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DETERMINACION DE ROJO DE PIROGALOL USANDO UN
ELECTRODO DE CARBONO VITREO MODIFICADO CON
PELICULA DE ORO Y CISTEAMINA POR VOLTAMPEROMETRIA
DE ADSORCION (AdSV). POSIBLE USO COMO SENSOR
ELECTROQUIMICO

Karen Bolafos*, Yaritza Leiva?, Adrian Marifio®, Claudia Cuéllar®, Carolina Quimbaya?,
Paola Castiblanco?, Manuel Otiniano®, Edgar Nagles*,

RESUMEN

Se estudio la interaccion del Rojo de Pirogalol (RP) sobre la superficie de un electrodo de
carbono vitreo modificado con pelicula de oro (AuF) y cisteamina (cis). Teniendo presente el
orden de la modificacion, se encontrd que la respuesta de oxidacion del RP presenté mayor
corriente con el electrodo modificado con cisteamina sobre pelicula de oro electro-depositada
sobre carbono vitreo (GC/AuF/Cis/E), el cual permite la oxidacion de RP a un potencial
de 0,48 V a pH 3,25. Con el método univariable se buscoé parametros 6ptimos, tales como
pH, velocidad de barrido (U), potencial de adsorcion (E ) y tiempo de adsorcion (t ),
obteniéndose valores de: pH3,25; U 75,50mV s; E 0,10 Vy t 60 s, respectivamente. La
curva de calibrado alcanzo un rango de linealidad entre 2,00 x 107 y 15,14x107 mol L™". El
limite de deteccion (3S/m) fue de 1,20 x 10-7 molL"' y la desviacion estandar relativa para
siete mediciones iguales de RP 5,0 x 10 mol L' fue de 1,01 %.

Palabras clave: Rojo de pirogalol, voltamperometria de adsorcion, cisteamina, pelicula de
oro.

DETERMINATION OF PYROGALLOL RED ON A GLASSY
CARBON ELECTRODE MODIFIED WITH GOLD FILM AND
CYSTEAMINE BY ADSORPTION VOLTAMMETRY (AdsV).
POSSIBLE USE AS ELECTROCHEMICAL SENSOR

ABSTRACT

Interaction pyrogallol red (RP) on glassy carbon electrode surface modified gold film (AUF)
and cysteamine (cis) was studied. Bearing in mind the order of the modification, it was found
that the response of oxidation of RP showed higher current to the electrode modified with
gold film electro-deposited on cysteamine glassy carbon (GC/Cis /AuF/E), which allows
the RP oxidation potential of 0.48 V at pH 3.25. Electrochemical devices, such as pH, scan
rate (U), adsorption potential (E_,) and adsorption time (t , ) parameters were optimized to
yield values: pH 3.25; U 75.50mV s'; E  0.10 V and t , 60 s respectively. The calibration
curve linearity reached a range between 2.00 x 10”7and 15.14x107mol L', The detection limit
(3S/m) was 1.20 x 107mol L' and relative standard deviation for measurements of seven
equal RP 5.0 x 10-4mol L' was 1.01%.
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INTRODUCCION

El rojo de pirogalol (figura 1) es un compuesto que se puede encontrar en la naturaleza,
moléculas sintéticas y productos farmacéuticos. Estudios han revelado su gran capacidad y
propiedades antioxidantes'. Por otro lado, es utilizado para la cuantificacion de proteinas tales
como la de Bence Jones? y proteinuri®, asi como también en pruebas de actividad antioxidante
debido a su alta reactividad en presencia de radicales libres*. Recientemente, se ha usado
como complejante de metales; es el caso del indio®, aluminio®, cadmio, plomo’, antimonio®,
cobre y molibdeno’. Presentando limites de deteccion igual y menor de 1pg L.
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Figura 1. Estructura quimica del rojo de pirogalol.

Tratandose de una sustancia con capacidad antioxidante' y debido a la aplicacion y el
enfoque cuantitativo que se le ha dado a este compuesto, es necesaria la implementacion de
técnicas sensibles para su cuantificacion: en este caso se hara uso de técnicas electroquimicas
y desarrollo de electrodos modificados como herramienta fundamental en la deteccion del
RP.

AdSV es una técnica electroanalitica muy sensible, que involucra un paso de pre-
concentracion del analito sobre la superficie del electrodo y un segundo paso de barrido
del analito depositado usando voltametria de onda cuadrada (SWV). Dos componentes
necesarios en este estudio afectan la respuesta voltamperométrica: la solucion electrolitica y
la superficie del electrodo; por lo tanto, parte del estudio consiste en la optimizacion del pH
y la caracterizacion de electrodos modificados (con voltametria ciclica) con el fin de mejorar
la sefal del RP.

Estudios anteriores han reportado un aumento en la sensibilidad del electrodo atribuida a
la formacién de una monocapa, gracias a la alta afinidad entre el azufre del grupo tiol de
la cisteamina y el oro'’; por lo tanto las modificaciones fueron realizadas con HAuCl, y
cisteamina. Este tipo de modificaciones se emplea principalmente en el desarrollo de
biosensores, porque ofrece la posibilidad de incorporar grupos funcionales que den lugar a la
interaccion quimica con las enzimas!! y en el aumento de la sensibilidad en la cuantificacion
de iones metalicos de soluciones acuosas puesto que aumenta la fijacion de los mismos'2.

Se ha reportado el uso de electrodos modificados con cisteamina y oro para la determinacion
de 4cido trico'?, pero en se ha reportado atin para rojo de pirogalol.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos
El agua usada para lavar y preparar disoluciones fue agua desionizada 18 MQ cm de un
sistema milliQ. Las disoluciones patrones con 2,50 x102 y 2,27 x10* molL"! de rojo de
pirogalol fueron preparadas a partir del reactivo puro de Aldrich-Sigma y fue preparado
en agua. Las disoluciones de buffers 0,10 M fosfato (H,PO,/H,PO,) y acetato (CH,COO7/
CH,COOH) fueron preparadas a partir de sus acidos y sales respectivas y ajustando el pH
requerido con disolucion de NaOH 2,0 mol L' y diluyendo 10 veces con agua.
Instrumentos y equipos
Para el desarrollo de las medidas voltamperométricas se utilizo un analizador voltamétrico
(VA Computrace 997 Metrohm), para la adquisicion de datos. La celda de 10 mL consta de
un sistema de tres electrodos: un electrodo de carbono vitreo de 3 mm de diametro como
electrodo de trabajo, un electrodo de referencia de Ag/AgCl/ KCI 3 mol L' y un alambre de
platino como electrodo auxiliar. En la preparacion de los buffers se utilizo un peachimetro
Orion 430 con electrodo de membrana de vidrio.

Procedimiento

Modificacion del electrodo

La figura 2 ilustra la modificacion del electrodo de trabajo (carbono vitreo). La adsorcion de
cisteamina, el electrodo se sumergio en una solucion de cisteamina 10 pg L' durante 1 hora a
60°C. Después de este tiempo, se lavo el electrodo con agua miliQ para eliminar el exceso de
solvente. Luego el electrodo modificado con cisteamina de colocd en una celda que contenia
(HAuCl,).2H,O de 100 mg L. La electrodeposicion de oro se realizé con agitacion constante
a 500 rpm con un tiempo y potencial de depdsito de 150 s y -0,20 V, respectivamente.

HAUCI, isteamina
— —
electrodep 1 hora

GCE

GC-Au GC-Au-Cis

Figura 2. Modificacion del electrodo de trabajo.

Optimizacion de parametros por método univariable

En busca de parametros 6ptimos se estudio la corriente de pico en funcion del pH entre 2,20
y 3,49 con el sistemas buffer fosfato, el potencial de adsorcion (Eads) entre 0,1 y 1 V bajo
las mismas condiciones. Teniendo el potencial 6ptimo de adsorcion se varid el tiempo de
adsorcion (tads) de 10 - 100 s buscando un incremento en la corriente de pico con el método
univariable. Se calcul el limite de deteccion (LOD=30) y se midi6 siete muestras idénticas
para determinar la desviacion estandar relativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de electrodos modificados
La figura 3 muestra los voltamperogramas ciclicos de RP sobre diferentes electrodos
modificados de GC. Electrodo sin modificar (GC/E, curva 1); modificado con oro y cisteamina
(GC/AuF/Cis/E, curva 2) y modificado con cisteamina y oro (GC/Cis/AuF/E, curva 3). A 100
mV s en buffer fosfato pH 3,25.

100 -

1. GCE
2. GC/AuF/Cis/E
3. GC/Cis/AuF/E|

50 4

-50

0.0 0.4 0.8 1.2

E/V

Figura 3. Voltamperogramas ciclicos del RP 0,30 x 10 mol L. Electrodo sin modificar (GC/E,
curva 1); modificado con oro y cisteamina (GC/AuF/Cis/E, curva 2) y modificado con cisteamina y
oro (GC/Cis/AuF/E, curva 3). pH 3,25 y velocidad de barrido de 0,1 mVs.

La corriente de pico de la oxidacion de RP fue mas alta con el electrodo GC/Cis/AuF/E. El
posible aumento de la corriente con el electrodo GC/Cis/AuF (curva 3) puede explicarse por
la gran afinidad entre el azufre de la cisteamina y la pelicula de oro, permitiendo una mejor
superficie de la pelicula de oro depositada y, de esta manera, la cantidad de RP depositada
fuera mayor comparada cuando se deposita sobre cisteamina. El electrodo modificado GC/
Cis/AuF/E se usoé para estudios posteriores.

Estudio en funcion del pH por voltamperometria de adsorcion (AdSV)

En la figura 4 se evidencia la variacion de la corriente de pico en funcion del pH de una
disolucion de RP 0,3x10-5 mol L. Se observa que el pH 6ptimo es 3,25 (H,PO,/H PO, Esto
se puede explicar en funcion de los valores de pKa del RP. EI RP tiene pKa,: 6,2; pKa : 8,9y
pKa;: 11,9' y cuanto mas cercano sea el valor de pH de la disolucion a los valores de pKa, ,
del RP, hay mayor posibilidad de desprotonar los grupos -OH del RP. A valores mayores de
pH la corriente desciende indicando la desprotonacion de los OH™ del RP®. El pH 3,25 se
selecciona como Optimo y se us6 en los estudios posteriores.
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Figura 4. Estudio del RP en funcion del pH. Sobre GC/Cis/AuF/E. RP 0,3 x 10~ mol L.
Condiciones: tacc 60s; Eacc 0.1V; Frecuencia 20 Hz.

Estudio en funcién del tiempo de acumulacion (t_ )y potencial de acumulacién (E__ ).
El tiempo y potencial de acumulacion son parametros igual de importantes comparados con
el pH. Estos estan relacionados con el aumento de la sensibilidad permitiendo el depdsito por
adsorcion del RP en la superficie del electrodo. A potenciales muy positivos o negativos en
RP se deposita por procesos electroliticos y no por adsorcion; a tiempos muy altos se satura
la superficie del electrodo afectando la adsorcion de RP. Estudios previos con RP 0,3 x 107
mol L! sobre el electrodo modificado GC/Cis/AuF/E, permite considerar un tiempo de 60 s 'y
un potencial de 0,1 V como tiempo y potencial de acumulacion 6ptimos. Esto se realizo a pH
3.25. Estudios donde el RP se ha usado como ligando de metales han reportado un tiempo de
acumulacion entre 60 y 90 s como dptimo®?

Efecto de la velocidad de barrido (U)

Se estudio el efecto de la velocidad de barrido y se grafico la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido (U)” vs la corriente de pico de 2,0x10* molL! de RP entre 5 y 100 mV s.
Los resultados muestran un incremento lineal de la corriente de pico entre 10 y 70
mV(0)”*(R*=98,8); indicando que el proceso electroquimico es controlado por adsorcion. A
valores mayores de (U)*, la corriente de pico decrece, indicando que la transferencia de carga
es lenta. La variacion del cociente Ip/C donde Ip es la corriente de pico y C la concentracion,
no se mantiene constante para procesos controlados por adsorcion. En este caso presenta una
relacion no lineal entre Ip/C, ya que al disminuir la concentracion aumenta el cociente Ip/
C'. De acuerdo con la relacion entre la corriente de pico (ip) y la carga (Q) por un sistema
de adsorcion irreversible :

ip =n’F’AT’ U /4RT = nQF U / 4RT

(Donde A es el area del electrodo, I es la cantidad de adsorcion de la superficie, F la constante
de Faraday y U es la velocidad!'®.
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Manteniendo las condiciones constantes, Q (carga) es igual al area de la corriente de pico.
El numero de electrones transferidos calculado es el 1,86, indicando que se transfieren 2
electrones. Este dato es similar al reportado en trabajos previos'’

Parametros de la técnica en la etapa de barrido

Al igual que en los estudios anteriores se eligioé una frecuencia de 20 Hz, un potencial del
escalén de SmV y una amplitud del pulso de 40mV. A otros valores diferentes se pierde la
forma del pico de oxidacion.

Construccion de curva de calibrado

La figura 5 A muestra los voltamperogramas de adsorcion en funcion de la concentracion
de RP; la figura B es la curva de calibrado. Estas fueron obtenidas con los parimetros
optimos (tabla 1). La curva de calibrado de RP tiene un rango de linealidad entre 2,00 x 107
y 15,14x107" mol L.

Tabla 1. Parametros experimentales aplicados en la obtencion de los voltamperogramas y curva de

calibrado del RP.
Técnica AdSV
Electrodo Carbono vitreo
Didmetro (mm?) 3
Velocidad de agitacién(rpm) 550
Potencial de acumulacion (V) 0,10
Tiempo de acumulacion  (s) 60
Tiempo de equilibrio (s) 10
Potencial de inicial (V) 0,0
Potencial final (V) 1,0
Potencial de escaldén (mV) 5
Amplitud de pulso (mV) 40
Frecuencia (Hz) 20

El limite de deteccion segun el método Milller and Miller'® fue de 1,20 x 107 y la desviacion
estandar relativa para siete mediciones iguales de RP 5,0 x 10 mol L' fue de 1,01 %
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Figura 5. Voltamperogramas de adsorcion en un rango de concentracion 2 - 18 umolL"! A) y curva de
calibrado B) de RP; pH:3,2; t  :60s;E , 0,10 V.

CONCLUSIONES
Se modificé electrodos y se caracterizaron mediante la técnica de AdsV y CV. Se determind
que el mejor electrodo para la determinacion de RP fue el electrodo de cisteamina sobre
oro, debido a la alta afinidad entre el analito y los componentes del electrodo. El método
propuesto es sencillo, de bajo costo y puede ser usado en el desarrollo de sensores usados
para determinar rojo de pirogalol en diversas matrices, como alimentos o productos naturales.
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