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RESUMEN

El bisfenol A (BPA) es un compuesto quimico que se usa en la elaboracion de
productos a base de policarbonato, como envases de alimentos, biberones y
botellas de agua. Debido a su alta toxicidad se han desarrollado métodos analiticos
alternativos para cuantificar la concentracion de BPA a niveles traza, entre las que
destacan las técnicas electroquimicas; sin embargo, el BPA tiende a polimerizarse,
lo que provoca la pasivacion de los sensores electroquimicos. Debido a lo anterior,
surge la necesidad de modificar los electrodos con materiales que permitan mejorar
sus caracteristicas y evitar la pasivacion.

En este trabajo se desarrolld6 un sensor electroquimico por medio de la
modificacion de un electrodo de carbon vitreo con B-ciclodextrina
electropolimerizada el cual mostr6 un mejor compromiso entre sensibilidad,
estabilidad y resistencia a la pasivacion que otros electrodos fabricados con
diferentes nanomateriales cataliticos. Estas caracteristicas superiores permitieron
la elaboracion de una curva de calibrado en el intervalo de concentraciones de
0.042-0.521 pM con un limite de deteccion y cuantificacion de 12 y 42 nM
respectivamente, valores que son competitivos frente a diferentes trabajos
reportados en la literatura. Con la metodologia desarrollada se llevo a cabo de forma
exitosa la cuantificaciéon de BPA en diferentes muestras reales de manera rapida,
sencilla y econémica.

vii



|. ANTECEDENTES

1.1 Disruptores endocrinos

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, un disruptor endocrino es
una sustancia o mezcla exégena que altera las funciones del sistema endocrino y
causa efectos adversos para la salud en un organismo, su descendencia o
poblacion (Kirzinger et al., 2022). La Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos establece que un disruptor endocrino es un agente que interfiere
con la sintesis, secrecion, transporte, union o eliminacion de hormonas naturales
presentes en el organismo y que son responsables de regular la homeostasis, la
reproduccion, el desarrollo o el comportamiento (Arias et al., 2020).

Organizaciones como la Sociedad Endocrina, la Comisién Europeay la Agencia
Europea del Medio Ambiente, han demostrado el impacto de los disruptores
endocrinos sobre la salud humana y diversas especies animales. Los efectos de los
disruptores endocrinos son especialmente dafiinos cuando la exposicién ocurre
durante edades clave en desarrollo, como la etapa fetal y la pubertad, lo que afecta
el desarrollo tanto de humanos como de animales, causando efectos mayormente
irreversibles y perceptibles hasta la edad adulta (Kurzinger et al., 2022).

Las enfermedades relacionadas con desordenes enddcrinos han aumentado en
los ultimos afios. Alrededor de ochocientos compuestos quimicos son capaces de
ocupar receptores hormonales, interfiriendo en la sintesis y conversion de
hormonas. Algunos disruptores endocrinos pueden actuar directamente sobre los
receptores hormonales, mimetizando hormonas, mientras que otros lo hacen sobre
proteinas que controlan el suministro hormonal (Kurzinger et al., 2022).

Entre las especies quimicas que actian como disruptores endocrinos se
encuentran compuestos naturales como los fitoestrogenos, al igual que compuestos
utilizados en diferentes industrias como bifenilos policlorados, dioxinas, pesticidas
organoclorados, fungicidas, productos farmacéuticos, metales pesados, ademas de
plastificantes como el BPA (Arias et al., 2020).

Particularmente, el BPA despunta como uno de los disruptores enddécrinos de
mayor interés debido a que se utiliza para la elaboracién de diversos productos de
uso cotidiano, lo que maximiza la exposicion para el ser humano (Banaderakhshan
et al., 2022).




1.2 Generalidades del bisfenol A

Bisfenol A, BPA por su nombre en inglés (bisphenol A), es el hombre comun
para el 4’4-isopropilidenodifenol, conocido también como 2,2-bis(4-hidroxifenil)-
propano, con peso molecular de 228.29 g mol, cuya estructura quimica (OH-— Ar—
(CHs)2 —Ar—OH) se presenta en la Figura 1. Este compuesto se hombro después
de la reaccion de condensacion mediante la cual se puede formar dos (bis)
moléculas de fenol con una de acetona (A) (Gooch, 2010).

HO OH

Figura 1. Estructura del BPA (4’4-isopropilidenodifenol).

El BPA es una sustancia sdlida cristalina de color blanco con olor fenélico suave
en condiciones ambientales (Ma et al., 2019). El punto de fusién del BPA es de 153
a 159 °C y su punto de ebullicion es de 220 °C y presenta pKa en 9.8. Posee
adecuada solubilidad en grasas, soluciones alcalinas, alcohol y acetona, pero baja
en agua (Luttrell & Baird, 2014; Ma et al., 2019; Kuramitz et al., 2001).

1.2.1 Usos del bisfenol A

El BPA, desde su sintesis en 1891, se utiliza en procesos industriales,
principalmente en la fabricacién de recipientes plasticos de policarbonato, resinas
epoxi y otros materiales poliméricos.

Los plasticos de policarbonato poseen excelentes propiedades fisicas y
guimicas (resistencia mecanica y dureza, estabilidad térmica y resistencia frente a
acidos y aceites) lo que los convierte en materiales atractivos para la elaboracién
de envases de alimentos y bebidas, como botellas, biberones, empaques de
productos cosmeticos, utensilios de cocina, dispositivos medicos, juguetes y vasos.
Por otra parte, la resina epoxi se emplea para producir revestimientos del interior de
latas de alimentos; ademas, el BPA se emplea como estabilizador y antioxidante en
la produccion de plasticos de cloruro de polivinilo y como componente en la
produccion de selladores dentales y papel térmico (Ma et al., 2019; Tamayo
Cabarcas et al., 2022).




Debido a que el BPA posee la capacidad de lixiviarse y filtrarse de los recipientes
hacia los alimentos, puede ser facilmente ingerido. Esta migracién aumenta cuando
los recipientes se someten a altas temperaturas o se exponen a soluciones acidas
o alcalinas (Luttrell & Baird, 2014). A pesar de que la ingesta es la principal forma
de exposicion en humanos, también puede ser absorbido por via transdérmica o
puede ser inhalado (Bosch et al., 2016; Tamayo Cabarcas et al., 2022).

Cada afio se producen mas de tres millones de toneladas de BPA a nivel
mundial, de las cuales cerca de cien toneladas son liberadas al medio ambiente.
Diversos estudios han detectado BPA en diferentes matrices como el suelo, cuerpos
hidricos y aire (Bosch et al., 2016; Gounden et al., 2019).

1.2.2 Efectos del bisfenol A sobre la salud

Se ha demostrado que el BPA actia como disruptor endocrino, ya que interactia
con receptores hormonales como el receptor de estrogenos, de androgenos y de la
hormona tiroidea (Ma et al., 2019). Entre las afecciones de salud cuya aparicion se
ha ligado a la actividad disruptiva del BPA destacan trastornos hepaticos, tiroideos,
obesidad, resistencia a la insulina y aumento de la susceptibilidad a la diabetes
(Bosch et al., 2016).

Autores como Macczak y colaboradores, en 2017, han comprobado la presencia
del BPA en el cuerpo humano, especificamente en orina, sangre y sudor (Ma¢czak
et al., 2017; Bosch et al., 2016). El BPA suele pasar al torrente sanguineo a través
de la via oral, siendo su absorcion inmediata (5-20 min) y con una biodisponibilidad
superior al 70% (Mas et al., 2017). En exdmenes controlados, se ha encontrado que
al administrar dosis de BPA en humanos méas del 95% de la dosis ingerida se
absorbe de forma rapida y eficiente desde el tracto intestinal (Dekant & Volkel,
2008).

1.2.3 Normatividad referente al uso del bisfenol A

Debido a la creciente preocupacion en torno a los efectos que el BPA provoca
sobre el cuerpo humano, diversos paises han implementado medidas regulatorias
para limitar su uso. Canada fue el primer pais en prohibir la importacion y la venta
de biberones que contienen BPA, en el aifilo 2008; asi mismo, en el mismo afo,
Francia suspendio el uso de BPA en todos los contenedores que estuvieran en
contacto con alimentos (Willhite & Daston, 2019). En 2011 la FDA (Food and Drug
Administration of the United States) y la EFSA (European Food Safety Authority)
establecieron la dosis diaria de ingesta tolerable en 50 ug de BPA por kg de peso
corporal al dia, lo que corresponde a una ingesta “segura” de BPA de 3.5 mg por




dia para una persona promedio con peso de 70 kg; de igual forma, se establecio el
limite de migracion especifica de BPA en 50 ug L? (Regulaciéon (UE) N° 10/2011)
(Krivohlavek et al., 2023).

Cabe destacar que el limite de migracién especifica es un parametro que
garantiza que el material en contacto con los alimentos no conlleva un riesgo para
la salud y se define como la cantidad maxima permitida de una sustancia en los
alimentos o bebidas proveniente de los recipientes que los contienen (Regulacion
(UE) N° 10/2011). Los fabricantes de recipientes alimentarios deben respetar esos
limites aun en las peores condiciones previsibles, por o que se debe evaluar de
conformidad con los ensayos correspondientes (Regulacion (UE) N° 10/2011).

En 2012, Estados Unidos suspendio el uso de todas las resinas de policarbonato
usadas en biberones asi como en vasos a pruebas de derrames y, al siguiente afio,
se prohibi6 el uso de resinas epoxi con BPA como revestimientos en envases para
férmulas infantiles (Willhite & Daston, 2019).

A pesar de que en muchas regiones se han tomado medidas para disminuir la
exposicion al BPA, en la mayoria de los paises en via de desarrollo no existen
regulaciones referentes a su uso, tal es el caso de México, donde se ha encontrado
evidencia de la presencia de BPA en la poblacién y en productos ampliamente
comercializados (Mandel et al., 2019). Una de las limitantes, en cuanto a recursos
tecnoldgicos, es la escasa capacidad analitica de los laboratorios del pais, ya que
solamente unos pocos estan certificados para la medicibn de contaminantes
ambientales, lo que impide que puedan ser utilizados como base técnica confiable
para la toma de decisiones que puedan llevar a regulaciones referentes al BPA, asi
como de muchos otros contaminantes emergentes (Mandel et al., 2019).

1.3 Metodologias reportadas para la cuantificacion del bisfenol A

El desarrollo de nuevos métodos para la deteccién en concentraciones traza del
BPA se ha convertido en una materia importante de estudio debido a la necesidad
de mantener controlada la exposicién ante este compuesto (Ben Messaoud et al.,
2017). Las técnicas cromatograficas, como la cromatografia de liquidos de alta
resolucién y la cromatografia de gases, son métodos exactos, precisos y robustos
gue facilitan la deteccién de BPA en diferentes matrices; no obstante, en términos
generales necesitan instrumentos costosos Yy pretratamientos de muestra
complicados (Deng et al., 2014) .

Alternativamente, se han desarrollado otros métodos, como el ensayo
inmunoabsobente ligado a enzimas (ELISA) (Kim et al.,, 2007). Este posee alta
sensibilidad y bajos limites de deteccidon. No obstante, su uso presenta varias
desventajas debido a que los materiales biolégicos utilizados son inestables, se




requieren pasos complicados con varias etapas, el equipo es costoso y se necesitan
anticuerpos especificos de animales sacrificados o proteinas obtenidas por técnicas
recombinantes (Yin et al., 2009; J. Li et al., 2011).

Por otra parte, se han desarrollado metodologias de deteccidn electroquimica,
las cuales presentan ventajas en relacion a las técnicas anteriormente
mencionadas, ya que poseen mayor rapidez, bajo costo, alta sensibilidad, operacion
simple, buena selectividad y deteccion en tiempo real con posibilidad de realizar
analisis in situ; por todo esto, recientemente las técnicas electroquimicas se han
convertido en métodos atractivos para la determinacion de BPA (Eftekhari et al.,
2021) .

1.3.1 Sensores electroquimicos para cuantificar bisfenol A

Las moléculas de BPA son electroquimicamente activas debido a la oxidacion
de los grupos hidroxilos, por lo que es posible su cuantificacion mediante sensores
electroquimicos. Sin embargo, la determinaciéon del BPA utilizando electrodos
convencionales presenta dificultades debido al alto potencial necesario para oxidar
la molécula, lo que incrementa la corriente de fondo y disminuye la sensibilidad. Lo
anterior representa un problema, ya que es necesaria la cuantificacion del analito
en concentraciones traza (Cosio et al., 2017). Para superar este inconveniente es
necesario utilizar materiales para el desarrollo de sensores electroquimicos que
presenten un gran numero de sitios activos, buena estabilidad, actividad catalitica,
asi como alta conductividad (de Sa et al., 2020; Fan et al., 2012).

Aunado al problema anterior, se ha observado que la oxidacion de la molécula
de BPA genera radicales fenoxi los cuales participan en una polimerizaciéon por
radicales libres a través de los enlaces C-O, C-C y/o O-0O. El polimero no conductor
de BPA generado bloquea los sitios activos del electrodo lo que conlleva a una
disminucién de la sensibilidad y a la pasivacion de los sensores (Wang et al., 2018).
El mecanismo de polimerizacion mayormente aceptado se expone en la Figura 2
(Szekeres et al., 2019).
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Figura 2. Mecanismo de polimerizacion del BPA adaptado de Szekeres et al., (2019).

Para abordar estas problematicas es necesario aplicar estrategias que
minimicen la pasivacion sin comprometer la sensibilidad analitica, por lo cual el
estudio de diferentes materiales modificantes resulta primordial para desarrollar
sensores eficaces en la cuantificacion de BPA (Wang et al., 2018).

1.3.2 Materiales usados para la modificaciéon de electrodos

1.3.2.1 Electrodos modificados con nanomateriales de carbono

Los nanomateriales reciben su nombre debido a que al menos una de sus
dimensiones se encuentra entre 1 a 100 nm. Pueden ser constituidos de ceramicos,
metales, polimeros, 0 una combinacion de estos. Entre los nanomateriales se
incluyen agregados atémicos (clusters), particulas de hasta 100 nm de diametro
(nanoparticulas), fibras con didmetros inferiores a 100 nm (nanofibras), laminas
delgadas de espesor inferior a 100 nm, nanoporos, nanocristales, nanotubos y
materiales compuestos que contengan alguno de estos elementos (Mendoza,
2003).

Los nanomateriales de carbono, en especial, se han utilizado para la
modificacion de electrodos con buenos resultados, de acuerdo con lo reportado por
diversos investigadores (Mohammadzadeh et al., 2020). Entre los nanomateriales a
base de carbono, se encuentra el grafeno, el cual es una hoja bidimensional de
atomos de carbono unidos mediante hibridacion sp?. Este material posee amplia




area especifica, alta conductividad térmica y eléctrica, gran resistencia mecanica,
ademas de bajo costo de produccion (L. Zhou et al., 2014).

1.3.2.2 Modificacion de electrodos con particulas metélicas

En investigaciones recientes se ha llevado a cabo la modificacion de electrodos
con diferentes particulas metalicas, especialmente con metales de transicion como
el cobre o el zinc. El creciente nimero de trabajos utilizando estos materiales se
debe a sus propiedades eléctricas y cataliticas, que permiten obtener sensores
electroquimicos con mejor sensibilidad, debido al aumento de sitios electroactivos
(Ulubay, 2019). Asimismo, estas estructuras metélicas pueden depositarse
facilmente de forma electroquimica o por adsorcion, lo que facilita la fabricacion de
los sensores (Antoniazzi et al., 2018).

1.3.2.3 Electrodos modificados con g-ciclodextrina

Otro tipo de materiales que pueden utilizarse para la modificacién de electrodos
son los polimeros, ya que ofrecen diversas ventajas, como permeabilidad a las
especies electroactivas, facilidad de modificar sus caracteristicas mediante distintas
técnicas y, ademas, pueden depositarse sobre diferentes sustratos (Z. L. Zhou et
al., 2009); la B-ciclodextrina, en particular, presenta caracteristicas atractivas para
esta aplicacion.

Las ciclodextrinas son oligosacéaridos ciclicos constituidos por un numero
variable de unidades de glucopiranosa unidas a través de enlace a-1,4 (Daza et al.,
2015). Las ciclodextrinas mas importantes son las formadas por entre seis y ocho
unidades de glucosa, denominadas a—, B— y y— ciclodextrina. Estos compuestos
presentan una estructura en forma de cono hueco, cuya cavidad posee caracter
hidr6fobo y apolar, mientras que el exterior es altamente hidréfilo. Esta propiedad
estructural facilita la solubilidad de la B-ciclodextrina en soluciones acuosas y
permite que interacciones anfitrion-huésped se lleven a cabo con otros compuestos
(Daza et al., 2015; Shen & Wang, 2009).

La modificaciéon de electrodos con B-ciclodextrina ha llamado la atencion debido
a su potencial aplicacion en la generacion de electrodos selectivos (J. Qin et al.,
2018). En la literatura se encuentran trabajos donde se han modificado electrodos
con nanomateriales de carbono, como nanotubos de carbono y grafeno,
previamente funcionalizados con B-ciclodextrina, lo que mejordé la sensibilidad para
la deteccion de BPA debido al gran area superficial efectiva de los nanotubos, asi
como la formacién de complejos de inclusion entre la B-ciclodextrina y el BPA (Ali et
al., 2020; Alam & Deen, 2020).




Por otra parte, los electrodos modificados con polimeros de B-ciclodextrina
presentan una mejora en sus caracteristicas como el aumento de la sensibilidad, al
existir un gran numero de unidades de B-ciclodextrina para formar interacciones
anfitrion-huésped, asi como una mejora en la selectividad, debido a que el polimero
formado sobre la superficie del electrodo evita la adsorcion de interferentes (X. Li et
al., 2017).

1.3.2.4 Electrodos modificados con Nafion

El Nafion es un ionémero polianiénico perfluorosulfonado derivado del teflon que
ofrece excelente estabilidad quimica, buena biocompatibilidad, estructura de red
microscopica y carga negativa (Z. L. Zhou et al., 2009). Este material ha sido
utiizado para diversas aplicaciones electroquimicas como membrana de
intercambio i6nico debido a su habilidad de incorporar iones cargados positivamente
y repeler iones negativos debido a la presencia de sitios cargados negativamente
dentro de su estructura (Gerhardt et al., 1984).

Asimismo, se han desarrollado diferentes sensores electroquimicos, tal es el
caso de Britto y colaboradores que, en 1996, desarrollaron un sensor a base de
Nafion y nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) para cuantificar
dopamina, con el cual se mejoro la sefial de la corriente de oxidacion y, asi mismo,
la reaccion de oxidacion de la dopamina se volvié mas reversible (Britto et al., 1996).
Por otra parte, Liu y colaboradores, en 2019, utilizaron Nafion, la enzima tirosinasa
y nanoparticulas de Biochar, para la determinacion de BPA de forma exitosa, ya que
consiguieron un limite de cuantificacién bajo mientras que el potencial de oxidacion
del BPA disminuyé (Liu et al., 2019). De igual forma, se ha reportado su uso para
otros analitos como fenol, paration, doxazosina, estradiol, etcétera (Tsai et al., 2004;
Wong et al., 2019).

1.3.3 Sensores electroquimicos reportados para la cuantificaciéon de
bisfenol A

Se han desarrollado diversas investigaciones encaminadas a buscar el método
Optimo para la cuantificacion de BPA. En la Tabla 1 se enlistan algunas de las
técnicas representativas encontradas en la literatura. Para la construccion de estos
sensores se utilizaron diversos electrodos de trabajo, entre los cuales se encuentran
electrodos serigrafiados, electrodos de diamante, de oro, de pasta de carbono y
electrodos de carbon vitreo, entre otros. Asimismo, la cuantificacion se llevé a cabo
utilizando diferentes técnicas electroquimicas y bajo diferentes condiciones.




También se reportan en la Tabla 1 los materiales modificantes, asi como la
aplicacion de dichos sensores en la determinaciéon de BPA en muestras reales
(envases de comida, biberones, botellas de agua, aguas residuales, agua mineral,
agua de rio, leche, jugo de naranja, orina, sangre, saliva, etcétera).

Tabla 1. Ejemplos de métodos electroquimicos para la deteccion y cuantificacion de BPA

reportados en la literatura.

Ref. Intervalo Limite de Método Sensor Aplicacién en
lineal (UM) deteccién electroquimico muestras
(nM)
0.01-10 5.0 VL Electrodo de carbdn Empaques de
J. Li et al, vitreo modificado con alimentos.
(2011). nanotubos de carbono
de pared multiple
carboxilados.
Gao et al, 0.0108 - 18.5 1.0 Amperometria  Electrodo de carbdn Biberones,
(2012). vitreo modificado con botelllas de
nanotubos de carbono agua.
de pared simple/ B-
ciclodextrina
conjugada.
Cosio et al., 0.004-0.1 3.0 Amperometria  Electrodo de carbdon  Agua contenida
(2017). vitreo modificado con en botellas de
nanotubos de carbono plasticoy
de pared mlltiple biberones.
funcionalizados  con
grupos hidroxilo.
Ntsendwana 0.05-1.0 46.0 VDP Electrodo de carbdn
et al, vitreo modificado con  Agua mineral,
(2012). grafeno. botellas de
plastico.
Rather & De 0.074-0.23 3.0 VOC Electrodo de carbdn Agua residual.
Wael, vitreo modificado con
(2013). fullerenos.
L. Zhou et 0.01-10.0 5.0 VDP Electrodo de carbodn Leche liquida y
al., (2014). vitreo modificado con  leche en polvo.
membrana
nanocompuesta de
nanoparticulas de oroy
grafeno.
Y. Li et al., 1.0- 80.0 540.0 VDP Electrodo de carbon Agua para
(2017). vitreo modificado con beber.

grafeno reducido con
oxido-plata/poli-L-
lisina.




Deiminiat et
al., (2017).

0.0001-0.01

0.05

VOC

Electrodo de oro
modificado con
pelicula

nanocompuesta  con
nanotubos de carbono
de pared multiple
funcionalizados con
nanoparticulas de oro.

Agua Mineral,
jugo de naranja
y leche.

Yu et al,
(2017).

0.005-20.0

1.0

VDP

Electrodo de carbdn
vitreo modificado con
nanoparticulas de oro
depositadas sobre
nanotubos de carbono
de pared mdltiple.

Agua de rio,
recipientes de
comida.

Kunene et
al., (2020).

0.5-2.99

6.0

VDP

Electrodo serigrafiado
de carbon modificado
con nanotubos de
pared multiple
funcionalizados con
nanoparticulas de
oxido de zinc dopadas
con plata, donde se
inmovilizd la enzima
lacasa.

Botellas de
plastico

Freitasetal.,
(2020).

0.438-219.019

131.0

VOC

Electrodo de diamante
dopado con boro (BDD)
pretratado
catddicamente.

Agua mineral,
de lago y agua
de grifo.

Baghayeri et
al., (2018).

0.0001-0.008

0.03

VDP

Electrodo de carbdn
vitreo modificado con
nanotubos de carbono
de pared multiple/
CuFe,04,

Botellas de agua
y biberones.

Baghbamidi,
(2022).

0.08-300

20.0

VC

Electrodo de grafito
modificado con
grafeno dopado con
nitrégeno.

Pasta de
tomate, salsa de
chile y botellas
de agua.

VL: Voltamperometria de barrido lineal. VDP: Voltametria diferencial de pulsos. VC: Voltametria ciclica. VOC:
Voltametria de onda cuadrada.

A pesar de que los sensores mostrados presentan buenos parametros analiticos,
en ningun trabajo de los presentados se aborda el problema de la pasivacion de los
electrodos. Lo anterior abre una ventana de oportunidad para realizar
investigaciones referentes a este tema utilizando materiales de diferente naturaleza
con la finalidad de desarrollar un sensor electroquimico que presente buenas
caracteristicas analiticas, que evite la pasivacion en la mayor medida posible y, por
ende, permita obtener una metodologia eficaz para la cuantificacion de BPA.
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1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Desarrollar un sensor electroquimico basado en un electrodo de carbon vitreo
modificado con diversos materiales para inhibir su pasivacion y lograr la
cuantificacion eficiente de bisfenol A en muestras de recipientes de plastico y
biberones.

1.4.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar las propiedades electroquimicas del bisfenol A sobre un
electrodo de carbon vitreo.

2) Establecer las mejores condiciones para modificar la superficie de un
electrodo de carbén vitreo con diversos agentes modificantes.

3) Caracterizar el comportamiento electroquimico de bisfenol A sobre los
electrodos modificados para posteriormente elegir el dispositivo con las
mejores caracteristicas.

4) Optimizar la respuesta hacia la cuantificacion de bisfenol A del electrodo
seleccionado mediante disefios de experimentos.

5) Establecer los pardmetros analiticos del sensor optimizado mediante el
andlisis estadistico de curvas de calibracion.

6) Aplicar el sensor electroquimico desarrollado en el analisis de bisfenol A en
muestras reales.
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. METODOLOGIA

2.1 Reactivos e instrumentacion

Todos los reactivos que se utilizaron fueron de grado analitico y las soluciones
se prepararon con agua desionizada con resistividad 18.2 MQ. cm (Millipore). Los
estudios electroquimicos se llevaron a cabo en un potenciostato-galvanostato
Autolab PGSTAT 302N (Metrohm) conectado a un ordenador y controlado mediante
el software Nova 2.0. La celda electroquimica se integrd por tres electrodos, el de
trabajo (carbdn vitreo o carbon vitreo modificado), un contraelectrodo (platino) y un
electrodo de pseudo-referencia de Ag/Cl, conformado por un electrodo sélido de Ag
y un electrolito soporte con una concentracion de cloruros de 0.05 M.

El secado de muestras y de electrodos a temperatura constante se llevo a cabo
en una incubadora Boekel modelo “132000”.

La caracterizacién por microscopia éptica se realiz6 utilizando un microscopio
digital portati RoHS modelo AD106 con 50X. De igual forma se utiliz6 un
microscopio de alta resolucién de mano ProScope HR con 400X.

2.2 Caracterizacion del bisfenol A sobre el electrodo de carbon vitreo

Se caracteriz6 el comportamiento electroquimico del BPA mediante
voltamperometria ciclica en soluciones 100 uM de BPA tanto en solucién reguladora
de pH de fosfatos (pH 7.0, 0.05 M) con KCI (0.05M) (PBS) como en solucién
reguladora de pH Britton-Robinson (pH 7.0, 0.05 M) con KCI (0.05M) (BR). Se
realizaron 20 ciclos consecutivos en sentido anddico con velocidad de barrido de
100 mV st en la ventana de potencial de 0.0 a 1.2 V, partiendo del potencial de
corriente nula.

2.3 Elaboracion de los electrodos modificados

Antes de cada modificacion, el electrodo se pulié con suspension de alimina al
1 % con tamafio de particula de 3 um hasta obtener una superficie con terminado
de espejo y, posteriormente, se sometidé a bafio ultrasdnico durante 5 minutos en
metanol. Se realizaron 11 modificaciones a partir de diferentes combinaciones de
los agentes modificantes, como se muestra en la Tabla 2 y la preparacion de cada
electrodo se describe en las secciones siguientes.
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Tabla 2. Modificaciones realizadas al electrodo de carbén vitreo con los diferentes
agentes modificantes.

. Agentes modificantes utilizados
Numero

Oxido de Oxido de .

ele:tlfodo Nomenclatura o B-ciclodextrina (Sii;eelzezr:;o) (Cg::llerzioal) Zagt(':%‘;'zf

1 N X

2 B-c X

3 OGs X

4 OGc X

5 N/B-c X X

6 N/OGs X X

7 B-c/OGs X X

8 B-c/OGc X X

9 N/ B-c/OGs X X X

10 CuZn X

11 B-c/OGc/CuZn X X X

N: Nafion. B-c: B-ciclodextrina. OGs: Oxido de grafeno sintetizado. OGc: Oxido de grafeno
comercial. CuZn: Particulas de cobre y zinc.

2.3.1 Electrodo 1: modificacion con Nafion (N)

Para realizar la modificacion del electrodo con Nafion se prepar6é una solucion
de Nafion al 1.0% v/v en agua desionizada (Nafion® resina perfluorada, solucion al
5% p/v en alcoholes alifaticos inferiores y agua, adquirida de Sigma-Aldrich).
Después, se depositd una gota de 5.0 pL con una micropipeta sobre la superficie
limpia del electrodo (Zhou et al., 2009). El electrodo se dej6é secar durante 30 min a
45 °C.

2.3.2 Electrodo 2: modificacion con B-ciclodextrina (B-c)

En este caso se realiz6 la modificacion del electrodo de trabajo con un polimero
de B-ciclodextrina obtenido mediante electropolimerizacién, para lo cual se preparé
una solucion 6.0 mM de B-ciclodextrina en solucioén reguladora de pH de fosfatos
(pH 5.0, 0.05 M). Posteriormente se realizaron 5 ciclos en sentido anddico mediante
voltamperometria ciclica en la ventana de -2.0 a 2.2 V con velocidad de barrido de
100 mV st en la solucién de B-ciclodextrina previamente preparada (Pereira et al.,
2019). El electrodo obtenido con la B-ciclodextrina electropolimerizada se almacendé
para su posterior uso.
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2.3.3 Electrodo 3: modificacion con 6xido de grafeno sintetizado (OGs)

Antes de llevar a cabo la modificacion del electrodo se realizé la sintesis del
oxido de grafeno siguiendo la metodologia modificada de Hummer’s propuesta por
Zaidi en 2017, utilizando agentes altamente oxidantes. En primer lugar, se vertieron
23 mL de H2S04 (98%) en un vaso de precipitados de 100 mL para posteriormente
agregar 1 g de grafito. La mezcla resultante se mantuvo en agitacion constante y a
temperatura ambiente por 24 h. Pasado este tiempo, se agregaron a la mezcla 100
mg de NaNOs3 mientras la mezcla se mantenia en agitacion y en bafio de hielo (5°C).
Pasados 30 min se agregaron, poco a poco, 3.0 g de KMnOas. A continuacion, se
retird el bafio de hielo y la solucién se calenté hasta los 35-40 °C manteniendo la
agitacion por 30 min mas para después agregar 46 mL de agua desionizada. Para
detener la reaccion, la mezcla se vertié en un vaso de precipitados de 500 mL que
contenia 140 mL de agua y 10 mL de H202 al 30%. Acto seguido se procedio a
centrifugar la mezcla obtenida a 2, 000 rpm. El precipitado color negro se enjuagé
con HCI al 10 % vy, posteriormente, con agua desionizada. El 6xido de grafeno
sintetizado se mantuvo durante 72 horas a 60 °C para su secado (Zaidi, 2017). El
producto obtenido se pulveriz6 en un mortero y, a partir de él, se preparé una
suspension de 1.0 mg mL* en agua desionizada. Posteriormente, se tomaron 5.0
uL de dicha suspension para depositarlos sobre la superficie limpia del electrodo, el
cual se dej6 secar a 45 °C durante 30 min.

2.3.4 Electrodo 4: modificacién con 6xido de grafeno comercial (OGc)

El 6xido de grafeno utilizado se obtuvo de Sigma-Aldrich con 15-20 hojas de
espesor con un porcentaje de oxidacion del 4-10% en los bordes. Se prepar6 una
suspension de 1.0 mg mL? en agua desionizada y se tomaron 5.0 ulL para
depositarlos sobre la superficie limpia del electrodo, el cual se dejé secar a 45 °C
durante una hora (Ntsendwana et al., 2012). El electrodo se enjuagd suavemente
con agua desionizada y se almacend para su posterior uso.

2.3.5 Electrodo 5: modificacién con Nafion y B-ciclodextrina (N/B-c)

En primer lugar, se procedio con la electropolimerizacion de la B-ciclodextrina
bajo los parametros descritos en la seccion 2.3.2. Tras depositar la B-ciclodextrina,
el electrodo se enjuagd suavemente y se dejo secar. A continuacion, se procedio a
colocar una gota de 5.0 uL de una solucién de Nafion al 1.0% sobre la superficie del
electrodo y se dejo secar a 45 °C por 30 min. Una vez obtenido el sensor, éste se
almacend para su posterior uso.
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2.3.6 Electrodo 6: modificacion con Nafion y 6xido de grafeno sintetizado
(N/OGs)

Se prepar6 una suspension de 1.0 mg mL? de 6xido de grafeno sintetizado
(segun la seccién 2.3.3) en solucién de Nafion al 1.0% v/v con agua desionizada.
Una vez limpio el electrodo, se deposité una gota de 5.0 uL de la suspension sobre
su superficie y se dejo secar a 45 °C durante 30 min. El sensor obtenido se
almaceno para su posterior uso.

2.3.7 Electrodo 7: modificacion con B-ciclodextrina y 6xido de grafeno
sintetizado (B-c/OGs)

Se depositd una gota de 5.0 uL de suspension del 6xido de grafeno sintetizado
en agua desionizada (1.0 mg mL™!) (segun la seccion 2.3.3) sobre la superficie del
electrodo de carbon vitreo limpio y se dej6 secar por 30 min a 45 °C. Posteriormente,
se procedié a realizar la electropolimerizacion de la B-ciclodextrina sobre el
electrodo modificado segun las condiciones especificadas en la seccion 2.3.2.

2.3.8 Electrodo 8: modificacion con B-ciclodextrina y 6xido de grafeno
comercial (B-c/OGc)

Se depositd una gota de 5.0 uL de suspension 6xido de grafeno comercial en
agua desionizada (1.0 mg mL™1) sobre la superficie del electrodo con la B-
ciclodextrina y se dej6 secar por 30 min a 45 °C. Posteriormente, se
electropolimerizé la B-ciclodextrina sobre el electrodo de carbon vitreo limpio segin
las condiciones especificadas en la seccion 2.3.2.

2.3.9 Electrodo 9: modificacion con Nafion, B-ciclodextrina y 6xido de
grafeno sintetizado (N/B-c/OGs)

Se deposité una gota de 5.0 uL de suspension de 1.0 mg mL*? del 6xido de
grafeno sintetizado en solucién de Nafion al 1.0% sobre la superficie del electrodo
y se dejo secar a 45 °C por 30 min. Por ultimo, se electropolimerizé la B-ciclodextrina
sobre el electrodo modificado con Nafion y 6xido de grafeno bajo los parametros de
la seccion 2.3.2.
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2.3.10 Electrodo 10: modificacion con Cu/Zn (CuZn)

En este caso, se preparo una solucion de CuSOsy ZnS0O41.0 mM en H2S04 (0.1
M) y, a continuacion, se procedio a electrodepositar particulas de Cu y Zn sobre el
electrodo de carbdn vitreo en condiciones potenciostaticas aplicando un potencial
de -1.4 V durante 60 s mediante cronoamperometria.

2.3.11 Electrodo 11: modificacion con B-ciclodextrina, 6xido de grafeno
comercial y Cu/Zn (B-c/OGc/CuZn)

Se deposité una gota de 5.0 pL de una suspension de 1.0 mg mL* en agua
desionizada de 6xido de grafeno comercial sobre el electrodo limpio y se dejé secar
durante media hora a 45 °C. Posteriormente, se electrodepositaron particulas de Cu
y Zn (seccion 2.3.10) y se electropolimerizé la B-ciclodextrina segun la metodologia
descrita en la seccion 2.3.2.

2.4 Caracterizacion electroquimica del bisfenol A sobre los
electrodos modificados

El estudio del comportamiento de BPA sobre los diferentes electrodos
modificados se realiz6 mediante voltamperometria ciclica con una solucién 100 uM
de BPA en PBS a temperatura ambiente en el rango de potencial de 0 a 1.0 V en
sentido anédico con velocidad de barrido de 100 mV s, a partir del potencial de
corriente nula. Se realizaron 20 ciclos consecutivos en cada caso.

2.5 Estudio de pasivacion sobre los electrodos modificados con las
mejores caracteristicas

Una vez elegidos los electrodos con que presentaron la mejor sensibilidad y
estabilidad en las sefiales analiticas, se procedié a realizar un estudio de pasivacion
utilizando diferentes tiempos de preconcentracion por medio de voltamperometria
diferencial de pulsos. Posteriormente, se realizé una segunda etapa de este estudio
mediante la construccion de curvas de calibrado donde se evalud la linealidad,
sensibilidad y reproducibilidad de cada sensor.

2.6 Optimizacion y caracterizacion del electrodo con las mejores
caracteristicas

Con la finalidad de optimizar la respuesta del sensor elegido con las mejores
caracteristicas, por medio de un disefio Taguchi L9 23, se eligieron las condiciones
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Optimas para llevar a cabo la construccion del electrodo. De igual forma, se realizd
una optimizacion univariable de los parametros utilizados durante la técnica de
voltamperometria diferencial de pulsos, utilizada para llevar a cabo la cuantificacion.
Asimismo, se evalud el pH del medio, el solvente y la influencia del oxigeno sobre
el sistema.

2.7 Obtencion de los parametros analiticos del sensor y validacion
del método analitico

Segun los parametros establecidos por la IUPAC se reportaron los parametros
analiticos del sensor optimizado. La sensibilidad se reporté como la pendiente de la
recta de la curva de calibrado obtenida por el método de minimos cuadrados. Para
obtener el limite de deteccion se calculo la desviacion estandar de la recta de
calibrado, se multiplico por tres y se dividié sobre la pendiente (LOD=3Sy/b). El
limite de cuantificacion se calculé como diez veces el valor de la desviacion estandar
de la recta de calibrado dividido sobre la pendiente (LOD=10Syx/b). El intervalo
lineal se reportd desde el limite de cuantificacion hasta la concentraciéon maxima
donde la sefial analitica correspondia de forma lineal con la concentracién del
analito.

La reproducibilidad y repetibilidad se calcularon midiendo tres diferentes
concentraciones de BPA por triplicado y calculando las sensibilidades de tres
sensores preparados de forma independiente el mismo dia (repetibilidad) y en
distintos dias (reproducibilidad). A partir de los datos obtenidos se calcularon las
desviaciones estandar relativas (%RSD) de cada parametro evaluado.

2.8 Aplicacion del método analitico en muestras reales

Se recolectaron en diferentes mercados de la region recipientes reutilizables
para agua y para alimentos, biberones y un garrafén de agua de capacidad de 20
L. Se eligieron recipientes con el namero de clasificacion 7 (elaborados con
policarbonato), asi como recipientes sin nimero de clasificacion especificado. Para
cada caso, se pes6 1.0 g de muestra y se lavé con agua para retirar residuos.
Posteriormente, la muestra se depositd en un recipiente de vidrio con 30 mL de una
solucion de etanol en agua desionizada al 20% v/v y se mantuvo a 60°C durante 10
dias (Reglamento (UE) N° 10/2011). Pasado este tiempo, se procedio a realizar la
determinacién del BPA lixiviado de la muestra con el método desarrollado (Gao et
al., 2012).
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. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion electroquimica del bisfenol A sobre el electrodo
de carbdn vitreo

Se llevé a cabo un estudio mediante voltamperometria ciclica utilizando un
electrodo de carbdn vitreo sin modificar en PBS. Se realizaron 20 ciclos
consecutivos en una ventana de potencial de -1.2 a 1.2 V, con velocidad de barrido
de 100 mVs?, a una solucién de BPA 100 puM, partiendo de potencial de corriente
nula. El voltamperograma correspondiente se muestra en la Figura 3-A.

A B

Ciclo1

Ciclo1
Ciclos 2 al 19
Ciclo 20

Ciclo2al 19 a
Ciclo 20

3 | ==——- Blanco

Corriente (I/uA)
Corriente (I/uA)

-1.3 -0.8 -0.3 0.2 0.7 1.2 13 0.8 03 0.2 0.7 1.2

Voltaie (E/V) Voltaie (E/V)
Figura 3. Voltamperometria ciclica aplicada a una solucion de BPA 100 uM en PBS a
100 mVs™ partiendo de potencial de corriente nula en sentido anddico, 20 ciclos
consecutivos (A) y en una solucién de PBS sin BPA después de lavar el electrodo (B).

En el primer ciclo se observa un pico definido en 0.57 V (pico a)
correspondiente al proceso de oxidacion no reversible del BPA (Figura 3-A). Esta
sefial, en los siguientes ciclos, se recorre a valores de potencial més positivos y la
intensidad de corriente disminuye hasta desaparecer. Lo anterior se atribuye a la
pasivacion del electrodo debido a la formacién de una pelicula aislante de polimero
formado por la oxidacion del BPA (Chauke et al., 2010). EI mecanismo de oxidacion
del BPA propuesto en diferentes fuentes se aprecia en la Figura 4 (Koyun et al.,
2019; Mohammadzadeh Jahani et al., 2020). Por otra parte, se observa, a partir del
segundo ciclo, la formacion un pico anddico en 0.14 V (pico b) y un pico catddico en
-0.39 V (pico c) cuyas intensidades aumentan de manera directa con los ciclos
realizados. Estas sefiales pueden atribuirse a la oxidacion y reduccién del polimero
del BPA, como se ha reportado previamente en la literatura (Szekeres et al., 2019).
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La sefial de reduccién observada en -0.9 V (pico d) corresponde a la reduccioén del
oxigeno disuelto en la solucion.

HOOH 7 00 to2e 20

Figura 4. Mecanismo de oxidacion del BPA adaptado de Szekeres et al., 2019.

Con la finalidad de confirmar la pasivacion del sensor, una vez terminados
los 20 ciclos, se enjuag6 el electrodo con agua desionizada y se sumergié en una
solucién de PBS sin analito en la cual se realizaron 20 ciclos méas bajo las mismas
condiciones (Figura 3-B). El voltamperograma muestra solamente el par de picos
en 0.14 V y -0.39 V, atribuidos a la oxidacién y reduccion del polimero de BPA
formado (picos b y c, respectivamente). Asimismo, se observa una pequefia sefal
en 0.57 V en el primer ciclo (pico a), que corresponde a la oxidacion del analito
remanente en la red polimérica, indicativo de su adsorcion sobre la superficie del
electrodo (S. C. B. Oliveira et al., 2007).

Adicionalmente, se realizé un estudio a diferentes velocidades de barrido con
una solucion de BPA 5.0 uM en PBS en el rango de velocidades de 50 a 300 mV st
(Figurab).

log (1) = 0.7323 log (v) - 7.8658 o

-6.15 R?=0.9915 0.
63 e
® °

-6.45

o
-6.6 o
-6.75
1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 2.5 2.7
log (v)

Figura 5. Logaritmo de los picos maximos de corriente contra el logaritmo de la velocidad
de barrido para una solucion de BPA 5 uM en PBS.
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Al graficar el logaritmo de la corriente contra el logaritmo de la velocidad de
barrido (Figura 5) se obtuvo una relacion lineal con una pendiente de 0.73, lejana a
los valores tedricos de 0.5 y 1.0, indicativos para procesos tipicos controlados por
difusidén y adsorcion, respectivamente, lo cual indica la contribucién simultanea de
ambos fendbmenos en el proceso de oxidacion del analito sobre el electrodo (Pamuk
et al., 2013).

Con la finalidad de estudiar si el cambio de solucion reguladora de pH tiene
influencia sobre la pasivacion del electrodo, se realiz6 la caracterizacion
electroquimica del BPA utilizando una solucibn BR mediante voltamperometria
ciclica. Al analizar los voltamperogramas, se observo la pasivacion de la sefial de
oxidacion del analito y la adsorcion del polimero sobre la superficie del electrodo, al
igual que en el estudio realizado con PBS.

Debido a que a que no se observaron diferencias significativas utilizando PBS y
BR en cuanto a la intensidad de las sefiales y a la pasivacion del electrodo, se utilizo
la solucién PBS para los experimentos subsecuentes. Cabe destacar que esta
solucion posee una composicion mas simple y amortigua el intervalo de pH durante
el electroandlisis del BPA (Najafi et al., 2014; Kunene et al., 2020; Rather & De Wael,
2013).

3.2 Modificacion del electrodo de carbon vitreo

La modificacion del electrodo de carbén vitreo con Nafion se llevé a cabo por
medio de la deposicion de una gota de soluciéon y dejando secar a temperatura
controlada. Una vez seco el electrodo, fue posible observar una pelicula
transparente. En el caso de la modificacién con 6xido de grafeno el proceso fue
similar, se deposité una gota de suspension de este nanomaterial y se dejé secar,
tras lo cual, se observé la deposicidon de las particulas de forma homogénea sobre
toda la superficie del electrodo. Por otra parte, el cronoamperograma
correspondiente a la deposicion de Cu/Zn (Figura 6) exhibe un aumento de
corriente durante el tiempo de aplicacién del pulso de potencial, lo que se atribuye
a la formacion y el crecimiento de los nucleos metalicos (Henni et al., 2019). Con lo
anterior se confirma la deposicion exitosa de los metales sobre el disco del
electrodo.
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Figura 6. Cronoamperograma realizado a una solucién de CuSO.y ZnSO4 1.0 mM en
H,SO4 0.1 M imponiendo un potencial de -1.4 V durante 60 s utilizando un electrodo de
carbon vitreo.

El voltamperograma correspondiente a la electropolimerizacion de la B-
ciclodextrina sobre el electrodo de carbon vitreo se presenta en la Figura 7.

800
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=
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Figura 7. Voltamperograma ciclico de la electropolimerizacion de la 3-ciclodextrina sobre

el electrodo de carbon vitreo a partir de una solucién de B-ciclodextrina 6 mM en solucion

buffer de fosfatos de pH 5.0 (0.05 M) a 100 mVs™. Sentido anddico partiendo de potencial
de corriente nula.
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En el primer barrido no se muestran picos anddicos, sin embargo, al realizar el
barrido catodico, se presenta una sefial de reduccién alrededor de -0.4 V (pico a),
misma que va aumentando de intensidad, asi como desplazandose hacia
potenciales mas negativos en los ciclos siguientes. Esta sefial, conforme a reportes
de la literatura, esta relacionada directamente con el éxito de la formacion del
polimero de B-ciclodextrina (Pereira et al., 2019). De igual forma se observa, a partir
del segundo ciclo, la formacién de un pico anddico en 0.3 V y uno mas en 1.5V
(picos b y c, respectivamente). Lo anterior indica que, en el primer ciclo, al no
obtener sefales, las unides de B-ciclodextrina comienzan a oxidarse sobre la
superficie del electrodo y la polimerizacion inicia a partir de los siguientes barridos.
De igual forma, debido a que los picos catddicos y anddicos presentes siguen
aumentando de intensidad, se infiere que el polimero sigue en crecimiento y no ha
alcanzado el grosor maximo.

3.3 Caracterizacion electroguimica del bisfenol A sobre los
electrodos modificados

Los electrodos modificados se sometieron a un estudio mediante
voltamperometria ciclica para caracterizar el comportamiento electroquimico del
BPA. Se realizaron 20 ciclos consecutivos a una solucién 100 uM de BPA en PBS.
En la Tabla 3 se enlistan los valores de altura de pico del primer ciclo, asi como el
potencial de oxidacion obtenido para cada electrodo. De igual forma, se calcul6 el
porcentaje de la intensidad de corriente remanente en el ciclo 20, tomando la
intensidad del ciclo 1 como el 100%. En las Figuras 8 a la 19, se muestran los
voltamperogramas correspondientes a cada electrodo (A), asi como una grafica de
estabilidad de la sefial en porcentaje por ciclo (B), construida a partir de los valores
de corriente maxima netos, comparados con el blanco.

Se puede apreciar, en el ciclo 1 de todos los voltamperogramas, un pico
anddico definido correspondiente al proceso no reversible de oxidacién del BPA
(pico a), no obstante, en el ciclo 2 se observa una caida considerable de la
intensidad de la sefial. Lo anterior confirma que todos los electrodos sufren la
pasivacion generada por la deposicion de la pelicula de polimero de BPA formada
sobre su superficie; sin embargo, existe una mejora en la sensibilidad de los
sensores modificados, ya que 8 de los 11 electrodos preparados mostraron
intensidades de corrientes mayores que el electrodo sin modificar.
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Tabla 3. Corrientes maximas y potenciales obtenidos para las sefiales de
oxidacion del BPA sobre los diferentes electrodos modificados.

Corrientes

NUmero maximas de Po_ten(_:i,al de Intensidad
de Nomenclatura A, oxidacion (V)  remanente en
electrodo OXIda.Clon (WA) Ciclo 1 el ciclo 20 (%)
Ciclo 1
No modificado 4.06 0.543 0.0
1 N 0.39 0.614 35.9
2 B-c 22.85 0.523 7.1
3 OGs 27.84 0.503 4.6
4 OGc 28.3 0.594 3.3
5 N/B-c 3.42 0.584 0.6
6 N/OGs 4,72 0.614 0.1
7 B-c/OGs 24.17 0.574 34
8 B-c/OGc 68.41 0.574 0.6
9 N/B-c/OGs 25.82 0.543 3.2
10 CuZn 2.89 0.634 0.7
11 B-c/OGc/CuZn 62.09 0.584 2.4

N: Nafion. B-c: B-ciclodextrina. OGs: Oxido de grafeno sintetizado. OGc: Oxido de grafeno
comercial. CuZn: Particulas de cobre y zinc.

A patrtir de los electrodos modificados con Nafion [Electrodo 1 (N), 5 (N/B-c)
y 6 (N/OGs)] se obtuvieron las alturas de pico menores en comparacion con los
demas electrodos, asimismo, el Electrodo 9 (N/B-c/OGs) a pesar de presentar una
corriente alta, fue menor que la obtenida con el Electrodo 3 (OGs), sintetizado
solamente a partir del 6xido de grafeno. Lo anterior puede deberse a que la
deposicion de la capa de un polimero no conductor sobre la superficie del electrodo
impide la transferencia rapida de electrones, lo que se traduce en una sefial de
corriente menor. Para el caso del Electrodo 1 (N) se aprecia que en el ciclo 20 se
conserva un 35% de la sefial original, sin embargo, presenta una sensibilidad menor
que el electrodo sin modificar, lo que dificulta su aplicacion para la cuantificacion del
analito en concentraciones traza.

El Electrodo 2 (B-c) modificado con B-ciclodextrina, mostr6 una mayor
sensibilidad que el electrodo sin modificar debido a los complejos de inclusion
formados entre la B-ciclodextrina y las moléculas de BPA que favorecen la
interaccion entre el analito y el electrodo, facilitando la transferencia de electrones,
como se ha descrito en la literatura (Qin et al., 2016). Asimismo, segun la grafica de
estabilidad de sefal se observa que este electrodo present6 una sefial mas estable
a diferencia de los demas electrodos ya que en el ciclo 20 se obtuvo una sefial por
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arriba del valor del blanco y, ademas, conservd un 7% de la sefial original, lo cual
puede deberse a las interacciones formadas entre el polimero y las moléculas de
BPA, que estabilizan los radicales formados durante el proceso de oxidacion
mitigando la formacién del polimero del BPA.

Los electrodos modificados con Oxido de grafeno sintetizado y comercial
[Electrodo 3 (OGs) y 4 (OGc)] obtuvieron sefiales de oxidacién similares con una
intensidad de corriente aproximadamente 6 veces mayor que el electrodo sin
modificar. Este aumento en la corriente se atribuye a la alta conductividad eléctrica
y las propiedades cataliticas del 6xido de grafeno (Ntsendwana et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de la alta sensibilidad obtenida por estos sensores, la sefial pierde
intensidad de forma considerable, hasta obtener valores por debajo de la linea base
del blanco, como se observa en las gréficas de estabilidad. Este comportamiento se
aprecia en todos electrodos modificados con éxido de grafeno [Electrodo 7 (B-
c/OGs), 8 (B-c/OGc) y 11 (B-c/OGc/Cuzn)] y puede asociarse con la disminucién
del area electroactiva del electrodo debido a una mayor deposicién de la pelicula
polimérica aislante del BPA. Asimismo, al no observarse diferencias considerables
en las corrientes de oxidacion entre los electrodos preparados con el 6xido de
grafeno sintetizado y el comercial, debido a practicidad, se opt6 por utilizar el 6xido
de grafeno comercial para los experimentos siguientes.

La corriente obtenida con el electrodo con particulas de Cu/Zn
electrodepositadas [Electrodo 10 (Cuzn)] fue similar al resultado del electrodo sin
modificar, debido a que, en ausencia de un material estabilizador con mayor area
superficial, estas particulas son dificilmente retenidas sobre la superficie del
electrodo de carbon vitreo (Ulubay, 2019). Por el contrario, el Electrodo 11 (B-
c/OGc/CuZn), preparado con B-ciclodextrina, 6xido de grafeno y particulas de
Cu/Zn electrodepositadas, mostré una de las corrientes de oxidacién mayores de
todos los electrodos modificados. Lo anterior puede atribuirse a una deposicion
exitosa de las particulas de Cu/Zn sobre el éxido de grafeno, como se ha observado
en otros trabajos, donde la presencia de estas estructuras metalicas acelera la
transferencia electrénica (Ulubay, 2019). Asi mismo, este comportamiento se puede
relacionar a un efecto sinérgico entre los tres materiales.

Debido a la alta sensibilidad que presentaron, los electrodos que se eligieron
para la siguiente etapa del estudio son los electrodos construidos con 6xido de
grafeno comercial [Electrodo 4 (OGc), 8 (B-c/OGc) y 11 (B-c/OGc/CuZzn)]. Por otra
parte, el electrodo con B-ciclodextrina, Electrodo 2 (B-c), se eligio debido a que
presento la mejor relacion entre sensibilidad y estabilidad, ya que conservé un 7%
de su sefial original mientras que la sefial analitica obtenida fue 5.6 veces mayor
que el electrodo sin modificar.
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Figura 8. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido andédico, partiendo de potencial de corriente nula, y gréafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén
vitreo no modificado.
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Figura 9. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos partiendo de potencial de corriente nula, 20 ciclos consecutivos en sentido anddico,
partiendo de potencial de corriente nula, y grafica de intensidades de corriente maxima para cada

ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo modificado con Nafion.
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Figura 10. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anédico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo
modificado con 8-ciclodextrina.
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Figura 11. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 pM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido andédico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréfica de
intensidades de corriente méaxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo
modificado con éxido de grafeno sintetizado.
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Figura 12. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anédico, partiendo del potencial de corriente nula, y grafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo

Corriente (I/pA)

modificado con 6xido de grafeno comercial.
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Figura 13. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica de

intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo

modificado con Nafion y 8-ciclodextrina.
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Figura 14. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos

consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y grafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo

modificado con Nafion y 6xido de grafeno sintetizado.

Electrodo 7 (B-c/OGSs)

A " B
80 Ciclo 1 T . Blanco
Ciclo 2 —$— BPA
60 Ciclo 20 a 80
. Blanco 3 70
é 40 %_ w0
[] < 50
g 2 g 40 -------------------------------------------
= (=]
8 © = 30
2
20 20
10
,40 O
01 01 03 05 0.7 0.9 11 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Voltaie (E/V) Numero de ciclo

Figura 15. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos

co

nsecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y grafica de

intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbdén vitreo

modificado con B-ciclodextrina y 6xido de grafeno sintetizado.
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Figura 16. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y grafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo

modificado con B-ciclodextrina y 6xido de grafeno comercial.
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Figura 17. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 puM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anédico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréfica de
intensidades de corriente méxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo
modificado con Nafion, B-ciclodextrina y 6xido de grafeno sintetizado.
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Figura 18. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo
modificado con particulas de Cu/Zn electrodepositadas.
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Figura 19. Voltamperometria ciclica de una solucién de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y grafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén vitreo
modificado con 8-ciclodextrina, éxido de grafeno comercial, y particulas de Cu/Zn
electrodepositadas.
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3.4 Estudio de la concentracién de BPA como factor en la pasivacién
del electrodo

Dado que se ha reportado en la literatura una relacion directa entre la
concentracion del analito y la pasivacion del electrodo (Ghanam et al., 2017), se
realizo un estudio utilizando diferentes concentraciones de BPA: 100, 5y 1 uM, las
cuales se han utilizado para el estudio del analito en la literatura (Mohammadzadeh
Jahani et al., 2020; Ben Messaoud et al., 2017; Ghanam et al., 2017). Se corrieron
20 ciclos consecutivos mediante VC en solucién PBS sobre un electrodo de carbon
vitreo sin modificar. Posteriormente, se realiz6 el mismo experimento utilizando VDP
con la finalidad de estudiar la pasivacion del electrodo con ambas técnicas
electroquimicas. Los voltamperogramas obtenidos para cada concentracion se
muestran en las figuras siguientes (A) y, a partir de estos, se elabor6 una gréafica de
estabilidad de la sefial en porcentaje por ciclo (B), construida a partir de los valores
de corriente maxima netos, comparados con el blanco.

La Figura 20 corresponde a los resultados obtenidos mediante VC para la
concentracion de BPA de 100 uM donde se observa que el pico de oxidacion del
analito disminuye al aumentar los ciclos del voltamperograma (pico a), hasta que a
partir del ciclo 4, desaparece la sefial analitica y se obtiene un valor de corriente
neta por debajo del blanco. Por otra parte, al utilizar una concentracion de BPA de
5 uM (Figura 21), el pico de oxidacion no desaparece totalmente durante los 20
ciclos (pico a), aunque sufre una disminucién considerable. Caso similar se observa
en la Figura 22 al utilizar una concentracion de 1 uM, donde la sefal permanece
por arriba del valor del blanco (pico a).

A 100 pM B

Ciclo 1 a |\ ee=e- Blanco

Ciclo 2
Ciclo 20

—%— BPA

————— Blanco

Porcentaje (%)

-
===

Corriente (I/pA)
L8]

0.1 0.1 03 05 07 09 11 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Voltaie (E/V) Numero de ciclo

Figura 20. Voltamperometria ciclica de una solucion de BPA 100 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido andédico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbon
vitreo sin modificar.
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Figura 21. Voltamperometria ciclica de una soluciéon de BPA 5.0 uM en PBS (A), 20 ciclos

Corriente (I/pHA)

consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréfica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de
carbén vitreo sin modificar.
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Figura 22. Voltamperometria ciclica de una solucion de BPA 1.0 uM en PBS (A), 20 ciclos
consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica de
intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén
vitreo sin modificar.

En la Figura 23 se aprecia el voltamperograma obtenido con VDP a partir de
una solucién de BPA 100 uM. En la corrida 1 se presenta el pico definido del proceso
de oxidacion del analito (pico a), no obstante, en el segundo ciclo disminuye mas
del 80% de intensidad y, para la corrida 20, la sefial desaparece completamente.
Comportamiento similar se observa para la concentracion de analito de 5 uM
(Figura 24), donde la altura del pico de oxidacion (pico a) disminuye para la segunda
corrida considerablemente y en la corrida 20 el valor de corriente se encuentra por
debajo del blanco. Por el contrario, al utilizar la concentracion de 1 uM a partir de la
corrida 2 se obtiene una sefial constante superior al valor del blanco (pico a) (Figura
25).
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Figura 23. Voltamperometria diferencial de pulsos para una solucion de BPA 100 uM en

PBS (A), 20 ciclos consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente

nula, y grafica de intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un
electrodo de carbon vitreo sin modificar.
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Figura 24. Voltamperometria aiferencial de pulsos para una solucion de BPA 5 uM en PBS

(A), 20 ciclos consecutivos en sentido anédico, partiendo del potencial de corriente nula, y

gréafica de intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo
de carbon vitreo sin modificar.
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Figura 25. Voltamperometria diferencial de pulsos para una soluciéon de BPA 1 uM en PBS (A),

20 ciclos consecutivos en sentido anddico, partiendo del potencial de corriente nula, y gréafica

de intensidades de corriente maxima para cada ciclo (B) obtenidas con un electrodo de carbén
vitreo sin modificar.
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La informacion correspondiente a los experimentos realizados se recopila en
la Tabla 4. Se reporta el valor la intensidad de corriente del ciclo 1 y el porcentaje
de sefial retenida después de veinte ciclos. Se puede observar una tendencia en los
resultados de ambas técnicas donde se retiene un mayor porcentaje de la sefal
inicial al disminuir la concentraciéon del BPA, lo que se asocia a una menor
pasivacion del electrodo. Este comportamiento es congruente con los resultados
observados en la literatura, para BPA y para otros compuestos fenélicos, donde se
ha demostrado que al aumentar la concentracion del analito incrementa la
produccién del material polimérico responsable de la pasivacion de los electrodos
(Ghanam et al., 2017; Yang et al., 2013; Yi et al., 2001; Gattrell et al., 1993).

Tabla 4. Corrientes maximas y potenciales obtenidos para las sefales de oxidacién del
BPA sobre un electrodo de carbdn vitreo sin modificar utilizando diferentes
concentraciones.

Técnica Concentracion cl)rltriegrftig?:?c?oel renlwna;[rfgrﬂgagl el
electroquimica BPA (uM) (LA) ciclo 20 (%)
100 3.51 0
1 0.05 13
100 0.73 0
VDP 5 0.03 0
1 0.01 17

VC: Voltamperometria ciclica. VDP: Voltamperometria diferencial de pulsos.

Los resultados presentados en la Tabla 4 demuestran que la técnica
electroquimica de andlisis tiene efecto también sobre la pasivacion del electrodo, ya
gue, con la concentracion mas baja estudiada, se retuvo un mayor porcentaje de
sefal utilizando VDP (17%) que con VC (13%), asi como una sefial mas estable a
partir del ciclo 2 (Figura 22-B y 25-B). Se ha demostrado en trabajos anteriores que
las técnicas voltamperométricas de pulsos permiten obtener sefiales reproducibles
para la deteccion de compuestos fendlicos debido a que minimizan la adsorcion
sobre los electrodos debido al cambio en la polaridad del electrodo (Lu et al., 2002;
Chem & Umversuy, 1981).
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3.5 Estudio sobre los electrodos modificados con las mejores
caracteristicas

3.5.1 Evaluacién del tiempo de preconcentracién

Debido a que la oxidacion de BPA sobre el electrodo de carbdn vitreo es un
proceso controlado por difusion y adsorcion (8 3.1) es posible preconcentrar la
cantidad de analito sobre la superficie del electrodo para mejorar la respuesta
electroquimica de los electrodos modificados.

Los electrodos utilizados para este estudio fueron los elegidos con las
mejores caracteristicas de la Seccion 3.3. Se agité durante 1, 10 y 15 minutos una
solucion de BPA 1 uM vy, posteriormente, se realizé un voltamperograma utilizando
VDP. Las figuras siguientes corresponden a los resultados obtenidos para cada
electrodo y en la Tabla 5 se enlistan las intensidades de corriente de pico, asi como
el aumento de corriente entre los 10 y 15 minutos, tomando la corriente de 10
minutos como el 100%.

Tabla 5. Valores de las corrientes maximas obtenidos para las sefiales de oxidacién del
BPA utilizando diferentes tiempos de preconcentracion.

Intensidad de corriente (HA) Diferencia entre
Electrodo Nomenclatura 1minde 10minde 15minde 10y 15 minutos
agitacion agitacion  agitacion (%)
No modificado 0.01 0.03 0.06 200
2 B-c 0.33 0.59 0.65 10
4 OGc - 4.74 6.77 43
8 B-c/OGc 0.21 1.05 1.43 36
11 B-c/OGc/Cuzn - 0.87 1.12 29

B-c: p-ciclodextrina. OGc: Oxido de grafeno comercial. CuZn: Particulas de cobre y zinc.

En todos los casos existe un incremento de la sefial analitica respecto del
tiempo, debido a que la agitacién de la solucién facilita la conveccion de las
moléculas de BPA lo que incrementa la concentracion interfacial sobre la superficie
del electrodo (Alam & Deen, 2020). De igual forma se observa que el Electrodo 4
(OGc) y el Electrodo 11 (B-c/OGc/Cuzn) no presentan sefial al agitar durante un
minuto, a diferencia del Electrodo 2 (B-c) y el Electrodo 8 (B-c/OGc), lo que puede
atribuirse a que el BPA necesita un mayor periodo de tiempo para adsorberse sobre
el 6xido de grafeno, mientras que la formacién de complejos de inclusién de la B-
ciclodextrina y el analito se lleva a cabo de forma rapida.

Asimismo, se aprecia que el electrodo con B-ciclodextrina presenta un cambio
de solo el 10% entre la corriente obtenida con 10 y 15 minutos de agitacion, lo que
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sugiere la saturacion de la mayoria de los sitios activos por las moléculas de BPA
debido a la formacion de los complejos.
Ya que la corriente increment6 de forma considerable al agitar durante 10 y

15 minutos en todos los casos, ambos tiempos de preconcentracion se eligieron
para la siguiente etapa del estudio.

3.5.2 Evaluacion de recuperacién de la sefial

Para la eleccion del electrodo con las mejores caracteristicas antipasivacion, se
realizé un estudio de estabilidad de la sefial analitica. Los electrodos evaluados
fueron los electrodos modificados con B-ciclodextrina y 6xido de grafeno. Para cada
caso, una solucion de BPA 1 uM se mantuvo en agitacion durante 10 o 15 minutos
antes de realizar un voltamperograma por VDP, este proceso se repitid durante 5
ciclos utilizando la misma solucién. En la Tabla 6 se muestra la intensidad de
corriente remanente en el ciclo 5, tomando la intensidad del ciclo 1 como el 100%.

Tabla 6. Porcentajes de recuperacion de la sefial agitando por 10 o 15 minutos antes de
cada ciclo.

Intensidad de corriente remanente en el ciclo 5

0,

Electrodo Nomenclatura .(/0) .
Sin agitacion 10 min de 15 min de
9 agitacion agitacion

No modificado 14 88 88

2 B-c 0 60 59

4 OGc 0 78 77

8 B-c/OGc 0 65 53

11 B-c/OGc/CuZn 0 64 53

B-c: p-ciclodextrina. OGc: Oxido de grafeno comercial. CuZn: Particulas de cobre y zinc.

Los resultados obtenidos para todos los electrodos muestran que al someterse
a agitacion entre cada ciclo los porcentajes de corriente remanente son mayores
que al realizar las corridas consecutivas. Esto puede deberse a la desorcion parcial
de las moléculas del polimero aislante responsables de la pasivacién del sensor, lo
gue demostraria que es posible recuperar el area electroactiva perdida por la
saturacioén de los sitios activos de los electrodos (Javaid et al., 2021).

El electrodo que obtuvo los mayores porcentajes de corriente remanente fue el
electrodo no modificado, lo que se atribuye a la menor area especifica del carbdén
vitreo respecto a los materiales modificantes. Este resultado concuerda con la
literatura, donde se ha observado que la naturaleza del electrodo afecta la
pasivacion del mismo debido a las propiedades fisicoquimicas del material, como
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hidrofobicidad y tamafio de particula (Ghanam et al., 2017). En este sentido, los
materiales modificantes le confieren al electrodo mayor area electroactiva, como se
ha reportado en la literatura (Ulubay Karabiberoglu, 2019; Zhang et al., 2013), por
lo cual, presentan un menor porcentaje de corriente remanente debido a que se
favorece la polimerizacion del BPA 'y, por tanto, la pasivacion.

En la mayoria de los electrodos los porcentajes de corriente remanentes fueron
mayores al agitar durante 10 minutos, en consecuencia, se eligioé este tiempo de
agitacion para continuar con los siguientes experimentos.

Considerando que no existieron diferencias notables entre los porcentajes de los
electrodos 8 (B-c/OGc) y 11 (B-c/CuzZn/OGc), este ultimo se descarto para las etapas
siguientes, ya que los resultados obtenidos se atribuyeron Unicamente al 6xido de
grafeno y a la B-ciclodextrina, y no a las particulas de Cu/Zn.

3.5.3 Evaluacion mediante curvas de calibrado

Se construyeron curvas de calibrado en el intervalo de concentracion que
permite cuantificar el limite de migracion especifica del BPA (0.219 uM) (8 1.2.3)
con cada uno de los electrodos seleccionados en la etapa anterior. Se realizaron
adiciones sucesivas del analito y para cada una se realiz6 una medida por VDP
agitando por 10 min antes de cada medicién. Cada curva se realizé por triplicado y
se calcularon las ecuaciones de regresion, coeficiente de determinacion (R?) asi
como el coeficiente de desviacién estandar relativa (%0RSD) de la sensibilidad de
cada sensor. La Tabla 7 resume los resultados obtenidos y en la Figura 26 se
presentan las curvas de calibrado.

Tabla 7. Parametros analiticos de las curvas de calibrado obtenidas con un
electrodo de carbdn vitreo sin modificar y modificado.

Sensibilidad %RSD
Electrodo Nomenclatura (UM pAY) R? (n=3)
No modificado 0.04 0.81 49.5
2 B-c 0.43 0.99 4.3
4 0OGc 0.64 0.91 78.2
8 B-c/OGc 0.47 0.98 16.2

B-c: B-ciclodextrina. OGc: Oxido de grafeno comercial. CuZn: Particulas de cobre y zinc.

Se puede observar que el electrodo no modificado presenté una sensibilidad
menor que los demas electrodos. De igual forma, utilizando este electrodo, se
obtuvo una baja linealidad y reproducibilidad.
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Al modificar el electrodo con 6xido de grafeno [Electrodo 4 (OGc)] la
sensibilidad aumento 16 veces, no obstante, la linealidad no mostré mejora mientras
que la reproducibilidad fue la menor de todos los electrodos evaluados. Este
comportamiento puede estar ligado a la relacion existente entre pasivacion y la
concentracion del analito, es decir, ya que el 6xido de grafeno presenta una alta
conductividad eléctrica y comportamiento catalitico, promueve la oxidacion
electroquimica de una mayor cantidad de BPA lo que produce, a su vez, mayor
cantidad de polimero aislante. Esto, aunado a la alta area superficial de las hojas
de grafeno, promueve que el electrodo se pasive con mayor rapidez y que requiera
mayor tiempo de agitacion para recuperar el area electroactiva original del electrodo.
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Figura 26. Curvas de calibrado obtenidas con el electrodo sin modificar, modificado con 8-
ciclodextrina (Electrodo 2), modificado con 6xido de grafeno (Electrodo 4) y modificado con éxido
de grafeno y B8-ciclodextrina (Electrodo 8).
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En cuanto a los sensores fabricados con B-ciclodextrina [Electrodo 2 (B-c) y
8 (B-c/OGc)], a pesar de mostrar menor sensibilidad, obtuvieron buena linealidad,
asi como bajos coeficientes de %RSD. Este comportamiento se puede atribuir a la
influencia que presenta la capa del polimero de B-ciclodextrina sobre la pasivacion
del electrodo. Se ha reportado que los recubrimientos con polimeros disminuyen la
pasivacion de los electrodos sin comprometer la sefial analitica (Lu et al., 2002;
Wheeler & Heineman, 1990; Poon & Mccreery, 1987). Asimismo, algunos autores
han demostrado que los polimeros que forman interacciones anfitrion-huésped
pueden influir en la cantidad de productos de oxidacién formados que conducen a
la pasivaciéon del electrodo (Wheeler & Heineman, 1990; Annibale et al., 1999; H.
Zhou et al.,, 2022). Este comportamiento puede explicarse debido a que las
estructuras moleculares, responsables de la formacion de los complejos de
inclusion, interfieren en la recombinacién de los radicales y dimeros formados
durante la oxidacion del analito, lo que impide la subsecuente formacion del
polimero pasivante.

Con la finalidad de elegir entre los electrodos construidos con B-ciclodextrina
[Electrodo 2 (B-c) y 8 (B-c/OGc)] se compararon las sensibilidades por medio de una
prueba estadistica t para comparacion de pendientes, tras lo cual se puede afirmar
con el 95% de confianza que la diferencia entre las pendientes no es significativa (t
calculada (0.74) <t critica (2.17) con 12 grados de libertad).

En vista de los resultados obtenidos, el Electrodo 2 (B-c), modificado con B-
ciclodextrina, se seleccion6 como el sensor con el mejor comportamiento
antipasivacion y simple modificacién respecto a los demas electrodos. Cabe sefialar
que, a pesar de que no es el electrodo que exhibe la mayor sensibilidad, es posible
alcanzar el limite de migracion especifica requerido. En las siguientes etapas del
proyecto, este sensor se sometié a un proceso de optimizacién con el objetivo de
mejorar su respuesta analitica.
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3.6 Optimizacién del electrodo con las mejores caracteristicas

3.6.1 Influencia del oxigeno

Con la finalidad de averiguar si la presencia de oxigeno (O2) en el sistema,
debido a su caracter electrofilico, influye sobre la pasivacion del electrodo
modificado con B-ciclodextrina, se llevé a cabo un estudio burbujeando nitrégeno
(N2) dentro de la celda electroquimica durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se
realizaron 20 ciclos consecutivos mediante voltamperometria ciclica a una solucion
de BPA 5 pM. En la Tabla 8 se muestran los valores de corriente y potencial
obtenidos bajo una atmdsfera con aire o nitrégeno y en la Figura 27 se presentan
los voltamperogramas y las gréficas de estabilidad de la sefial en porcentaje.

Tabla 8. Valores de la corriente de pico y potenciales de pico obtenidos con un
electrodo modificado con 8-ciclodextrina bajo una atmésfera de aire y nitrégeno.

0> N2
Material _ _ . _
modificante Intensidad de Potencial Intensidad de Potencial
corriente (HA) V) corriente (MA) V)
B-ciclodextrina 4.130 0.574 4.134 0.563

En la Tabla 8 y en los voltamperogramas (Figura 27-1A y 2A) se puede
observar que no existen diferencias significativas en cuanto al valor de la intensidad
de corriente de los picos de oxidacion del analito al utilizar una atmésfera inerte
(pico a). Asimismo, en las gréficas de estabilidad, se observd el mismo
comportamiento en ambos casos, donde a partir del segundo ciclo, los porcentajes
obtenidos son menores al valor del blanco y, para el ciclo 20, el porcentaje de
corriente remanente es menor al 20% (Figura 27-1B y 2B). Esto demuestra que el
oxigeno no influye en la estabilizacién de los radicales libres formados durante el
proceso de oxidacion del BPA, responsables de la polimerizacién del analito, por lo
cual, los experimentos siguientes se realizaron en una atmosfera sin desplazar al
oxigeno del medio, como los experimentos anteriores.
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Figura 26. Voltamperogramas ciclicos (A) y gréficas de estabilidad de corriente (B) obtenidos con
un electrodo modificado con 8-ciclodextrina bajo una atmosfera de aire (1) y nitrégeno (2).

3.6.2 Influencia del pH

Se caracteriz6 el comportamiento del electrodo de carbon vitreo modificado con
B-ciclodextrina a diferentes valores de pH. Para cada caso se prepar6 una solucién
de fosfatos 0.05 M con KCI 0.05 M y se agreg6 NaOH o HCI para ajustar al pH
deseado. Se analizé un rango de pH de 3 hasta 11. Se graficé la relaciéon pH contra
corriente (Figura 28) asi como pH contra potencial de oxidacion (Figura 29).

En la Figura 28 se puede observar que al aumentar el valor de pH se obtienen
corrientes de oxidacion menores. Este comportamiento demuestra que el pH es un
factor determinante en la adsorcion de las moléculas de BPA dentro de la cavidad
hidrofobica de la B-ciclodextrina ya que, en condiciones basicas, el BPA se
encuentra desprotonado (pKa=9.8), lo que desfavorece la interaccion entre los
grupos hidroxilo del BPA y la B-ciclodextrina y, por tanto, la formacion de los
complejos de inclusion (Ragavan & Rastogi, 2017; Lee & Kwak, 2018). A pesar de
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que el valor més alto de sefial analitica fue el obtenido a pH 3.0, los siguientes
experimentos se realizaran a pH neutro, como se realizaron los experimentos
anteriores, debido a que en este trabajo se pretende analizar muestras acuosas con
la minima preparacion. Sin embargo, la evaluacion en medio acido puede formar
parte de las perspectivas del proyecto a largo plazo.

3.5

2.5

1.5 ...

Corriente (I/uA)

0.5
[ )

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figura 28. Intensidades de corriente obtenidas utilizando una solucién BPA 1 uM en PBS
a diferentes valores de pH.

Debido a que el proceso de oxidacion del BPA se lleva a cabo mediante la
transferencia de protones provenientes de los grupos hidroxilo de la molécula, existe
una relacion entre el pH y el potencial de oxidacién (Arvand & Hemmati, 2017). Se
observa, en la Figura 29, que el potencial de oxidacién aumenta al disminuir el pH,
comportamiento tipico del proceso de oxidacion de fenoles (Nunes da Silva et al.,
2021). Esta relacion obedece a una ecuacion lineal con una pendiente de -44.0 mV
por unidad de pH, valor que sugiere que el proceso de oxidacion del BPA sobre el
electrodo modificado involucra una razén de protones/electrones intercambiados
de 1.5/2, lo cual se atribuye a la formacion de dimeros, como se ha reportado para
otros compuestos fendlicos (Mazloum-Ardakani et al., 2009; Petrova et al., 1990).
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Figura 29. Potenciales de oxidacion obtenidos utilizando una solucién BPA 1 uM en PBS
a diferentes valores de pH.

3.6.3 Optimizacion de los parametros instrumentales

Se realizd una optimizacion univariable de los parametros instrumentales
utilizados durante los analisis de VDP con la finalidad de aumentar la sefial analitica
del sensor con B-ciclodextrina. Los parametros evaluados fueron el paso de
potencial y el tiempo de modulacion, como se enlista en la Tabla 9. El paso de
potencial se relaciona con la velocidad de barrido y afecta la altura y ancho de los
picos, mientras que el tiempo de modulacion representa el tiempo durante el cual
se mantiene el pulso y permite la separacién entre la corriente capacitiva y la
corriente faradaica, con lo cual afecta de forma directa en la intensidad de las
sefales (Espinoza & Alvarado, 2012).

Tabla 9. Optimizacidn univariable de los parametros utilizados durante la
voltamperometria diferencial de pulsos.

Amplitud de Tiempo de Intervalo de Paso de
Experimento modulacién modulacién tiempo potencial
(mV) (s) (s) (mV)
1 25 0.050 0.1 3.0
2 25 0.050 0.1 5.0
3 25 0.050 0.1 10.0
4 25 0.050 0.1 13.0
5 25 0.050 0.1 15.0
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Corriente (I/uA)

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

6 25 0.050 0.1 20.0
7 25 0.025 0.1 20.0
8 25 0.075 0.1 20.0

En la Figura 30 se presentan los resultados obtenidos al modificar el paso
de potencial (Experimentos 1-6). Se grafica la altura de pico en pA, asi como el
ancho de la base del pico en V. Al aumentar el paso de potencial se observa que el
ancho de la base del pico disminuye mientras que la altura de la sefial aumenta en
todo el intervalo estudiado, obteniendo la mayor sefial al utilizar un paso de potencial
de 20 mV. Utilizando este valor, se analiz6 el comportamiento de la sefal al
modificar el tiempo de modulacién (Experimentos 6-8), tras lo cual, se eligi6 el valor
de 0.05 s como el valor éptimo para obtener sefiales mas definidas (Figura 30-B).
Debido a esto, las condiciones del Experimento 6 se eligieron para llevar a cabo la
siguiente etapa de optimizacion.

A B

0.3 —8— Altura de pico
19

0.25

0.2 185

0.15 18

() oo1d ap oyouy
Corriente (I/uA)

0.1
—@— Altura de pico 1.75

—&— Ancho de pico 0.05

3 5 10 13 15 20 0.025 0.05 0.075
Paso de potencial (mV) Tiempo de modulacion (s)

Figura 30. Respuesta obtenida al modificar el paso de potencial (A) y el tiempo de modulacion (B)

mediante el andlisis de voltamperometria diferencial de pulsos.

3.6.4 Optimizacion del proceso de construccién del sensor

Se realizé6 un disefio de Taguchi L9 (3%) con la finalidad de aumentar la
sensibilidad del electrodo al evaluar los factores que intervienen en la construccion
del sensor. Los factores que se estudiaron fueron el pH de electropolimerizacion, la
concentracion de la solucion precursora de B-ciclodextrina y el numero de ciclos
durante la electropolimerizacién, mientras que los niveles se eligieron con base en
una revision bibliografica previa (Pereira et al., 2019; Karim-nezhad et al., 2023; Q.
Qin et al., 2016). En la tabla siguiente se muestra el disefio y la respuesta obtenida
para cada experimento.
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Tabla 10. Disefio de Taguchi para el proceso de construccién del sensor.

Concentracion

Experimento pH B-ciclodextrina Ciclos SenS|b|I|iad
(mM) (MA uM)
1 5 1 5 0.27
2 5 6 15 0.40
3 5 11 25 0.37
4 9 1 15 0.48
> 9 6 25 0.47
6 9 11 5 0.55
! 13 1 25 051
8 13 6 5 0.78
9 13 11 15 0.55

Al analizar el disefio se obtuvo la siguiente grafica de efectos principales para
medias (Figura 31), donde se observa que el factor con la mayor influencia sobre
el sistema es el pH, mientras que el nUmero de ciclos es el factor menos significativo,
lo cual se respalda con los valores del estadistico Delta (Tabla 11). Asimismo, se
determinaron los niveles bajo en los cuales se obtiene la mayor variable de salida,
condiciones que corresponden a un valor de pH de 13.0, una concentracion de
monomero de 6 mM y 5 ciclos de electropolimerizacion.

pH mM Ciclos
0.65

5 9 13 1 6 11 5 15 25

Figura 31. Grafica de efectos principales para medias del disefio experimental Taguchi.

El pH al que se obtuvo una mejor respuesta es a pH 13, lo cual puede deberse
a que en medio basico existe la desprotonacion de tres grupos hidroxilo de la B-
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ciclodextrina, ya que su pKa es 12.2, por lo cual, es posible que la
electropolimerizacion se favorezca en medio basico (Oliveira et al., 2018). En este
sentido, una electropolimerizacion exitosa se asocia a la generacion de mas sitios
electroactivos, lo que genera una mayor sefial analitica (Pereira et al., 2019).

Por otra parte, la concentraciéon del monémero de B-ciclodextrina 6ptima fue
de 6 mM. En la literatura se reporta que a concentraciones altas existe una mejor
adsorcion del polimero sobre el electrodo ademas de un crecimiento rapido de la
pelicula polimérica. En vista de lo anterior, es posible que con una concentracion de
1 mM la pelicula sea méas delgada e irregular, mientras que con una concentracion
de 11 mM exista una saturacion de los sitios activos, y por tanto, una disminucién
en la corriente (Oliveira et al., 2018).

Tabla 11. Valores del estadistico delta para cada factor.

Factor Estadistico Delta
pH 0.2487
Concentracion de B-ciclodextrina 0.1218
Ciclos de electropolimerizacion 0.0533

Segun la literatura, el nUmero de ciclos de la electropolimerizacién se relaciona
directamente con el grosor de la pelicula, ya que durante cada ciclo se oxida cierta
cantidad de mondmero y se deposita sobre el electrodo. Debido a esto, se infiere
que con un numero mayor a 5 ciclos incrementa la resistencia eléctrica de la
pelicula, reduciendo la sensibilidad del sensor (Oliveira et al., 2018).

3.6.5 Caracterizacion del sensor por microscopia 6ptica

Con la finalidad de caracterizar la morfologia del electrodo modificado se llevo a
cabo una caracterizacion por microscopia Optica. La Figura 32 muestra las
imagenes tomadas del electrodo sin modificar (A) y modificado con B-ciclodextrina
(B) con la camara de un teléfono inteligente. En la foto correspondiente al electrodo
sin modificar (Figura 32-A) se observa la tonalidad caracteristica al electrodo de
carbon vitreo pulido con terminado de espejo, mientras que al observar la Figura
32-B es posible apreciar un cambio en la apariencia del electrodo a simple vista, ya
qgue al depositar el polimero de B-ciclodextrina adquiere una tonalidad azul y un
borde irregular.
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A B
Figura 32. Imagenes del electrodo de carbdn vitreo sin modificar (A) y modificado con 6-
ciclodextrina (B) tomadas con un teléfono inteligente.

Se procedid a tomar imagenes con un microscopio 6ptico de mano a 50X del
electrodo sin modificar (Figura 33-A) y modificado (Figura 33-B) (arriba). De igual
forma, se graficaron sus representaciones en 3D con ayuda del software “ImageJ”
(abajo) (Rasband, 2023). A pesar de que no se observa diferencias en la coloracion
en estas micrografias es posible observar un cambio en su morfologia, ya que al
modificar el electrodo se aprecia una superficie mas rugosa y constante sobre toda
la superficie del electrodo, lo que se atribuye a una deposicién del polimero de B-

ciclodextrina.

Figura 33. Imagenes del electrodo de carbén vitreo sin modificar (A) y modificado con 6-
ciclodextrina (B) tomadas con un microscopio éptico de mano a 50X (arriba) y sus
representaciones en 3D (abajo).
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A continuacion, se procedié con la toma de imagenes con el microscopio
optico de mano a 400X del electrodo sin modificar (Figura 34-A) y modificado
(Figura 34-B) (arriba). Se muestran también sus representaciones en 3D (abajo).
En este caso es posible apreciar de forma mas clara el borde irregular al modificar
al electrodo, lo que se debe a la deposicion del polimero que se hace mas evidente

en el perimetro del disco de carbon vitreo debido a una electroactividad mayor en
esta area.

100 micras H 100 micras

Figura 34. Imagenes del electrodo de carbon vitreo sin modificar (A) y modificado con (-
ciclodextrina (B) tomadas con un microscopio éptico de mano a 400X (arriba) y sus
representaciones en 3D (abajo).

De acuerdo a la informacion brindada por las diferentes imagenes es posible
confirmar la modificacion del electrodo con el polimero de B-ciclodextrina. Sin
embargo, una perspectiva del proyecto es la caracterizacion del sensor con
microscopia electronica de barrido, lo que podra proporcionar informacion
concluyente respecto a sus caracteristicas morfolégicas.
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3.6.6 Validacion de la metodologia analitica

Bajo los parametros optimizados se construy0 una curva de calibracion vy,
mediante el método de minimos cuadrados, se calcularon los parametros de
regresion. La gréfica correspondiente se muestra en la Figura 31, mientras que los
parametros analiticos se enlistan en la Tabla 12.

0.45

04 | 1(nA)=0.7844C (uM) - 0.0086 K

RZ=0.9995

0.35
0.3

0.25

Corriente (I/uA)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracién (C/puM)

Figura 35. Curva de calibrado construida al graficar la sefial analitica obtenida por VDP a
diferentes concentraciones de BPA utilizando el electrodo construido bajo los parametros
optimizados.

Tabla 12. Parametros analiticos calculados para la curva de calibrado.

Pardmetro Valor calculado
Sensibilidad (b) 0.7844 + 0.0233 pA pMm?
Ordenada al origen (a) -0.0086 + 0.0077
Coeficiente de determinacion (R?) 0.9998
Desviacion de la recta (Syx) 0.0033
Desviacién estandar de la ordenada (Sa) 0.0028
Desviacion estandar de la pendiente (Sp) 0.0084
Limite de deteccidn (3Syx/b) 0.0127 uM
Limite de cuantificacién (10Sy/b) 0.0422 uM
Intervalo lineal 0.0422-0.5213 uM
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Puede observarse que el limite de cuantificacion obtenido es suficiente para
cuantificar el limite migracién especifica establecido por la FDA y la EFSA
correspondiente a 0.2190 pM. Asimismo, la sensibilidad del sensor fabricado
corresponde a 17 veces la sensibilidad del electrodo sin modificar. En cuanto al
limite de deteccion alcanzado es competitivo con los reportados en otros trabajos
en la literatura donde utilizan uno o mas materiales modificantes con propiedades
cataliticas (Tabla 13), como los nanotubos de carbono de pared mdltiple, grafeno o
nanoparticulas metélicas. Cabe resaltar que estos resultados se obtuvieron
utilizando solamente un material modificante y a través de una metodologia sencilla,
rapida y econémica.

Tabla 13. Comparacion de los parametros analiticos obtenidos respecto a otros trabajos
reportados en la literatura.

. Sensor . Limite de
Referencia . Intervalo lineal .
electroquimico deteccion
Ntsendwana et al., GCE modificado con 0.05 — 1.00 uM 46.9 nM
2012. grafeno
Mohammadzadeh g
Jahani et al., SPE modificado con 0.03 — 700 uM 10 nM
NPs de Fesz04
2020.
Ben Messaoud et GCE modificado con
al., 2017. MWCNT y NPs de oro 0.01-0.70 uM 4.0nM
GCE modificado con
MIP de polipirrol y
Tan et al., 2016. puNtos cuanticos de 0.10 - 50 pM 40 nM
grafeno
Kunene et al CSPE modificado con
2020 " MWCNT, NPs de Ag- 0.50 - 2.99 uM 6.0 nM

ZnO y enzima lacasa

GCE modificado con
Liu et al., 2019. NPs de biochar, Nafion 0.02-10 uM 3.2nM
y enzima tirosinasa

GCE modificado con

Wang et al., 2018. MWCNT 2.00 — 30 uM 500 nM
GCE modificado con
Este trabajo B-ciclodextrina 0.04-0.52 uM 12.7 nM

electropolimerizada

GCE: Electrodo de carbdn vitreo. NPs: Nanoparticulas. SPE: Electrodo serigrafiado. CSPE:
Electrodo de carbén serigrafiado. MWCNT: Nanotubos de carbono de pared mdltiple. MIP: Polimero
molecularmente impreso.

La estabilidad del sensor se evalué a través de la construccion de tres
sensores preparados en dias diferentes (reproducibilidad), y el mismo dia
(repetibilidad), a partir de los cuales se obtuvo la sefial de oxidacion de tres
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concentraciones distintas, asi como su sensibilidad. En la Tabla 14 se observa que,
en todos los casos, los porcentajes de desviacion estandar relativa son menores al
10%, lo que la posiciona como una metodologia reproducible y repetible.

Tabla 14. Valores de desviacion estandar relativa para los pardmetros evaluados.

Parametro o concentraciéon 9%RSD (n=3)

evaluados
Sensibilidad 4.75
N 49 nM 8.95

Reproducibilidad "
243 nM 7.51
521 nM 5.13
Sensibilidad 4.23
49 nM 5.61
Repetibilidad

243 nM 0.93
521 nM 2.20

3.6.7 Anélisis de muestras reales

Para comprobar la eficacia del sensor desarrollado se llevé a cabo la
determinacion de BPA en muestras reales. Se recolectaron en diferentes
establecimientos de la ciudad botellas reutilizables destinadas al almacenamiento
de agua, recipientes para el almacenamiento de alimentos, biberones, asi como un
garrafon de agua de capacidad de 20 L. Los numeros de clasificacion para cada
muestra se observan en la Tabla 15.

Se realizaron ensayos de migracion especifica utilizando recipientes para agua
o alimentos (Reglamento (UE) N° 10/2011). Para cada caso, se recolect6 1.0 g de
muestra con ayuda de unas tijeras, se lavl con agua corriente y jabon y se enjuagoé
con agua desionizada. Posteriormente, la muestra se introdujo en un recipiente de
vidrio con 30 mL de una solucién de etanol en agua desionizada al 20% v/v que
funcion6 como simulante alimentario (Gao et al., 2012). Los frascos con las
muestras se mantuvieron en una incubadora a 60 °C por 10 dias. Estas condiciones
del ensayo cubren todos los periodos de almacenamiento prolongado superiores a
seis meses, a temperatura ambiente o inferior, incluido el calentamiento hasta 70
°C durante méaximo 2 horas, o el calentamiento hasta 100 °C durante un maximo de
15 minutos, segun el Reglamento (UE) N° 10/2011 de la Comisién Europea sobre
materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos
(Reglamento (UE) N° 10/2011).
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Pasado el tiempo requerido para el ensayo de migracion, la muestra se sometio
a secado a temperatura ambiente durante 12 h, con la finalidad de evaporar el
etanol. Pasado este tiempo se realizé la cuantificacion con el sensor mediante el
meétodo de adicion patrén. Los resultados se muestran en la tabla siguiente.

Tabla 15. Resultados obtenidos al analizar muestras reales con el sensor modificado.

Concentracion de BPA

No. De Tipq de Nur_n_ero (.j,e encontrada
muestra recipiente clasificacion 1
M Mg L
1 Regl?rlsg;izogara No especificado 0.47 £0.07 107.75£15.52
2 Botella para agua  No especificado 138.14 £ 0.02 31,535.52+5.25
3 Botella para agua 7 (policarbonato) 5.41+0.04 1,233.91+£8.90
4 Biberon No especificado 0.18 £0.08 39.95+17.10
5 Biberon 7 (policarbonato) 0.52+0.02 118.48 +5.25
6 Garrafon de agua 7 (policarbonato) 0.38+0.11 86.29 £ 24.43

Al analizar las muestras en todos los casos se corroboré la presencia de BPA
por arriba del limite de cuantificacién. Cabe destacar que cinco de las seis muestras
presentaron concentraciones sobre el limite de migracion especifica (0.219 uM o 50
ug L) establecido por la FDA y la EFSA. Estos resultados demuestran que el
sensor desarrollado puede aplicarse de forma exitosa en la determinacién de BPA
en muestras reales.
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V. CONCLUSION

A lo largo del trabajo realizado en esta tesis se obtuvo informacién valiosa
respecto a los factores que influyen en la pasivacion de los electrodos debido a la
electropolimerizacion del BPA durante su cuantificacion electroquimica. Se observé
que la concentracién del analito afecta de forma directa sobre este fenébmeno, ya
que al utilizar concentraciones bajas es posible obtener sefiales mas estables.
Ademas, se concluyé que al utilizar voltamperomeria diferencial de pulsos la
pasivacion del electrodo fue menor, a diferencia de los resultados obtenidos con
voltamperometria ciclica.

De todos los sensores desarrollados el electrodo modificado con un polimero de
B-ciclodextrina depositado por medios electroquimicos presentd la mejor relaciéon
entre pasivacion, sensibilidad, reproducibilidad y linealidad en comparacién con los
demas electrodos. Estas caracteristicas superiores se atribuyen a una deposicién
uniforme del polimero de B-ciclodextrina sobre el electrodo y a la formacién de los
complejos de inclusion del BPA con las unidades de la B-ciclodextrina.

Se evaluaron diferentes factores con la finalidad de aumentar la sensibilidad del
sensor desarrollado y, bajo estas condiciones éptimas, se realizdé de forma exitosa
la cuantificacion de BPA en muestras reales. Asimismo, se evaludé la
reproducibilidad y la repetibilidad, con lo que se demostr6 que el método
desarrollado es preciso.

V. PERSPECTIVAS DE PROYECTO

Como perspectiva del proyecto se propone la caracterizacion del sensor
desarrollado con técnicas de microscopia electronica para ampliar el conocimiento
acerca de la morfologia del polimero depositado.

No obstante que se sume no existan interferentes en las muestras analizadas,
se plantea la evaluacién de interferencias con la finalidad de analizar otro tipo de
muestras reales como alimentos, muestras bioldgicas o de agua residual.

Es importante también realizar la validacion del método comparando los
resultados obtenidos contra un método establecido, como cromatografia de liquidos
acoplada con UV-Visible.
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