizaron estudios de impedancia electroquimica analizando el ECV vy el
electrodo modificado con PDA crecida por cronoamperometria a 550 mV y en 180 s (ECV-
PDA), posteriormente mediante el andlisis de impedancia a diferentes frecuencias, se

trazaron los diagramas de Nyquist que se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Diagramas de Nyquist para verificar la modificacion del ECV empleando KsFe(CN)s 0.01 M en KCI
0.1 M en un intervalo de frecuencia de 0.1 - 100000 Hz.
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Los diagramas de Nyquist evidencian que el ECV cuenta con un intervalo lineal en
resistencias de 1000 a 3000 Q, cuyo comportamiento se asemeja a la Ley de Ohm, esto se
asocia a que el carbdn vitreo es un material que presenta alta conductividad eléctrica. Por
otro lado, en presencia del agente modificante, ECV-PDA, el semicirculo caracteristico de
los diagramas de Nyquist resulta mas evidente en comparacién con el ECV. Esto ocurre
debido a las propiedades fisicas de la PDA, ya que al ser catalogado como un material
semiconductor provoca una disminucion en la resistencia a la transferencia de carga, como
consecuencia, el grafico que involucra el ECV-PDA se curvea (Ang-Mei & Pilo, 2017). Los
diagramas de Nyquist permiten corroborar que la técnica de electropolimerizacion
propuesta representa una modificacion exitosa sobre la superficie del ECV.

6.3 Determinacion del area electroactiva.

La determinacioén del &rea electroactiva se lleva a cabo mediante voltamperometria ciclica
evaluando diferentes velocidades de barrido de potencial, Figura 14. Cada
voltamperograma se inicié en el potencial de corriente nula y en una ventana de potencial
de -1000 a 1000 mV previamente al andlisis se electropolimeriz6 PDA mediante
cronoamperometria a 550 mV con un tiempo de imposicion de 180 s y una vez crecida la
pelicula se evalué su respuesta en una solucién de KsFe(CN)s 0.01 M en KCI 0.1 M como
electrolito soporte; por esta razén en este analisis se siguid el proceso de reduccién y por
consiguiente se calcularon las alturas de pico catddico. El procedimiento se replicod para
analizar el comportamiento del ECV con el fin de tener una comparativa entre el electrodo

modificado y sin modificar.
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Figura 14. Voltamperogramas ciclicos para determinar el area electroactiva del ECV-PDA variando la
velocidad de barrido de potencial desde 10 a 100 mV s* empleando una solucién de ferricianuro de potasio
(KsFe(CN)s) 0.01 M en cloruro de potasio (KCI) 0.1 M como electrolito soporte.

Con la informacion proporcionada por los voltamperogramas, se realiz6 un analisis por
regresion lineal. Relacionando la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potencial en
Volts por segundo (V s?) vs la intensidad de pico catdédico en Amperes (A), graficos
mostrados en la Figura 15. Para realizar la determinacion del &rea electroactiva se despejo
este parametro de la Ecuacién 1. Posteriormente se relaciond la pendiente del andlisis de

regresion lineal para obtener la Ecuacion 2.

A) B)
0.0001 0.00008
»
0.00008 . o* - o
< 0.00006 - < o*
3 ® % 0.00004 o*®
£ 0.00004 = , & . " "
0.00002 oY y=3x10%-7x10¢ 0.00002 ® y=2a10"+9:0
' R? =0.9949 R”=0.9959
0 0
000 010 020 030 0.0 000 010 020 030 0.0
v/V st vV st

Figura 15. Regresion lineal a diferentes velocidades de barrido de potencial vs intensidad de corriente
catddica asociada a la reduccion del KsFe(CN)s para la determinacion del area electroactiva del A) ECV y B)
ECV-PDA.
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El area electroactiva del ECV contd con un valor de 0.0303 cm? mientras que el ECV-PDA
0.0455 cm?, estos datos resultan coherentes ya que al modificar la superficie del electrodo
se espera un cambio en la morfologia, tal y como se observa en la Figura 9 B, donde los
relieves obtenidos se relacionan con un aumento en la rugosidad de la superficie y con un

mayor nimero de sitios activos.

También se determiné el area geométrica del ECV, empleando la Ecuacion 11, para ello
se determin6 el diametro de la parte vitrea del electrodo usando un Vernier digital
obteniendo un valor de 0.636 cm. Posteriormente, se obtuvo un valor de 0.3177 cm? para
el area geométrica del electrodo. Aqui es importante destacar que el area geométrica
describe los aspectos lineales, o bien, el tamafio del electrodo. Mientras que el area
electroactiva se relaciona con la superficie del electrodo que presentara actividad

electroquimica con el analito. Por esta razon arrojan valores muy diferentes entre si.

2

A= nr Ecuacion 11

6.4 Perfil electroquimico de la aflatoxina B1.

El comportamiento electroquimico de la AFB1 sobre el ECV, se evalué mediante
voltamperometria ciclica en una solucién de AFB1 a 40 ng L'* usando un buffer de boratos
0.1 M pH 9 como electrolito soporte, los voltamperogramas obtenidos se presentan en la

Figura 16.
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Figura 16. Voltamperogramas ciclicos que muestran el perfil electroquimico de la aflatoxina sobre el electrodo
de carbén vitreo en una solucién de AFB1 40 ng L* usando como electrolito soporte un buffer de boratos pH
9 a 0.1 My una velocidad de barrido de potencial de 100 mV s.

En el primer barrido anddico del sistema que contiene a la AFB1 se observa la formacion
de un hombro pronunciado aproximadamente a un potencial de 370 mV el cual se puede
asociar al proceso quimico-electroquimico de oxidacién de la AFB1. El proceso de
oxidacién corresponde a la hidroélisis del grupo éster, precursor importante para la obtencién
del acido camarico que finalmente se oxida hasta formar la cetona, Figura 17, esta sefial
se considera como respuesta analitica de AFB1 para los analisis posteriores. Al invertir el
barrido se observa una onda catddica alrededor de 100 mV que podria relacionarse con el
proceso de reduccion correspondiente.

Lactona Acido cumirico Cetona

Figura 17. Mecanismo de reaccion para la oxidacion de AFB1 (Gevaerd et al., 2020).

Una vez que se identifico6 el comportamiento de la AFB1 sobre el ECV, se procede a
evaluarlo sobre el ECV-PDA. La electropolimerizacion de PDA se realiz6 con el método
potenciostatico, con el fin de imponer un potencial lo suficientemente intenso para lograr la

oxidacion del monémero DA. Una vez sintetizada la pelicula, se procedio a realizar la
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voltamperometria ciclica a una solucién de AFB1 40 ng L en un buffer de boratos 0.1 M a
pH 9 que fungié como electrolito soporte, obteniendo los voltamperogramas mostrados en
la Figura 18.

----- ECV-AFB1
ECV-PDA-ES

ECV-PDA-AFB1

-1200-800 -400 O 400 800 1200
E/mV

Figura 18. Voltamperogramas ciclicos del perfil electroquimico de la AFB1 sobre el electrodo de carbén vitreo
y el electrodo de carbén vitreo modificado con polidopamina en una solucion de AFB1 40 ng L usando como
electrolito soporte un buffer de boratos 0.1 M a pH 9 y una velocidad de barrido de potencial de 100 mV s,

Pérez-Ferndndez y de la Escosura Mufiz (2022) mencionan que la modificacion del
electrodo de trabajo con PDA ejerce un efecto electrocatalitico sobre la oxidacion de AFB1,
por esta razén tal y como se puede observar en la Figura 18, la onda anddica relacionada
a la oxidacién de la AFB1 en el ECV-PDA aparece a un potencial de 580 mV, lo cual resulta
ser mayor al hombro observado en el ECV, Figura 16, aunque también influye que la PDA
es un material semiconductor y por esta razén se requiere mayor energia para lograr la

oxidacion (Geleta, Zhao y Wang, 2018).

6.4.1 Caracterizacion mediante espectroscopia de impedancia electroquimica.

Una vez que se identific6 que la modificacion del ECV-PDA poseia un efecto en los
diagramas de Nyquist, se procedi6 a identificar el comportamiento de la AFB1 sobre la
pelicula electropolimerizada. Por esta razén se electropolimeriz6é DA sobre el ECV,
empleando el método potenciostatico con un potencial aplicado de 550 mV durante 180 s.
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Una vez que se obtuvo el ECV-PDA, se colocé en una solucién que contenia AFB1 60 ng
L empleando un buffer de acetatos 0.1 M a pH 4 como electrolito soporte con el fin de
adsorber la micotoxina sobre el ECV-PDA.

3000
.. ‘
2500
.o...l.

2000 RO
o [ )
=~ 1500 ®ECV
™~

1000 ® ECV-PDA

<0 ECV-PDA-AFB1
o &
0 1000 2000 3000
Z2'/Q

Figura 19. Diagramas de Nyquist para verificar la modificacion del electrodo de trabajo en la determinacién
de AFB1 empleando KsFe(CN)s 0.01 M en KCI 0.1 M en un intervalo de frecuencia de 0.1 - 100000 Hz.

Retomando los tres casos que se analizaron mediante los diagramas de Nyquist,
representados en la Figura 19, es evidente que el diametro del semicirculo disminuye en
presencia de la AFB1. Este comportamiento se relaciona con un aumento en la resistencia
a la transferencia de carga, debido a esto se puede aseverar que la pelicula de PDA
interacciona con la AFB1, a pesar de que se analizaron concentraciones en el orden de las
partes por billon (ppb) el semicirculo modifica su diametro y mejora su definicion en

presencia de la micotoxina.

6.4.2 Comportamiento electroquimico de la aflatoxina B1 en el electrodo modificado

El comportamiento electroquimico de la AFB1 se evalu6 con voltamperometria ciclica
variando la velocidad de barrido de potencial dentro del intervalo de 20 a 100 mV s en una
solucién de AFB1 a 40 ng L"*empleando un buffer de boratos 0.1 M a pH 9 como electrolito

soporte; previo a esto se modificé la superficie del electrodo. Los voltamperogramas

Pagina 46|76



obtenidos para este andlisis se representan en la Figura 20. Para verificar bajo qué régimen
se lleva a cabo la oxidacion de la AFB1 sobre el ECV-PDA, se uso0 la ecuacion de Randles-
Sevcik (Ecuacién 1) que puede ajustarse a un modelo lineal como la ecuacién de la recta
(Ecuacién 8).

Posteriormente se relacionaron la velocidad de barrido de potencial y la raiz de la velocidad
de barrido de potencial, ambos términos en funcién de la intensidad de pico anddico. De
acuerdo con un analisis por minimos cuadrados se determiné que la Figura 21 A presenta
un ajuste lineal de acuerdo con la ecuacién de Randles-Sevcik (Ecuacién 1), esto se
relaciona con el proceso que rige el comportamiento de la AFB1 hasta la superficie del
electrodo y en este caso se presenta un régimen difusional.

10
7.5
5 |
i 25 20mV/s
= 0 40 mV/s
_CL

-2.5 60mV/s
- 80mV/s

-7.5
——— 100 mV/s

-10

-1200 -800 -400 O 400 800 1200

E/mV

Figura 20. Voltamperogramas ciclicos en una solucién de AFB1 40 ng L™* usando como electrolito soporte un
buffer de boratos 0.1 M a pH 9, variando la velocidad de barrido de potencial de 20 a 100 mV s,
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Figura 21. A) Gréafico de Randles-Sevcik en una solucién de AFB1 40 ng L* usando como electrolito soporte
un buffer de boratos 0.1 M a pH 9. B) Gréfico logaritmico que sefiala la relacion Log v vs Log |.
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También es importante conocer el proceso que controla el sistema electroquimico y para
ello se retoma la ecuacion de Randles-Sevcik pero ahora en términos logaritmicos
(Ecuacién 3) con el fin de obtener un grafico que se encuentra representado en la Figura
21 B. Para el andlisis de esta prueba se verificd que existiera un ajuste lineal y mediante el
analisis por minimos cuadrados se obtuvo la ecuacion de la recta; en donde se retoma el
valor de la pendiente para realizar una aproximacion considerando la Ecuacién 4 y
Ecuacion 5, esta ultima retoma el criterio de Randles-Sevcik en donde el término de la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido de potencial aparece como 0.5 debido a arreglos

matematicos.

La pendiente del andlisis que relaciona el comportamiento del electrodo y la AFB1, indicada
en la Figura 21 B, da un valor de 0.8889, este valor se asemeja al comportamiento de la
Ecuacién 4 que muestra una pendiente cercana a 1, por esta razon se establece que el
proceso que controla el sistema se ve influenciado tanto por difusion y mayoritariamente
por adsorcion, por esta razon la voltamperometria por redisolucién adsortiva (VRA) resulta
una opcion viable y es la técnica que se escoge para la determinacion de AFBL1.

6.5 Optimizacion del tiempo de contacto y pH para el analisis de AFB1.

6.5.1 Tiempo de contacto.

Una vez que se establecio la VRA para la determinacion de AFB1, es importante estudiar
el tiempo de contacto 6ptimo. Este parametro, hace referencia al tiempo de contacto entre
la AFB1 y el ECV-PDA con el fin de establecer un proceso de adsorcién de la micotoxina
sobre la superficie del electrodo. Esto resulta en una alternativa que permite la
cuantificacién a nivel traza de la AFB1. Para ello se optimizé de forma univariable el tiempo
de contacto entre la soluciéon de AFB1 40 ng L sobre el electrodo modificado de forma que

se maximice la respuesta anédica

Para la optimizacion, se probaron tiempos desde 30 segundos hasta 10 minutos, los
voltamperogramas obtenidos se muestran en la Figura 22. De acuerdo con las intensidades
reportadas en la Tabla 7, se encuentra una altura de pico anédico mayor en 1 min de

preconcentracion, por lo que se usa este tiempo para las determinaciones posteriores.
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Tabla 7. Intensidad de corriente anddica relacionada a la oxidacion de AFB1 vs el tiempo de preconcentracion
(%RSD).

t/ min lpa / HA
0 0.2171 (1.85)
0.5 0.3429 (4.94)

1 0.4845 (2.42)
3 0.4447 (3.78)
5  0.3735 (4.23)
10  0.3302 (5.75)

10
8 :
6
4 —30s
< 2 —60s
= 0
£ 5 120's
-4 — 1805
-6
3 —300s
-10 420s

-1200 -800 -400 0 400 800 1200
E/mV

Figura 22. Voltamperogramas ciclicos en una solucién de AFB1 40 ng L' en un buffer de boratos 0.1 M a
pH 9, a una velocidad de barrido de potencial de 100 mV s, variando el tiempo de preconcentracion previo
al andlisis.

Los tiempos de preconcentracién superiores al valor seleccionado como 6ptimo, evidencian
un decremento en la intensidad de pico anddico y esto se debe a que las interacciones que
se forman entre la AFB1 y la PDA son débiles, por lo que al exponer el sistema a la fuerza
centrifuga por tiempos prolongados las interacciones se desestabilizan y por ende el pico

anaodico que corresponde a la AFB1 se ve disminuido.
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6.5.2 pH del medio de analisis.

El andlisis de pH resulta interesante ya que al estar relacionado con la protonacion y
desprotonacion de las especies puede favorecer o retardar los procesos RedOX que se
estan estudiando. Considerando esto, se estudi6 el efecto del pH que aumentara la
intensidad de la sefial analitica asociada con el proceso de oxidacion de AFB1. Empleando
voltamperometria ciclica iniciando en sentido anddico y en una ventana de potencial de -
1200 a 1200 mV se estudié un intervalo de pH desde 1 hasta 11 amortiguando con un buffer
Britton Robinson 0.1 M en soluciones de AFB1 a una concentraciéon 60 ng L. Antes de
iniciar el analisis, se electropolimerizé la pelicula de PDA con cronoamperometria a 550 mV
y con un tiempo de imposicién de 180 s, seguido de eso se ajust6 cada valor de pH
empleando una solucién de NaOH 0.5 M. Los voltamperogramas obtenidos se presentan
en la Figura 23, el potencial de pico anddico (Epa) asi como la intensidad de pico anddico

(Ipa) para cada valor de pH se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Intensidad de corriente anédica relacionada a la oxidaciéon de AFB1 vs los diferentes pH del electrolito
soporte, asi como el desplazamiento de potencial hacia valores mas negativos conforme aumenta el pH
(%RSD).

pH Epa/mV lpa / HA

553 0.1791 (3.08)
490 0.1905 (2.95)
446 0.2086 (3.60)
396 0.4129 (2.19)
343 0.3281 (1.96)
285 0.2549 (4.25)
209 0.2411 (3.69)
141 0.3098 (5.28)
81 0.3449 (2.50)
31 0.3143 (2.91)
-43 0.3204 (1.90)

e
Rielo|o|No|alswN e
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Figura 23. Voltamperogramas ciclicos en una solucién de AFB1 40 ng L* usando como electrolito soporte un
buffer Britton-Robinson 0.1 M a diferentes pH, en direccién anddica y una velocidad de barrido de potencial
de 100 mV s

Al estudiar un pico anddico como sefial analitica se prioriza la eleccién de potenciales
menos positivos, sin embargo, en esta ocasién se priorizd tomar el valor 6ptimo con base
a la altura de pico anddico que arrojé una mayor intensidad. Bajo esta premisa el valor
Optimo para el analisis se establece en pH 4, lo cual coincide con valores reportados en la
literatura (Gevaerd et al., 2020) en donde se establece que el proceso de oxidacién de AFB1
se ve favorecido en un medio acido, esto ocurre debido a la estructura quimica de la AFB1
en la que destacan los grupos funcionales furano y cumarinas, los cuales al ser especies
gue dependen del pH se encuentran en forma de lactonas y acido cumarico. Mediante una
hidrdlisis ocurre la apertura del anillo, proceso quimico que precede la oxidacién de la AFB1,
retomando el mecanismo de oxidacién de la AFB1 reportado en la Figura 17; por otro lado,
a valores de pH basico la forma de lactona es mas estable por lo que el proceso de

oxidacion de la molécula de AFB1 no se puede llevar a cabo si el anillo permanece cerrado.

En los analisis que involucran modificar el valor del pH resulta interesante visualizar este
parametro en funcién del potencial de pico anddico, Figura 24, mediante la obtencién de la
ecuacion de la recta es importante visualizar el valor de la pendiente, en este caso de -

59.591 con un coeficiente de correlacion de 0.9966, esto nos permite corroborar que el
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intercambio de protones y electrones durante el mecanismo de oxidacion, Figura 17, es 1:1
debido a que el valor muestra similitud con el comportamiento Nernstiano (59 mV / pH).

y =-59.591x + 624.09 Te...
R? = 0.9966 ...

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 24. Gréfico lineal que muestra la relacion entre el pH del electrolito soporte de la AFB1 y su
dependencia con el potencial de pico anddico.

6.6 Optimizacion de las variables relacionadas con la voltamperometria
de onda cuadrada.

La técnica usada para la cuantificacién de AFB1 es la voltamperometria de onda cuadrada
debido a que es una técnica bien conocida por separar la corriente faradaica de la no
faradaica y por ende mejorar la sensibilidad de las determinaciones. Para optimizar las
variables relacionadas a esta técnica se emple6 un disefio de experimentos Box-Behnken
a tres niveles con el fin de maximizar la respuesta de la sefial anddica de la AFBL1. El disefio
de experimentos de superficie de respuesta permite considerar el efecto de las variables

cuando éstas se encuentran altamente correlacionadas.

Para plantear el disefio se realizaron 15 experimentos, considerando 3 réplicas del punto
central y cada experimento se analizé por triplicado. En la Tabla 4 se encuentran reportadas
las variables estudiadas y la codificacion de cada una de ellas. Una vez realizados los
experimentos, se analizaron estadisticamente con el software Minitab y se obtuvo la
ecuacion cuadrética (Ecuacion 11) para la superficie de respuesta con un coeficiente de

correlacion del 98.67% para los resultados.
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y = —1.192 + 0.01077A + 0.1002B + 0.01163C — 0.0000134% — 0.001405B2 — 0.000023C? — 0.000509AB +
0.0001AC — 0.00043BC Ecuacion 12

Mediante la ecuacion anterior se puede observar que los factores por separado poseen un
mayor efecto positivo en la sefial analitica mientras que las interacciones entre factores no
tienen un efecto significativo. Los valores Optimos para los factores se pueden deducir

analizando los graficos presentados en la Figura 25.

Figura 25. Graficos de superficie de respuesta que muestran el efecto de las variables A) Frecuencia de
pulso, B) Paso de potencial y C) Amplitud de pulso con respecto a la sefial analitica y) Intensidad de pico
anddico asociado a la oxidacion de AFB1.

De acuerdo con el andlisis estadistico y los graficos de superficie de respuesta se obtiene
que los valores que maximizan la intensidad de pico anddico son: frecuencia de pulso de

200 Hz, 5 mV de paso de potencial y una amplitud de pulso de 200 mV.

6.7 Determinacion de las caracteristicas analiticas cuantitativas de la
metodologia propuesta.

Con el fin de determinar los parametros analiticos de la metodologia propuesta para la
cuantificacién de AFB1 se plante6 una curva de calibracion analizando doce estdndares de
AFB1 en concentraciones desde 20 a 75 ng L! cada determinacion se realizé por triplicado.
Primero se electropolimeriz6 PDA sobre el ECV empleando cronoamperometria a 550 mV
y a un tiempo de imposicion de 180 s. Posteriormente el ECV-PDA se sumergié en cada
estandar de AFB1 empleando un buffer de acetatos pH 4 a 0.1 M como electrolito soporte;
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el ECV-PDA se coloc6 sobre una patrrilla de agitacion a 500 rpm dejando un tiempo de
preconcentracion de 1 min dentro del estandar de AFB1. Finalmente, el electrodo se
enjuagd y seco para analizarlo mediante voltamperometria de onda cuadrada a una
frecuencia de pulso de 200 Hz, el paso de potencial fue de 5 mV y la amplitud de pulso se
fij6 en 200 mV, sin embargo, esta vez se leyo en el electrolito soporte sin AFB1 ya que con
el proceso de preconcentracion cierta cantidad de AFB1 quedo adsorbida sobre la pelicula
de PDA.

Una vez analizados los estandares se establecio la relacién entre cada concentracion de
AFB1 en funcién de la intensidad de pico anddico y con estos datos se construyo la
correspondiente curva de calibracion que se muestra en la Figura 26. Mediante un analisis
estadistico, se obtuvieron los parametros analiticos relevantes del método propuesto que
se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros analiticos correspondientes a la curva de calibrado en la determinaciéon de AFB1
mediante voltamperometria de onda cuadrada.

Ecuacion de larecta 0.1364 [AFB1] + 0.0042

Sensibilidad 0.1364 pA/[ng LY
R? 0.9939
LOD 5,56 ng L*
LOQ 18.54 ng L
Intervalo lineal 18.54-75ng L*
%RSD <6.9% n=10
12
10 e
. 38
< - B
S 6 g
-, i}
2 ° y =0.1364x + 0.0042
R? = 0.9939

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[AFB1]/ng L1

Figura 26. Curva de calibracion obtenida aplicando voltamperometria de onda cuadrada para la
determinacion de AFB1 con n=3 y %RSD<10 para cada estandar.
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El intervalo lineal evidencia un comportamiento directamente proporcional entre la
concentracion de AFBL1 y la intensidad de pico anddico, es decir, que el sistema responde
de forma favorable al intervalo de concentracién de AFB1 desde 0 a 75 ng L. Y de acuerdo
con el limite de deteccién y cuantificacion, 5.56 ng L'y 18.54 ng L respectivamente se
determina que la metodologia de cuantificacion propuesta resulta una excelente alternativa
para el analisis a nivel traza de AFBL1. De igual forma es importante destacar que los limites
de deteccién y cuantificacion obtenidos son competitivos con las metodologias que se
encuentran reportadas en la literatura (Dos Santos et al., 2023; Kaminiaris et al., 2020).

Por ultimo, se evalud la reproducibilidad de la metodologia. Para ello se electropolimerizé
PDA sobre el ECV 10 veces, posteriormente se analizé una solucién de AFB1 a 50 ng L*
en un buffer de acetatos 0.1 M a pH 4 para conseguir el promedio de las intensidades de
pico anddico y calcular el %RSD, mediante la Ecuacién 9, obteniendo un valor de 6.9%.
Este valor se relaciona con la dispersion de los datos con respecto al promedio, con lo que
se establece que la metodologia propuesta es lo suficientemente reproducible para
emplearse en la determinacion de AFBL1.

6.8 Analisis de muestras reales.

Para iniciar con el andlisis cuantitativo de AFB1 en muestras de almendra, nuez y pistache,
se realiz6 una dilucién de la solucidbn madre obtenida del proceso de extraccién partiendo
de la suposicién de que las semillas oleaginosas contenian el limite maximo permisible
reportado en normativas de 20 ug kg*. Seguido de esto se seleccioné un valor medio en la
curva de calibraciéon y se prepar6é una concentracién de 50 ng L para cada una de las
muestras. Después, las muestras se sometieron a una cuantificacion directa empleando la
metodologia propuesta y se registrd la intensidad de pico anddico considerando lecturas

por triplicado para cada matriz alimentaria, obteniendo los datos mostrados en la Tabla 10.
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Tabla 10. Intensidad de corriente anddica relacionada a la oxidacién de AFB1 en matrices alimentarias para
n=3 (%RSD) y cuantificacion mediante voltamperometria de onda cuadrada.

Muestra lpa/ LA [AFB1]/ug kg*

Almendra 5.3 (2.86) 14.97
Nuez 10.8 (5.33) 31.09
Pistache 8.2 (3.52) 23.47

Sin embargo, con el fin de considerar el posible efecto matriz en las diferentes matrices
alimentarias, se analizaron también las determinaciones con adicidn patrén. En este caso,
se doparon los extractos de las muestras con diferentes concentraciones de un estandar

de AFB1 que se encuentran dentro del intervalo de 5 a 25 ng L™,

Una vez preparados los estandares de almendra, nuez y pistache, se sometieron al analisis
mediante la metodologia propuesta y se establecio una curva de adicién patrén para cada

matriz alimentaria considerando 3 réplicas, obteniendo los datos mostrados en la Tabla 11.

Tabla 11. Determinacion de AFB1 en muestras reales mediante adicion patrén n=3.

Muestra m b R? [ng LY [pg kgl

Almendra 0.4834 5.2571 0.9915 10.88 4.35
Nuez 0.5360 3.1667 0.9957 5.91 2.36

Pistache 0.3920 7.3667 0.9940 18.79 7.52

De acuerdo con la NOM-188-SSA1-2002, el limite maximo permisible de AFB1 en muestras
es de 20 ug kg?, dejando en evidencia que, en el caso de la determinacién directa, las
muestras de nuez y pistache superan el limite establecido en la norma mientras que la
muestra de almendra cumple con los criterios indicados manteniéndose por debajo de los
parametros fijados. También es importante destacar que al implementar la cuantificacion
por adicion patron se obtienen concentraciones mas bajas de AFB1 en las muestras.

Aungue al implementar el uso de adicion patron se evidencia que la metodologia propuesta
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no es lo suficientemente selectiva para la determinaciéon de semillas oleaginosas puesto

gue se ve reflejado el efecto de interferentes en la cuantificacion.

6.9 Validacion de la técnica de cuantificacion propuesta.

La validacién es un proceso importante debido a que se relaciona con la confiabilidad de la
metodologia. Por esta razon a lo largo de todos los analisis realizados se calcul6 el %RSD
(porcentaje de desviacion estandar relativo) y en cada caso no superé el 10.00%. Este
pardmetro se relaciona con una dispersion minima de los datos, por lo que resulta un

indicativo en cuanto a la reproducibilidad de los andlisis.

De igual forma, se llevaron a cabo determinaciones para la evaluacion de la exactitud. Para
ello se prepar6 un set de muestras las cuales se doparon con una concentracion conocida
de AFB1 (0.01 pg kg?), posteriormente se llevé a cabo su cuantificaciéon y a través de la
Ecuacion 11, se determiné el porcentaje de recuperacion para cada semilla oleaginosa
analizada. Obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 12.

Tabla 12. Evaluacién de la exactitud en muestras reales empleando la metodologia propuesta.

Muestra Yi(ug kg™?) Xi(ug kg?) Xo (ug kg?) % Recuperaciéon

Almendra 0.0300 0.0218 0.01 94.4
Nuez 0.0203 0.0118 0.01 93.1
Pistache 0.0461 0.0376 0.01 96.8

De acuerdo con el analisis realizado se determin6 que para cada una de las muestras el
porcentaje de recuperacion se encuentra arriba del 90.0%, esto indica que la metodologia
propuesta es adecuada, confiable y estadisticamente aceptable para realizar la

cuantificacion de AFB1 en muestras de almendra, nuez y pistache.
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7. CONCLUSIONES.

Basandonos en la informacion proporcionada, podemos concluir que la modificacién del
ECV con PDA mejora la respuesta electroquimica de la AFB1. Se observo que la presencia
de PDA en el electrodo modificado aumenta la intensidad de corriente anddica relacionada
con la oxidacion de la AFB1. Esto indica una mayor interaccion entre la AFB1 y el ECV-

PDA, lo cual es benéfico para la deteccidn y cuantificacién en muestras reales.

De igual forma, se evidencié que la sensibilidad de un electrodo de trabajo mejora al
implementar la modificacion sobre la superficie, esto debido a las interacciones entre la
AFB1 y la PDA. Ademas, se realiz6 la caracterizacion de la pelicula de PDA
electropolimerizada sobre el electrodo, utilizando técnicas microscopicas, espectroscopicas
y electroquimicas lo que determin6 que la pelicula de PDA presenta una textura rugosa

evidenciando una electropolimerizacién exitosa del polimero.

También se determinoé el &rea electroactiva del ECV-PDA, la cual resulté ser mayor que la
del ECV. Esto sugiere que la modificacion con PDA proporciona una mayor superficie activa
para la interaccién con la AFBL1.

Se comprobo6 que la técnica voltamperométrica propuesta para cuantificar AFB1 permite el
andlisis de concentraciones desde 18.54 ng L* alcanzando niveles por debajo de los
establecidos por normativas nacionales e internacionales fijados desde 5 a 20 ug kg™ por

lo cual resulta una excelente alternativa para el andlisis a nivel traza de este contaminante.

Por otro lado, la implementacién de la voltamperometria por redisolucién adsortiva
contribuy6 a obtener parametros analiticos competitivos y equiparables con metodologias

electroquimicas reportadas por otros autores.

En resumen, la modificacion del ECV con PDA mejora la respuesta electroquimica de la
AFB1, lo cual puede ser util para el desarrollo de métodos de deteccion de esta micotoxina
en muestras alimentarias. La propuesta presentada es una técnica verde que minimiza el
uso de solventes organicos empleando soluciones en medios acuosos, esto permite
catalogar a la voltamperometria de onda cuadrada mediante redisolucion adsortiva
empleando electrodos modificados con PDA como una alternativa econémica, rapida y

confiable para la determinacién de AFB1 en semillas oleaginosas.
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ANEXOS

A.1 Técnicas electroanaliticas

La electroquimica es una rama de la fisicoquimica que estudia los efectos eléctricos en las
transformaciones quimicas; en otras palabras, la transferencia de electrones que ocurre en
las reacciones quimicas. Estas reacciones reciben el nombre de reacciones de o6xido-

reduccién, mejor conocidas como RedOx (Flowers et al., 2019).

En las reacciones RedOx, intervienen simultdneamente los procesos de oxidacion y
reduccion. La oxidacion es un proceso quimico en el que determinada especie pierde
electrones, y por lo tanto su nimero de oxidacion se hace mas positivo; en contraste la
reduccion es el proceso en que una especie quimica gana electrones, y su numero de
oxidacion se hace mas negativo. El nimero de oxidacion indica la cantidad de electrones

gque un determinado elemento puede perder, ganar o compartir con otro (Menolasina, 2004).

Los métodos electroquimicos tienen su fundamento en la medicion de corrientes eléctricas,
carga y/o potenciales. Para que una muestra pueda ser evaluada mediante esta técnica
debe ser propensa a que se lleve a cabo un proceso de oxidacion o reduccion. Algunas de
las ventajas de los métodos electroquimicos es que presentan una alta sensibilidad, gran

selectividad y elevada precision (Gémez et al., 2002).

Las técnicas electroquimicas se clasifican en dos grupos: electrénicos e iénicos. Los
primeros se encargan de la medida de las magnitudes asociadas a procesos relacionados
con reacciones electroquimicas, y las del grupo i6nico se basan en la medida de las
propiedades de disolucion ibnica (Gonzalez et al., 2018). Para efectos del presente estudio,

se enfatizaran los métodos electrénicos, en particular las técnicas electroanaliticas.

A.1.1 Voltamperometria.

En la voltamperometria se mide la corriente que circula por la celda electroquimica bajo
aplicacion de una determinada funcion potencial variable con el tiempo. Para llevar a cabo

el analisis mediante esta técnica, resulta indispensable contar con tres electrodos: de
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trabajo, de referencia y auxiliar (Gomez et al., 2002). La representacién general de un

sistema de voltamperometria se muestra en la Figura |.

Potenciostato

Electrodo de referencia Electrodo de trabajo

Electrodo auxiliar

Electrolito

Figura |. Representacion de un sistema voltamperométrico (Forrister, 2018).

El electrodo de trabajo sera aquel donde el analito sufra la transformacion electroquimica,
mientras que el de referencia, como su nombre lo indica, Unicamente tiene como funcion
proveer un potencial de referencia para conocer el potencial del electrodo de trabajo; no
pasara ninguna corriente a través de él. La implementacién del electrodo auxiliar permite la
transferencia de corriente y el cierre del circuito eléctrico (Forrister, 2018). A continuacion,

se describen algunas de las técnicas voltamperométricas mas usadas.

A.1.1.1 Voltamperometria ciclica.

Es una técnica electroquimica potenciodinAmica que se caracteriza por realizar un barrido
lineal, en sentido anddico (cuando se desea estudiar la oxidacion del analito) y sentido
catodico (cuando se prioriza la reduccion de la especie), es decir, que el potencial se
impondra desde un estado inicial hasta uno final; luego el sentido de barrido se invierte
regresando al valor inicial 0 no necesariamente, pero si existira un cambio de sentido en el

barrido de potencial, completando asi un ciclo completo, de la corrida electroquimica se
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obtiene un grafico de potencial contra corriente, mejor conocido como voltamperograma el
cual se muestra en la Figura Il (Castro-Beltran, 2017). La técnica permite obtener
informacién referente a los compuestos electroquimicamente activos que se encuentran
dentro de la muestra de interés (Hastoy et al., 2020).

Potencial de
/ pico anddico
D

——

Corriente
maxima de
pico anddico

Corriente
anoédica

Corriente (A)
S

Corriente
maxima de
pico catédico

Corriente
catddica

Potencial de

pico catédico AN v,

€

Potencial (V) vs Electrodo de referencia

Mas negativoo Mas positivo o >

menos positivo menos negativo

Figura Il. Representacion de un voltamperograma ciclico y sus componentes.

Del voltamperograma se pueden identificar dos parametros importantes: la corriente
maxima de pico anddico o catddico, que se ve influenciada por la velocidad del barrido y es
el parametro usado para analisis cuantitativo, y el potencial de pico, que indica el mejor
potencial para la oxidacién o reduccién de la especie en cuestion (Castro-Beltran, 2017).
De igual forma el analisis del voltamperograma aporta variables clave para obtener
informacion del sistema en estudio: potencial inicial, ventana de potencial, corriente de pico
anddico y corriente de pico catddico. Con respecto a la separacion de picos, entre mas
grande sea esta distancia, se tendra un proceso donde la transferencia de carga entre la

especie quimica y el electrodo se dificulta cada vez mas (Green, 2022).

En este sentido es importante resaltar la diferencia entre el area geométrica que se
relaciona con el ancho y longitud del electrodo y suele ser medida con instrumentos tipicos
de medicion como la escala de Vernier, por otro lado, el area electroactiva es la superficie

del electrodo que presentara actividad electroquimica con el analito que se desee analizar,
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para llevar a cabo la determinacion de este pardmetro se emplea la ecuacion de Randles-
Sevcik, Ecuacién A, en donde se realizan voltamperogramas ciclicos a diferentes

velocidades de barrido de potencial.

3 1
ip =2.65x10°nz AC Dz v Ecuacién A

En donde: ip = corriente (A); n = nimero de electrones intercambiados en la reaccién; A = area electroactiva
(cm?); C = concentracion de la especie electroactiva (mol cm-3); D = coeficiente de difusion de la especie

electroactiva (cm?s?); v = velocidad de barrido de potencial (V s?).

A.1.1.2 Voltamperometria a base de pulsos.

Las técnicas voltamperométricas a base de pulsos se basan en la voltamperometria de
pulso normal, que refiere la forma de onda como una serie de pulsos que aumentan en
amplitud potencial, lo que indica que el potencial retoma el valor inicial después de cada
pulso (Ordéfiez, 2017).

Esto nos lleva a definir la voltamperometria diferencial de pulso (DPV) como una técnica
que ejemplifica la sefial de excitacion a modo de escalera, en donde se observa un aumento
gradual en el valor base del potencial (intervalos entre 10 y 100 mV). Es importante destacar
que la amplitud de pulso permanece constante con respecto al potencial de base (Castro-
Beltran, 2017; Ordoiiez, 2017).

En contraste, la voltamperometria de onda cuadrada (SWV) es una técnica diferencial que
evidencia un comportamiento simétrico en la base del potencial que aumenta en forma de
escalera. La corriente se mide dos veces durante cada ciclo de la onda cuadrada: una al
final del pulso directo y otra al final del pulso inverso. Como consecuencia de este proceso,
se obtiene un voltamperograma en forma de pico simétrico, debido a la suma de corrientes
anddicas y catddicas que se generan en el proceso de oxidacion y reduccion del analito, lo

gue aumenta la sensibilidad de la técnica (Espinoza-Castellon y Alvarado-Gamez, 2012).
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Figura lll. Representacion de la modulacién del potencial con respecto al tiempo de las voltamperometrias de
pulsos.a) voltamperometria diferencial de pulsos y b) voltamperometria de onda cuadrada. En donde: E;
Potencial inicial, AE, Amplitud de pulso, T Frecuencia del pulso, t, Tiempo del pulso, AEs Paso de potencial, 1
final del pulso directo y 2 final del pulso inverso.

La principal diferencia entre las técnicas a base de pulsos es que la forma en la que se
define cada escaldn, el cual se relaciona con la amplitud de pulso, mientras que en la
voltamperometria diferencial de pulsos dicho valor permanece constante para cada
“escalon” en el caso de la voltamperometria de onda cuadrada, la amplitud de pulso inicial
corresponde a la mitad de la amplitud total que conformara a los siguientes escalones, tal
y como lo muestran los graficos de modulacién del potencial con respecto al tiempo

indicados en la Figura lll.

A.1.1.3 Voltamperometria de redisolucion adsortiva.

La técnica de redisolucién se basa en la preconcentracion sobre la superficie del electrodo,
involucra dos etapas, la primera etapa se basa en la electropolimerizacién de algin agente
modificante seguido de la preconcentraciéon del analito en cuestién, mientras que la

segunda involucra la redisolucion y su determinacion (Estrada, 2012).

La etapa de preconcentracion es clave en la aplicacion de la técnica, ya que la convierte en

una excelente alternativa para mejorar la sensibilidad debido a que permite alcanzar bajos
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limites de deteccidn en el analisis de concentraciones trazas de las especies electroactivas

en solucion (Kalvoda y Kopanica, 1989).

Existen tres diferentes tipos de analisis por redisolucion y para lograr su clasificacion
interviene la forma en la que se realiza preconcentracion, si ocurre de forma electrolitica
tenemos dos variantes: anddica o catddica o de acuerdo al proceso de acumulacién del
analito encontramos la adsortiva. Debido al proceso que involucra cada tipo de redisolucién
las de tipo electrolitico son ampliamente utilizadas para el andlisis de especies inorganicas
mientras que las adsortivas se aplican en su mayoria para la determinacion de compuestos
organicos, la semirreacciones que ocurren en la redisolucion anddica y adsortiva, que son

las técnicas mas comunes, se representan en la Figura IV (Krepper, 2018).

A) ) MY +ne+l ——> ML 20 ML——> M™+ne +L

B) v co™——— 2) + — Co™!

Figura IV. Etapas de la redisolucién anédica y adsortiva. Procesos que involucran la A) redisolucion anddica y
B) redisolucion adsortiva en las etapas de preconcentracion (1) y redisolucion (2) (Krepper, 2018).

El proceso por redisolucion adsortiva se puede llevar a cabo por interacciones entre un
electrodo modificado y el analito que se desee determinar, para ello es necesario sumergir
el electrodo de trabajo durante un tiempo controlado en una solucién que se encuentre en
agitacion constante con el fin de propiciar la acumulacion sobre la superficie del electrodo
y para el andlisis cuantitativo suelen acoplarse a técnicas voltamperométricas, como son la

ciclica o las de pulsos.

A.1.2 Cronoamperometria.

La cronoamperometria es un método electroquimico que consiste en imponer un potencial
al sistema de electrodos para obtener una determinada intensidad de corriente asociada a

procesos de oxidacion o reduccién y observar su cambio con respecto al tiempo, una vez
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obtenidos estos datos, se procede a la construccién de un grafico que involucre ambas
variables mejor conocido como transitorio potenciostatico y se encuentra representado en
la Figura V a (Bagotsky, 2005).

La cronoamperometria de doble paso de potencial involucra un salto de potencial, esto
provoca un ajuste en la doble capa eléctrica y debido a esta accion la técnica se aplica en
la determinacién de coeficientes de difusion de las especies que estan siendo
transformadas Figura V b, para esto se parte de la Ecuacion B, que representa la ecuacion
de Cottrell y describe la relacion entre la intensidad de corriente y el tiempo asociado al
agotamiento de iones en la solucion (Bagotsky, 2005; Rafiee et al., 2024).

Corriente /1(A)

Tiempo /1t (s) ;I

Figura V. Representacion de un transitorio potenciostatico. a) Representacion de un transitorio potenciostatico
y b) Ejemplificacion de la modulacion del potencial con respecto al tiempo en un transitorio potenciostatico de
doble paso de potencial.

= ———— Ecuacion B

En donde: i= corriente (A); n= electrones en la reaccién; F= constante de Faraday (C mol?); A= area

electroactiva (cm?); Co= concentracion del analito (mol cm3); D =coeficiente de difusion (cm? s2); t= tiempo (s).
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Una de las principales aplicaciones de la cronoamperometria es la evaluacion de los
coeficientes de difusion de especies electroactivas en solucion, esto mediante la
cronoamperometria de doble paso de potencial y empleando la ecuaciéon de Cottrell,
aunque de igual forma se ha utilizado como técnica de electropolimerizacién de diferentes
materiales sobre la superficie de electrodos de trabajo, principalmente polimeros donde
recibe el nombre de electropolimerizacion (Rafiee et al., 2024).

A.1.3 Impedancia.

La impedancia es una técnica que permite caracterizar el comportamiento electroquimico
de una interfase electrodo-electrolito. Por lo regular la impedancia se representa con Zo la
relacion matematica que define la impedancia, Ecuacién C, se asemeja a la definicion de
resistencia de acuerdo con la ley de Ohm, representada en la Ecuacién D, la diferencia
entre la resistencia y la impedancia se basa en la aparicion de la frecuencia radial (o),
término que se expresa de acuerdo con la Ecuacion E (Scully, 1993). Debido a las
expresiones matematicas previamente sefaladas, se establece que el analisis muestra una
dependencia con la frecuencia radial, o bien, la sefial de excitacién, ya sea la variacion del
potencial o de la corriente alterna, se expresan en funciéon del tiempo tal y como se

representa en la Figura VI.

E iy
Zy = 1—“’ Ecuacion C

w

En donde: Zo= impedancia; Eo= potencial que depende de la frecuencia angular; lo= corriente que depende

de la frecuencia angular.

R = Ecuacion D

~Im

En donde: R= resistencia; E= potencial; I= corriente.

w=2mxf  Ecuacion E

En donde: o= frecuencia radial (rad s); f= frecuencia (Hz).
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Figura VI. Representacion de a) corriente directa y b) corriente alterna.

La impedancia del sistema es una cantidad compleja con una magnitud y un cambio de fase
que dependen de la frecuencia de la sefial. Por lo tanto, al variar la frecuencia de la sefial
aplicada, se puede calcular la impedancia del sistema en funcién de la frecuencia (Piratoba-
Morales et al., 2010).

Para visualizar de forma grafica el analisis de impedancia se hace uso de dos graficos, el
de Bode que es una representacion de la parte real, es decir impedancia Zo contra
frecuencia angular o y por otro lado se tienen los diagramas de Nyquist que representan la
parte real que se denota con Z'y una parte imaginaria negativa que se identifica con Z", es
importante mencionar que los diagramas de Nyquist se encuentran ampliamente reportados
en la bibliografia tan es asi que una de sus principales aplicaciones es la caracterizacion
de los sistemas electroquimicos mediante el estudio del proceso de adsorcion sobre la

superficie de los electrodos (Vivier & Orazem, 2022).

Pagina 76|76



