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RESUMEN

En este Trabajo Fin de Grado se describe la fabricacion de electrodos
de pasta de carbono modificados con tres tipos de nanoparticulas de 6xidos
metalicos (TiO2, NiO y CeO2). Cada electrodo ha sido ensayado en cuatro
antioxidantes distintos, compuestos fendlicos presentes en alimentos y
bebidas, con objeto de determinar el efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas empleadas y otras ventajas que ofrecen en su uso frente a los

electrodos de pasta de carbono sin modificar.

Se ha determinado el limite de deteccion de cada electrodo en los
distintos antioxidantes y se ha creado una red de sensores (lengua
electronica) que acoplada a un analisis estadistico multivariable (Analisis de
Componentes Principales, PCA) es capaz de discriminar y clasificar los
distintos tipos de antioxidantes analizados en funcién del nimero de grupos
hidroxilo presentes en su estructura, haciendo evidente su utilidad en

distintas aplicaciones relacionadas con la industria agroalimentaria.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de oxidos metalicos, Sensor,

Actividad electrocatalitica, Lengua electronica, Compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

In this Degree's Final Project, the manufacture of carbon paste
electrodes modified with three types of metal oxide nanoparticles (TiO2, NiO,
Ce02) is described. Each electrode has been tested in four different
antioxidants, phenolic compounds present in foods and beverages, with the
aim to determine the electrocatalytic effect of nanoparticles used and other
advantages offered in use compared with carbon paste electrodes

unmodified.

The detection limit of each electrode in some antioxidants has been
determined, and a network of sensors (electronic tongue) has been created. This
network coupled a multivariate statistical analysis (Principal Component Analysis,
PCA) which is able to discriminate and classify the different types of antioxidants
analyzed in terms of number of hydroxyl groups present in its structure; this fact

shows the usefulness in different applications related to the food industry.

KEYWORDS: Metal oxide nanoparticles, Sensor, Electrocatalytic

activity, Electronic tongue, Phenolic compounds.
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ABREVIATURAS

NPs: nanoparticulas

NM: nanomaterial

NP-OM: nanoparticulas de 6xidos metalicos
NP-TiO2: nanoparticulas de 6xido de titanio (IV)
NP-CeO2: nanoparticulas de 6xido de cerio (IV)
NP-NiO: nanoparticulas de éxido de niquel (l1)
EPC: electrodo de pasta de carbono

CE: contraelectrodo

RE: electrodo de referencia

WE: electrodo de trabajo

LD: limite de deteccion

Redox: reacciones de oxidacion-reduccion

PCA: Analisis de componentes principales
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Justificacion

La industria alimentaria es la industria encargada de la elaboracion,
transformacion, preparacion, conservacion y envasado de los alimentos de
consumo humano y animal. En Espana la industria agroalimentaria
desempena un papel clave en el conjunto de los sectores econdmicos,
ocupando un primer lugar en la rama industrial. Esta continuamente
innovandose, reinventandose y adaptandose a las nuevas tecnologias y

exigencias de los consumidores [1].

El grupo de investigacion, UvaSens, en el que he colaborado para la
realizacion del presente Trabajo de Fin de Grado, pertenece a la Escuela de
Ingenieros Industriales de la Uva. Este equipo se centra en el desarrollo de
sensores que permitan detectar componentes en el ambito de la
alimentacion, siendo el principal campo de aplicacion el analisis de mostos y
vinos. Uno de los objetivos principales es mejorar los sensores actuales en
aspectos como, sensibilidad, limite de deteccion, rapidez del analisis y coste,
con objeto de satisfacer las necesidades de una industria en continua

evolucion.

Los fenoles son compuestos presentes en alimentos y bebidas, tales
como manzanas, aceite de oliva, vinagre, sidra y vino. La importancia en la
deteccion de estos compuestos reside en que son compuestos antioxidantes
que contribuyen a la calidad del producto, influyendo en sus caracteristicas
organolépticas, y en la conservacion del mismo: retrasan el deterioro del
aspecto de los alimentos debido a su oxidacién, como por ejemplo, la
decoloraciéon en la carne o productos carnicos o la aparicion de manchas
marrones en frutas y vegetales [2]. Ademas, presentan propiedades anti-
tromboticas, anti-bacterianas, anti-alérgicas y anti-inflamatorias que, junto
con su empleo en la prevencion del cancer y de enfermedades
cardiovasculares, hacen de los fenoles sustancias de altisimo interés en esta
industria [3].
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En los ultimos anos, se ha desarrollado un nuevo método basado en el
uso de sensores de pasta de carbono modificados con nanoparticulas, que
faciliten la deteccion de estas sustancias de interés. En base a esta idea, en
este proyecto se han desarrollado una serie de sensores modificados con
nanoparticulas de 6xidos metalicos para estudiar las ventajas, tales como
sensibilidad y especificidad, que estos ofrecen respecto a los sensores
tradicionales. Dichas ventajas observadas, se atribuyen a las propiedades
electrocataliticas de las nanoparticulas y al aumento del area de la superficie
del electrodo disponible para el intercambio de electrones que estas

proporcionan [4].

La legislacion en la industria alimentaria es cada vez mas estricta en
cuanto a la calidad de los productos, lo cual ha motivado a los cientificos a
crear una nueva técnica para analizar liquidos de composicion compleja,
conocida como lengua electronica. La calidad de los productos esta
relacionada con sus caracteristicas organolépticas, las cuales se determinan
mediante un panel de expertos catadores. La capacidad sensitiva de estos, se
limita con el tiempo y las condiciones ambientales pueden afectar a la
objetividad del experto y, por tanto, a la reproducibilidad de las medidas. Por
estas razones, resulta evidente la necesidad de desarrollar sistemas
automatizados de analisis que permitan medir el sabor y, ademas, controlar
la calidad de los alimentos. Las lenguas electronicas funcionan en este
sentido, pueden clasificar distintos sabores, detectar productos que alteren la
calidad del alimento, impurezas y sustancias toxicas, siempre con una

elevada objetividad y respuesta constante con el tiempo [5].

Trabajando en esta linea, se han realizado los ensayos pertinentes en
analitos de origen fenodlico y tratado los datos mediante Analisis de
Componentes Principales (PCA), para crear una lengua electronica que nos
permita distinguir entre los distintos componentes fendlicos (en base a la
cantidad de grupos fenol presentes en la estructura) concurrentes en una

muestra compleja.
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1.2. Objetivos

El objetivo fundamental del proyecto es desarrollar distintos tipos de

electrodos de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de varios
oxidos metalicos (TiO2, NiO y CeO2) y determinar las diferencias respecto de
los electrodos sin modificar al aplicarlos en la deteccion de antioxidantes. Se
pretende analizar el efecto electrocatalitico de las distintas nanoparticulas,
asi como y su influencia en el limite de deteccion. Podemos dividir este

objetivo global en tres partes:

v' Se estudiara el efecto electrocatalitico de las distintas
nanoparticulas de 6xidos metalicos empleadas en la oxidacion y

reduccion del agua.

v' Se comparara la intensidad de la senal obtenida en la reduccion y
oxidacion de cada analito, en base a una intensidad de referencia,
que se considera que es la de los electrodos de pasta de carbono
sin modificar. Con esto se pretende cuantificar el incremento en la

senal que ofrecen distintos electrodos modificados.

v' Se calculara el limite de deteccion de cada electrodo en cada
analito para conocer que electrodo es el que mas sensibilidad

ofrece.

El segundo objetivo es desarrollar una lengua electronica que permita
discriminar los compuestos fendlicos (catecol, pirogalol, acido vanilico y acido
cafeico) cuando estos se encuentren en una muestra de composicion
desconocida. Para ello, se realizan los ensayos electroanaliticos
correspondientes, empleando la técnica de voltametria ciclica, y se tratan los
datos mediante analisis multivariante, en concreto, se aplica la técnica
Anélisis de Componentes principales (PCA) a la curva de oxidacién, reduccion

y al voltamograma completo.

El motivo de realizar la PCA en los tres casos citados anteriormente, es
comprobar cual de ellos contiene mas informacion y por tanto, sera mas

conveniente emplear en trabajos futuros.
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CAPITULO II: ESTADO DEL ARTE,
FUNDAMENTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS

2.1. Nanociencia y Nanotecnologia.

La Nanociencia y la Nanotecnologia pueden considerarse como la
ciencia y la tecnologia que se ocupan del estudio y manipulacion de
estructuras a nivel nano. En dicho nivel, las cosas se miden en nandometros o

una mil millonésima parte de un metro (1 nm=10°m).

La ciencia comprende teoria y experimentacion, mientras que la
tecnologia conlleva desarrollo, aplicaciones e implicaciones comerciales. Sin
embargo, ambas disciplinas estan totalmente unidas y relacionadas (Imagen
2.1).

Imagen 2.1: Interaccion entre Nanociencia y Nanotecnologia

La Nanociencia y la Nanotecnologia tienen multiples significados en
funcion de los distintos matices aportados por cada autor. En primer lugar,

definiremos la nanoescala del modo siguiente:

“La nanoescala, basada en el nanometro (nm) o la mil millonésima

parte del metro, existe especificamente entre 1y 100 nm”.

17
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Con la definicion anterior, podemos establecer el significado de los dos

términos que nos ocupan:

“La Nanociencia es el estudio de los materiales que pertenecen a la
nano escala. Estos materiales presentan extraordinarias propiedades,

funciones y fenomenos debido a sus pequenas dimensiones”.

“La Nanotecnologia, basada en la manipulacion, control e integracion
de atomos y moléculas en materiales, estructuras, componentes, aparatos, y
sistemas en la nano escala, es la aplicacion de la Nanociencia,

especialmente con fines industriales y comerciales”.

La plataforma académica cominmente conocida como Ciencia de
Materiales, es la mas cercana a parecerse a la Nanociencia. Aunque ambas
son interdisciplinares por su propia naturaleza, la Nanociencia trasciende los
limites de la Ciencia de Materiales por anadir la biologia y la bioquimica
dentro de sus disciplinas (Imagen 2.2). Por ser una ciencia interdisciplinar,
para consolidar conocimientos en ella es necesario construir capacidades en

las distintas areas que la potencian.

INGENIERIA
MECANICA

CIENCIA DE ' S
MATERIALES BIOQUIMICA

INGENIERIA

e BIOLOGIA

Imagen 2.2: Disciplinas comprendidas por la Nanociencia
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Distintos sectores industriales como el aeroespacial, biotecnoldgico,
energético, transporte, sanitario, telecomunicaciones e informacion,
dependen de materiales y dispositivos, los cuales estan formados por atomos
y moléculas, por ello, pueden ser mejorados mediante el uso de

nanomateriales.

La Nanotecnologia es una tecnologia base con un potencial impacto en
el resto de las industrias, mientras que la Nanociencia permite una
integracion horizontal interdisciplinaria de todas las ciencias y disciplinas de

ingenieria [6-7].

2.1.1. Breve descripcion historica
Del concepto de atomo encontramos evidencias desde el ano 600 a.C.
en India, pero fue John Dalton y su “ley de las proporciones multiples” quien

en 1805 afirmé que los elementos estaban constituidos por atomos.

La Nanociencia era una parte de nuestra herencia mucho antes del
que el concepto nano entrase a escena, y los coloides metalicos
(componentes de catalizadores, cristales coloreados, tintes o materiales
fotograficos finamente divididos) son el mejor ejemplo de ello. Desde la
antigledad se ha trabajado con objetos pequenos o atomos, la novedad

reside en el poder de control en la manipulacion de los mismos.

El fisico norteamericano Richard Feynman, en 1959, describid un
proceso mediante el cual afirmaba que podriamos desarrollar la habilidad
para manipular atomos y moléculas individuales, senalando que surgirian
problemas asociados con el escalamiento de las fuerzas fisicas: la gravedad
se haria menos significativa, mientras que las fuerzas de tension superficial o

fuerzas de Van der Waals, adquiririan gran importancia.

En el ano 1974, el ingeniero japonés Norio Taniguchi, definio el

término Nanotecnologia por primera vez.

El surgimiento de la Nanotecnologia en la década de 1980 fue
causado por la convergencia de varias invenciones experimentales como el

microscopio de efecto tunel (1983; G. Binning y H. Rohrer investigadores de
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los laboratorios de IBM en Zurich), el descubrimiento del fullereno (1985; R.
Smalley, R. Curi y H. Kroto) y los avances en ciencias interfaciales y de

coloides. En 1989, G. Binning desarroll6 el microscopio de fuerzas atomicas.

Eric Drexler escribié en 1986 su libro “Engines of creation: The coming
era of nanotechnology”, donde recogid su vision particular sobre la
Nanotecnologia, conocida como Nanotecnologia Molecular. Un ano después,
Donald Cram, Charles Petersen y Jean-Marie Lehn, ganaron el premio Nobel
por su trabajo en quimica supra-molecular, asentando las bases para el auto-
ensamblaje molecular. En 1991, lijima descubre los nanotubos de carbono,
los cuales son hasta cien veces mas resistentes que el acero, pero mas

ligeros y flexibles [8-9].

A partir del siglo XX, se han desarrollado nuevas técnicas, como la
litografia o la abrasion electrénica, idnica o fotonica, con las que se han
conseguido construir objetos de tamanos nanométricos, tales como un
transistor de silicio de 60 nanémetros de ancho, un motor nano-mecanico, un

circuito légico o raquetas de tenis reforzadas usando nano-tubos de carbon.

La nanotecnologia ha tomado gran relevancia en el mundo actual y se
encuentra en pleno desarrollo, constituyendo un sector de investigacion e
innovacion altamente competitivo. Los desarrollos generados en este campo
tecnologico afectan a muchos sectores y mercados de la vida econémica,
empresarial y cientifica, por lo que tiene la capacidad de cambiar la forma en

la que vivimos.

Encontramos aplicaciones en sectores tales como quimica y materiales
avanzados, defensa, aeroespacial, tecnologias de la informacion y
comunicacion, produccion y distribucion de energia, transporte, construccion,

agricultura, medicina, medio ambiente o farmacéutico.

El uso de la nanotecnologia en estos sectores permite el desarrollo de
nuevos productos y la mejora de los ya existentes, siendo muchos los

expertos que ya la consideran como la préxima Revolucion Industrial.
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Los avances generados en la nanotecnologia son liderados por las
grandes empresas y los paises desarrollados, los cuales disponen de equipos,
investigadores, infraestructuras, presupuesto y tecnologia para explotar las
multiples alternativas que dicho campo ofrece. Los paises lideres por
produccion cientifica en Nanotecnologia son Estados Unidos, Japoén,
Alemania, China, Inglaterra, Francia, Corea del Sur, Taiwan, Italia y Espana.
Tales paises concentran el 90 % de las publicaciones cientificas sobre

nanofabricacion.

Por ser un campo en evolucion, a partir del ano 2001 presenta
dindmicas crecientes en publicaciones cientificas, patentes, en la
investigacion de nuevos métodos de fabricacion nanotecnolégica (fabricacion
molecular, se espera que se consolide en el 2020) y en la mejora de los ya
existentes (Bottom-Up y Top-Down). En un analisis regional se observa que la
region mas representativa en publicaciones cientificas es Europa con un total
del 41%, disponiendo de 241 centros de investigacion y laboratorios de

Nanotecnologia.

Espana cuenta con tres empresas, entre las mas importantes del
mundo, destinadas al desarrollo de productos, especialmente en nanotubos
de carbono, fabricacion y empleo de biomateriales, nanoparticulas y

nanomateriales [4].

2.1.2. Propiedades de lo nano
Dos fendmenos importantes aparecen cuando se reduce el tamano de

la materia hasta la escala nhandmetrica:

v' Alta relacion superficie/volumen o mayor &area superficial

relativa

Cuando reducimos el tamano de la materia nos encontramos con que
la cantidad de atomos que contiene la nanoparticula sobre su superficie es
mayor al localizado en el interior del ndcleo. Este efecto, junto con el aumento
del area superficial, incrementa la reactividad quimica de la superficie de las

nanoparticulas. Sin embargo, este aumento del nimero de atomos en la
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superficie incrementa la energia libre superficial (fuerzas de atraccion de Van
der Walls) y las nanoparticulas tienden a atraerse entre si y a aglomerarse
reduciéndose su reactividad quimica. Cuando se trabaja con nanoparticulas
es importante controlar este efecto, para lo cual se estabilizan las
nanoparticulas mediante funcionalizacion o bioconjugacion. Reduciendo su
energia libre superficial, se consigue que las nanoparticulas se acoplen
estructuralmente entre si siguiendo una ruta quimica predeterminada que
genere la estructura atdmica deseada la cual, a su vez, determinara las

propiedades de la nanoparticula.

El gran area superficial de las nanoparticulas tiene una gran
importancia y es aprovechada en muchas aplicaciones tales como la catalisis.
En concreto, la catalisis heterogénea tiene un enorme impacto sobre la
economia mundial ya que mas del 90 % de las industrias quimicas utilizan
catalizadores. Los materiales inorganicos constituyen un tipo de catalizador
muy utilizado en la industria, siendo los nanomateriales los que ofrecen mas

selectividad y reactividad que los materiales de mayor tamano.

Un catalizador reduce la energia de activacion de la reaccion sin ser
consumido, ya que aporta su energia libre procedente de la superficie. Como
se ha apuntado anteriormente, la gran cantidad de atomos presentes en la
superficie de las nanoparticulas incrementa su energia libre superficial.
Cuanta mayor sea la cantidad de energia libre superficial, mas energia se
invertira en disminuir la energia de activacion y mayor sera el efecto catalitico.
Esto hace que las nanoparticulas sean excelentes catalizadores. Ademas,
para favorecer una actividad catalitica se requiere un area superficial
elevada, especialmente si el objetivo es una alta velocidad de produccion
industrial. Esto constituye nuevamente una propiedad intrinseca de las

nanoparticulas, que incrementa aln mas su poder catalitico.

La estructura de la particula y su morfologia (el tamano y la forma), asi
como su composicion quimica y el estado de oxidacion, son otros factores

importantes que afectan a la actividad catalitica de las nanoparticulas [11].
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v" Confinamiento cuantico de electrones y huecos del material.

Las nanoparticulas y los materiales nanoestructurados tienen, al
menos, una dimension de un tamano menor de 100 nm, por lo que los
electrones estan restringidos a moverse en una region del espacio muy

pequena, se dice que estan confinados.

Al reducirse el espacio para el movimiento de los electrones, se
modifica la estructura electronica (los electrones confinados pasan a ocupar
diferentes niveles de energia) y se produce una cuantizacion de los niveles de
energia. Comienza a observarse lo que se denomina “confinamiento cuantico”

el cual puede producirse en una, en dos o en tres dimensiones.

Como consecuencia del confinamiento electronico los nanomateriales
manifiestan propiedades épticas, eléctricas, electronicas, electromagnéticas y
magnéticas, distintas a las particulas mas grandes, surgiendo nuevas

aplicaciones de gran interés [12].

2.1.3. Aplicaciones de la Nanotecnologia

Pese a tratarse de una disciplina reciente y en fase de investigacion y
desarrollo, muchas de las aplicaciones de la Nanotecnologia ya se encuentran
disponibles en el mercado, en sectores tan diversos como las
telecomunicaciones, la electronica, la medicina, las energias renovables, la
construccion, la alimentacion, la industria textil, la agricultura, la cosmética, el
deporte, entre otros, y ya reportan grandes ganancias tanto a la empresa
publica como a la privada [13]. Algunas de estas aplicaciones de las que ya

podemos disfrutar son las siguientes:

e Cosméticos y cremas fotoprotectoras que incluyen nanoparticulas
de oxido de titanio.
e Materiales textiles en cuya confeccion se emplean nanoparticulas

hidr6fobas (Imagen 2.3) y bactericidas.
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Imagen 2.3: Tejido con NP hidrofobas

e Pasta de dientes con nanoparticulas que mejoran la absorcion del
fldor al esmalte.

e Sistemas de ventilacion con filtros antibacterianos fabricados con
nanoparticulas de plata.

e Nanoparticulas hidréfobas empleadas en la fabricacion de vidrios y
cristales.

e Combustibles con catalizadores a base de nanoparticulas de 6xido
de cerio.

e Material sanitario con nanoparticulas antibacterianas.

e Biomarcadores 6pticos basados en nanoparticulas de silicio.

e Procesadores mas potentes y de menor tamano.

e Pigmentos en pinturas que aumentaran su resistencia.

e Otros: piezas dentales, envases para alimentos, neumaticos,

material deportivo, etc.

Algunas de las aplicaciones que estan en desarrollo, se citan a

continuacion:

e Dispositivos médicos: nanotransportadores de farmacos a lugares
especificos del cuerpo que pueden ser Utiles en el tratamiento del
cancer u otras enfermedades, biosensores moleculares con la
capacidad de detectar alguna sustancia de interés como la
glucosa, sondas de imagen, etc.

e Industria alimentaria y de cosméticos: el uso de nanomateriales
permitira mejorar drasticamente la produccion, el embalaje, la vida

atil y la biodisponibilidad.
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Se conseguiran mejoras en plaguicidas, herbicidas y fertilizantes, y

se mejoraran las caracteristicas de los suelos de cultivo.

La creacion de nanosensores permitira la medicion y deteccion de
niveles de agua u otras sustancias como nitrégeno, agroquimicos,

etc.

Las nanoparticulas de oOxido de zinc (Imagen 2.4) muestran
actividad antimicrobiana y se estudia su utilizacion como sensores

para la alimentacion para garantizar la calidad y la seguridad.

Imagen 2.4: Nanoparticulas de 6xido de zinc

e En el sector energético se pretende mejorar los sistemas de
produccion y almacenamiento de energias renovables, ademas de
tecnologias que ayuden a reducir el consumo energético a través
del desarrollo de nuevos aislantes térmicos mas eficientes basados

en nanomateriales.

2.2. Nanoparticulas y nanomateriales.

Los términos nanoparticula (NP) y nanomaterial (NM) pueden ser
definidos de multiples formas, podemos encontrar gran cantidad de articulos
en bases de datos cientificas, como Scopus o Web of Science (WOS),
realizando esta blsqueda [14-18]. Se citan a continuacion algunas de estas

definiciones:
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Tabla 2.1: Definiciones de nanoparticula y nanomaterial

NANOPARTICULA NANOMATERIAL

Cualquier material que se crea

Particula disenada y/o fabricada por
deliberadamente de tal manera que
seres humanos en la nanoescala, con
. se compone de partes funcionales
estructura y composicion
. . discretas (internamente o en la
fisicoquimica especificas para
superficie), muchas de las cuales
explotar las propiedades y funciones
tendran una o mas dimensiones del
asociadas con sus dimensiones [15].
orden de 100 nm o menos [16].

Material que tiene una o mas
Una entidad discreta que tiene sus
dimensiones externas en la
tres dimensiones del orden de 100
nanoescala o que esta nano-
nm o menos [16].
estructurado [17].

Material natural o fabricado que
contiene particulas sueltas o
Particula con al menos una formando un agregado/aglomerado y,
dimension menor que 100 nm dentro de la distribucion del nimero
incluyendo nanoparticulas empleadas | de tamanos en el 50% o mas de las
en ingenieria, particulas ultrafinas del | particulas, una o mas dimensiones
ambiente (UFP), y nanoparticulas externas se encuentran en el rango
bioldgicas [15]. de tamano 1-100 nm [18].

Como se observa en la Tabla 2.1, podemos apreciar matices en las
distintas definiciones cuando se hace referencia al tamano, dimensiones
espaciales consideradas, composicion, proporcion, superficie, caracteristicas
novedosas y artificialidad. Encontrar tantas definiciones se justifica en
funcion del campo en el que las nanoparticulas y los nanomateriales son
usados, ajustandose los matices de la definicion en funcion de las
caracteristicas mas relevantes y fines mas representativos de cada
aplicacion. Estableciendo una definicion que no excluya ninguna de las

anteriores, definimos:
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“Nanoparticula: una entidad que se mide de forma relevante en

nanometros en todas sus dimensiones”.

“Nanomaterial: entidad que se mide de forma relevante en
nanometros en, al menos, una de sus dimensiones o un entidad que contiene

dichas entidades”.

2.2.1. Técnicas de fabricacion de nanoparticulas y nanomateriales

Las nanoparticulas pueden producirse utilizando diversas técnicas
conocidas como “top-down” (nanofabricacién de arriba hacia abajo), que se
inicia con una cantidad mayor de material y elimina porciones para crear el
material a nanoescala, y “bottom-up” (nanofabricacion de abajo hacia arriba),
en el que los atomos o moléculas individuales se ensamblan para crear

nanoparticulas (Imagen 2.5).

Un nuevo area de investigacion incluye el desarrollo de técnicas de
autoensamblaje de abajo hacia arriba (fabricacion molecular) que permitirian
a las nanoparticulas aglomerarse cuando los materiales necesarios se ponen

en contacto entre si.

BOTTOM-UP
0.0 00
f>§%oﬂ§ =) R = oo
8] OO L
Atomos o moléculas Particulas
i [
y Escala nanométrica '
1nm 100 nm
TOP-DOWN
55 [ ] «m
900
Componentes

Imagen 2.5: Esquema de los métodos actuales de fabricacion de

NPs: Top Down y Botton Up
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La intencion de estos tres métodos es fabricar componentes,

herramientas y dispositivos a escalas cada vez mas pequenas empleando

técnicas como las recogidas en las tablas siguientes (Tabla 2.2 y Tabla 2.3):

Tabla 2.2: Métodos de fabricacion Top Down

METODOS DE FABRICACION TOP-DOWN

QUIMICOS

Este proceso consiste en emplear banos de productos
guimicos acidos o basicos, regulando la temperatura

Fresado quimico o | para quitar material y crear un objeto con la forma

grabado industrial | deseada.

Los materiales metéalicos con poros nanométricos

internos son producidos por este método.

Es el proceso empleado para alisar superficies con la

) o combinacion de productos quimicos y fuerzas
Pulido mecanico-

quimico (CMP)

mecanicas.

Los espejos con rugosidad superficial nanométrica son

producidos con este método.

LITOGRAFICOS

Conjunto de técnicas desarrolladas en Alemania en

1980 que emplean rayos X y ultravioleta para fabricar
Técnicas LIGA estructuras de tamano nanomeétrico.
Se usa durante la fabricacion de circuitos integrados de

semiconductores.

La luz se utiliza para transferir los patrones sobre
_ . sustratos sensibles fotorresistentes.

Fotolitografia _
La longjtud de onda de la luz empleada es 300 nm. Se

usa para la fabricacion de circuitos integrados
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Tabla 2.3: Métodos de fabricacion Botton Up

METODOS DE FABRICACION BOTTOM UP

FASE GAS

Uno o mas precursores volatiles reaccionan en la superficie

Deposicion del sustrato para producir el depdsito deseado.
quimica de Se emplea en el campo de los semiconductores para crear
vapor (CVD) | peliculas o recubrimientos muy delgados sobre superficies y

en la fabricacion de nanotubos de carbono.

FASE LIQUIDA
Estos comienzan con la reduccion de la sal metalica a los
» compuestos metalicos correspondientes mediante diferentes
Reduccionde | o o
técnicas (radiacion, agentes reductores, termdlisis o electro-
sales
o reduccion). A continuacion, estos atomos actian como
metalicas B y
centros de nucleacion dando lugar a la aglomeracion de
nanoparticulas y al crecimiento de estos conjuntos.
» Consisten en reacciones quimicas irreversibles en
Nucleacion y . . . .
disoluciones homogéneas cuyo resultado son materiales
proceso sol _
I nanoestructurados de alta pureza y estructura uniforme
gel . ) .
creados a baja temperatura o nanoparticulas coloidales.

BIOLOGICO

La biosintesis es una técnica novedosa que implica el empleo de
microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) o extractos de plantas, que
tienden a oxidarse cediendo sus electrones con objeto de reducir el metal a
valencia cero.

A pesar de ser una técnica totalmente ecoldgica, la sintesis biolégica presenta
desventajas importantes frente a los otros métodos ya que necesitan largos
tiempos de reaccion y tienen baja productividad

Usos: Sintesis de proteinas, sintesis de acidos nucleicos, sintesis de
membrana (lipidos y fosfolipidos), estructuras biolégicas inorganicas (nacar),

etc.
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El método Bottom-Up y Top-down coexisten en la actualidad, siendo el

primero de ellos el mas empleado utilizado. Los expertos estiman que hacia

el ano 2020 llegaran al mercado las primeras aplicaciones fabricadas
mediante métodos moleculares [6].

2.2.2. Clasificacion de nomateriales

Los diversos procedimientos de sintesis (Tabla 2.2-2.3) permiten generar
de manera controlada una gran cantidad de morfologias individuales.
Atendiendo al nimero de dimensiones del material que pertenecen a la

nanoescala, podemos clasificar los materiales en cuatro grupos:

e Dimension 0 (DO): Todas las dimensiones (d=x, y, z) estan en la
nanoescala (Imagen 2.6).

%d <100 nm

Imagen 2.6: Estructura de los materiales de Dimension O

Se encuentran en esta categoria las nanoparticulas de distintos
materiales, como los 6xidos metalicos empleados en este proyecto, y otras

nanoparticulas como fullerenos, dendrimeros y tetrapodos (Imagen 2.7).

.-an T
,',/‘< ___ ! e . ‘..;.' 22 )
( /<N \) £
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' > V2 223 238
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Imagen 2.7: Ejemplos de materiales pertenecientes a la DO:

A) Nanoparticulas, B) Fullereno, C) Dendrimero

Dimension 1 (D1): Dos dimensiones en la nanoescala (d=x, y) y una en

la macroescala, L (Imagen 2.8).
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d<100 | L

. |

Imagen 2.8: Estructura de los materiales de Dimension 1

En esta categoria se encuentran los nanotubos y los nanohilos (Imagen
2.9).

Imagen 2.9: Ejemplos de materiales pertenecientes a la D1:

A) Nanotubo de carbono; B) Nanohilos de platino

e Dimension 2: Una dimensiones en la nanoescala (t) y dos en la

macroescala, Lx, Ly (Imagen 2.10).

Lx Ly

t<100 nm

Imagen 2.10: Estructura de los materiales de Dimension 2

Esta parte de la clasificacion esta constituida por grafeno (Imagen

2.11), redes bidimensionales de nanoparticulas, superficies y peliculas.
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CAPITULO Il

Imagen 2.11: Ejemplo de material perteneciente a la D 2: Grafeno

e Dimension 3: No hay dimensiones en la nanoescala. Se trata de

solidos nanoporosos (Imagen 2.12), superredes y composites.

Imagen 2.12: Ejemplo de material perteneciente a la Dimension 3:

Material nanoporoso

2.3. Nanoparticulas de 6xidos metalicos en electroanalisis.

Las nanoparticulas pueden tener distinto origen (Ver tabla 2.1),
incluyendo nanoparticulas organicas e inorganicas y nanoparticulas
biolégicas. A su vez pueden tener diversos tamanos y formas, desde

redondeadas, clbicas o estrelladas.

En la realizacion de este proyecto, se han empleado NPs de 6xidos
metalicos (nanoparticulas inorganicas redondeadas) para fabricar los
electrodos de trabajo que emplearemos en mediciones electroanaliticas (Ver
seccion 2.5). Se han usado este tipo de NPs debido a que presentan mayor
area superficial y tienen propiedades fisicoquimicas distintas a las del

material en su forma macroscopica, que proporcionan ventajas en las
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mediciones electroanaliticas, al aumentarse la conductividad y la reactividad

quimica.

Las nanoparticulas de 6xidos metalicos son Utiles en electroanalisis ya
que facilitan la transferencia de electrones entre el electrodo y el analito, por
lo que tienen buena actividad catalitica, a causa de la alta proporcion de
atomos en la superficie con valencias libres, en comparacion con el nimero
total de atomos, lo que confiere ademas reversibilidad electroquimica de los
analitos. Otras propiedades de las nanoparticulas de 6xidos metalicos que las
hacen atractivas para el electroanalisis son la alta proporcion de su area
respecto del volumen ocupado, la estabilidad quimica y la biocompatibilidad

(Ver seccion 2.1.2).

Por lo tanto, las nanoparticulas de 6xidos metalicos son capaces de
incrementar la sensibilidad y especificidad en la deteccion de moléculas,
aumentando el area de la superficie del electrodo disponible para el

intercambio de electrones o facilitando la inmovilizacion de enzimas.

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de 6xidos metalicos
magnéticos se pueden utilizar para la separacion de analitos, mientras que
las propiedades semiconductoras también se pueden utilizar para la

deteccion electroquimica de los analitos seleccionados.

Las nanoparticulas de 6xidos metalicos que mas se han utilizado en
electroanalisis son: 6xido de niquel, 6xido de hierro magnético, 6xido de zinc,
oxido de titanio, 6xido de estano, 6xido de cobalto, 6xido de manganeso, 6xido
de cadmio y 6xido de cerio. El uso de 6xidos metalicos mixtos es cada vez mas
frecuente debido a la limitacion en los métodos para aumentar la actividad de

un 6xido que contiene un Unico metal.

Un componente importante de muchos ensayos electroanaliticos que
implican nanoparticulas de oOxidos de metal son las enzimas. Estas son
necesarias para deteccion de analitos de forma especifica y sensible cuando
estan presentes determinados compuestos de interferencia. La inmovilizaciéon

de enzimas sobre el electrodo es esencial porque la mayoria de las proteinas
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en solucién no pueden intercambiar electrones directamente con el electrodo.
Esto es consecuencia de la enorme cadena de polipéptidos complejos que
rodean sus centros redox, los cuales suelen estar incrustados en el nucleo de
la enzima, lo que impide su transferencia de electrones con el electrodo. La
inmovilizacion de enzimas sobre la superficie del electrodo sirve como un
enfoque viable para aumentar dicha transferencia de electrones. Sin
embargo, la inmovilizacion directa de las enzimas sobre la superficie de los
electrodos no modificados a veces provoca la desnaturalizacion de la proteina
si las estructuras de estas no son compatibles con la superficie del electrodo.
Por lo tanto, las nanoparticulas de 6xidos metalicos proporcionan un medio
ambiente biocompatible para que las enzimas funcionen en el electrodo,
mejoran la sensibilidad del electrodo (facilitando la transferencia de
electrones entre la enzima y el electrodo) y catalizan la reduccion o la

oxidacion del sustrato de la enzima [4].

A continuacion, nos centramos en las nanoparticulas de o6xidos
metalicos empleadas en este proyecto, dando una descripcidon mas detallada

de su estructura, método de fabricacion y aplicaciones principales.

2.3.1. Oxido de titanio (IV), TiO>

En los Ultimos anos, los 6xidos de metales de transicion han sido
estudiados ampliamente. Entre ellos, se encuentra el didxido de titanio (TiO2),
por ser un material semiconductor muy importante y el componente principal
de pinturas, pigmentos, cosméticos vy productos alimenticios. Sus
aplicaciones incluyen la esterilizacion o desinfeccion, sensores de gas,
dispositivos electronicos, recubrimientos antirreflectantes para células
fotovoltaicas, la oxidacion catalitica de mondxido de carbono y

fotodegradacion de los contaminantes organicos en el agua y el aire [19].

Las nanoparticulas de TiO2 se han sintetizado por muchas técnicas
(Tabla 2.2-2.3), tales como método de sol- gel, deposicion del vapor quimico,
aerosol, método electroquimico y tratamiento hidrotérmico. De estos

métodos, el método de sol- gel es uno de los mas ampliamente utilizados
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debido a que el proceso de obtencion presenta varias ventajas: alta

homogeneidad, se realiza a baja la temperatura, es estable y versatil.

El diéxido de titanio existe en tres fases cristalinas: anatasa, rutilo y

brookita (Imagen 2.13) [20].

Rutilo Anatasa
(celda tetragonal simple) (celda tetragonal
centrada en el cuerpo)

Brookita
(celda ortorrémbica)

Imagen 2.13: Fases cristalinas del TiO»

e Anatasa: presenta una estructura cristalina tetragonal y una banda
prohibida de 3.21 eV (Imagen 2.14).

e Rutilo: en comparacion con las otras formas de 6xido de titanio es estable
y tiene gran dureza. Presenta una estructura cristalina tetragonal centrada

en el cuerpo y una banda prohibida de 3,0 eV (Imagen 2.14).

Imagen 2.14: Franjas reticulares de cristales de TiO»: anatasa (A) y

rutilo (R)
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e Brookita: presenta una estructura cristalina ortorrombica, una banda
prohibida de 3.13 eV y se transforma espontaneamente a rutilo en torno

a 750 ° C. Esta fase no es considerada semiconductora.

En el presente proyecto se emplea la fase anatasa, ya que es la fase
comercial predominante del éxido de titanio (Il) y ha sido ampliamente

investigada.

El TiO2 es un excelente catalizador debido a su estabilidad quimica,
resistencia a la corrosion, no toxicidad, fuerte poder oxidante y excelentes

propiedades electrocataliticas.

2.3.2. Oxido de cerio (IV), CeO2

Entre la familia de las tierras raras, el 6xido de cerio (IV) es uno de los
materiales mas abundantes pertenecientes a este grupo. Ha sido estudiado
extensamente en muchos campos, como la catalisis, células de
combustible/solares, sensores, y usos biologicos, debido a su estructura

Unica, propiedades atémicas y la quimica superficial.

El cerio tiene dos estados de oxidacion estables, +4 y +3, y la relativa
facilidad de conmutacion entre estos dos estados, es el factor esencial para
su actividad catalitica. Este cambio rapido de estado de oxidacion esta
relacionado con su capacidad de almacenar y liberar el oxigeno. La movilidad
de iones de oxigeno es otro aspecto esencial en la catalisis y en la actividad
electroquimica. La difusion de los iones de oxigeno esta estrechamente unida

a la presencia de defectos estructurales en dichos materiales [21].

El CeO2 tiene una estructura cristalina de tipo fluorita, en la que los
cationes Ce#* forman una red cubica centrada en las caras y los aniones 0%
ocupan los agujeros tetraédricos (Imagen 2.15). Esta estructura es estable en
el intervalo de temperaturas comprendido entre la temperatura ambiente y el

punto de fusion [22].

36



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

Q_ A/
R0 0
CCOP.
AR LN

| / Q ~ Ny
o ¥ Yy ©

Imagen 2.15: Diagrama de la estructura cristalina tipo fluorita. Las esferas
verdes representan los cationes Ce+4 y las azules Ios aniones 0.

Si se disminuye el tamano de las particulas de CeO, las propiedades
fisicas y quimicas son distintas respecto de las de mayor tamano. Una
propiedad afectada y que, ademas es muy importante en la catalisis, es el
aumento en la movilidad de iones de oxigeno. Esto se debe a la relajacion del
entramado de la celda, asociada con los cambios composicionales y
distorsiones locales de la estructura tipo fluorita del CeO2 para formar el
Ce20s.

El desarrollo de gran cantidad de métodos sintéticos para la
preparacion de nanoparticulas de CeO2 ha dado acceso a una gran variedad
de geometrias incluyendo materiales con cero, una y dos dimensiones en la
nanoescala. En este proyecto emplearemos nanoparticulas (dimension cero)
cuya técnica de obtencion mas comdun es la co-precipitacion, la cual permite
explotar la solubilidad sumamente baja del cerio, ademas es una técnica
simple y rapida. Se realiza en soluciones alcalinas con NaOH, urea o
amoniaco como agentes que precipitan. Para evitar la precipitacion rapida de
cristales demasiado pequenos se requiere la presencia de surfactantes como
el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) o polivinilpirrolidona (PVP),

permitiendo el mejor el control de las dimensiones de particulas [21].

2.3.3. Oxido de niquel (1l), NiO

El 6xido de niquel es un material semiconductor, de la familia de los
metales de transicion y la preparacion de nanoparticulas de dicho metal ha
sido extensamente estudiada debido a la gran variedad de usos, analogos a

los indicados en la descripcion del 6xido de titanio [19].
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Presenta excelentes propiedades electroquimicas que hacen que sea

un 6xido apto para su empleo en aplicaciones cataliticas.

El tamano, la forma, y la morfologia de nanoparticulas NiO son
aspectos importantes dependiendo del uso tecnoldgico del material. Hasta el
momento, se han empleado distintas técnicas, como el sol-gel, la
descomposicion termal, la evaporacion, etc. Sin embargo, las técnicas de
descomposicion termal son consideradas como las mas prometedoras porque
permiten controlar las condiciones de proceso, el tamano de particula, la
morfologia del cristal de particula y la pureza. Ademas, requieren un periodo

de tiempo corto para su aplicacion, bajo coste y altas prestaciones [18, 24].

Presenta una estructura cristalina tipo sal gema, NaCl (Imagen 2.16),
la cual es cubica centrada en las caras para los cloruros, que son mas
voluminosos, y en la quelos cationes ocupan los huecos

octaédricos formados (Imagen 2.17) [25].

Imagen 2.16: Diagrama de la Imagen 2.17: Estructura quimica del
estructura cristalina del NaCl. Se oxido de niquel (Il), NiO. En rojo se
observan los octaedros que rodean a observa el oxigeno y en blanco el
cada tipo de ion con iones de signo niquel, que tiene un radio ionico
contrario. menor.
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2.4. Métodos quimicos e instrumentales.

La Quimica Analitica puede definirse como la ciencia y el arte de
determinar la composicion de materiales en base a los elementos o
compuestos que los integran. Los métodos que utiliza la Quimica Analitica
para la caracterizacion de la materia suelen clasificarse en quimicos e

instrumentales.

e METODOS QUIMICOS: Analisis cualitativo y cuantitativo
e METODOS INSTRUMENTALES: Opticos, Electroquimicos y Otros

Los métodos quimicos estan basados en interacciones materia-
materia, esto es, en reacciones quimicas y requerian una gran destreza
experimental. La revolucion tecnologica e industrial ha impulsado el
desarrollo de nuevos métodos, de forma que actualmente todas las
propiedades de la materia pueden utilizarse para el establecimiento de un
método de analisis, surgiendo asi una gran cantidad de métodos
instrumentales, basados en interacciones materia-energia, que emplean
distintos aparatos y no es esencial el concurso de una reaccion quimica [26-
27].

El tipo de método empleado en este proyecto se encuentra dentro de
esta Ultima categoria (método instrumental), concretamente se emplea un
método electroquimico el cual se desarrollard teéricamente mas adelante

(Seccion 2.5).

2.4.1. Breve panorama historico
El desarrollo y las mejoras alcanzadas en Quimica Analitica han estado

ligados a la introduccion de nuevos instrumentos de medida.

La balanza analitica fue el primer instrumento empleado que permitio
realizar analisis cuantitativos, conocidos como analisis gravimétricos. Poco
después se descubrié que el empleo de materiales de vidrio correctamente
calibrados hacia posible el ahorro de tiempo a través de medidas

volumétricas.
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En las dltimas décadas del siglo XIX, la invencion del espectroscopio
abrid6 nuevos caminos en el ambito analitico, que permitieron establecer
procedimientos desconocidos hasta el momento, pero que resultaron muy

productivos.

Gradualmente se introdujeron algunos métodos colorimétricos vy
nefelométricos, y se descubrié que las medidas eléctricas se podian emplear

para detectar los puntos finales en las titulaciones.

El rapido desarrollo de la electronica experimentado en el siglo actual,
impuls6 la aplicacion de las técnicas instrumentales al analisis. En 1903,
Kuster y Gruters, sentaron las bases de las valoraciones conductimétricas y

posteriormente se desarrollaron las valoraciones potenciométricas.

En 1922, el Premio Nobel de Quimica, Jaroslav Heyrovsky, habia
descubierto la polarografia lo que constituyd un importante avance para el
analisis en el ambito de trazas. La necesidad de analizar componentes a
trazas (concentraciones inferiores a 0,01%) en una gran variedad de
muestras, asi como, de efectuar numerosos analisis de productos industriales
en tiempo muy corto, provocd el desarrollo espectacular de los métodos
instrumentales a partir de los anos 30. Los avances conseguidos se notaron
Unicamente en los paises mas industrializados, como Estados Unidos,
Alemania, Inglaterra, etc. La tecnologia que alli ya se empleaba, aun tardaria
algin tiempo en llegar a Espana y hacerse asequible a los laboratorios

universitarios e industriales.

En la década de los treinta se construyeron los primeros electrodos de
vidrio sensibles a los iones H*, lo cual permitia la determinacion rapida y

continua del pH, con la consiguiente aplicacion a las volumetrias acido-base.

Los métodos instrumentales sufrieron un nuevo impulso durante la
primera mitad de la década de los cuarenta, a consecuencia de la Segunda
Guerra Mundial, que condicioné la evolucion de las Ciencias y en particular de
la Quimica. Por ejemplo, el proyecto Manhattan, relacionado con la

construccion de la primera bomba atomica, desarrolld considerablemente
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nuevos métodos instrumentales, el analisis de trazas, el microanalisis y las

separaciones por intercambio idnico.

Durante los anos ochenta, se produjo la irrupcion de la informatica lo
cual ha modificado profundamente las técnicas analiticas instrumentales,
tanto en forma de microordenadores para controlar los instrumentos, como
en la manipulacion de la abundante informacion obtenida en las medidas

experimentales.

Una vez obtenidos los resultados analiticos, se pueden procesar los
datos, realizando operaciones tales como la generacion de derivadas en
espectros o transformadas de Fourier. Ademas, se pueden evaluar los
resultados estadisticos y comparar los resultados analiticos con datos

almacenados en la memoria del equipo [26-27].

2.4.2. Instrumentos analiticos
Un instrumento analitico tipico consta de los siguientes componentes

(Imagen 2.18):

e Generador de senales: produce una senal

directamente relacionable con la presencia (y

Generador también, frecuentemente con la concentracion)
de sefiales del analito.
l e Detector o transductor de entrada: dispositivo
que convierte un tipo de senal en otro.
Detector
e Procesador de senales: modifica la senal
l procedente del detector adaptandola
dispositivo de lectura. En muchas ocasiones se
Procesador produce simplemente una amplificacion, si bien,
de sefiales a menudo las senales se filtran para disminuir el
l ruido.
Dispositivo de lectura: transforma la senal
Dispositivo procesada en otra senal inteligible para el
de lectura observador (Display, voltamograma, escala

graduada).

Imagen 2.18: Componentes de un instrumento analitico

41



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

2.4.3. Caracteristicas de los métodos instrumentales

Los métodos quimicos tienen caracter absoluto, en cambio, los
instrumentales tienen caracter relativo. Estos Ultimos se basan en la medida
de una propiedad (P) normalmente fisica, que es funcion de la concentracion
(C), de tal forma que P=KC. Sin embargo, la constante de proporcionalidad no
es Unica al depender de las condiciones experimentales. Es evidente que si se
conocen todos los parametros que intervienen en la constante K, los métodos
instrumentales adquieren caracter absoluto, sin embargo en la practica la
dificultad en la medicibn de las variables implicadas hace que la
concentracion de la muestra se determine preferentemente por comparacion

con muestras patron.

Los tres métodos de comparacidon con patrones empleados mas
frecuentemente son los que utilizan curvas de calibrado obtenidas mediante
series de patrones, el método de las adiciones estandar y el método del

patron interno [26-27].

2.4.4. Variables analiticas a considerar en la aplicacién de un método

instrumental

2.4.4.1. Precision
La precision de un conjunto de mediciones esta intimamente
relacionada con la presencia de errores indeterminados (o aleatorios) y se
considera como una medida de la reproducibilidad de los resultados. Para
describir la precision se utiliza la desviacion estandar. En relacion con este
parametro, los métodos quimicos suelen ser mas precisos en términos

absolutos que los métodos instrumentales.

2.4.4.2. Exactitud
La exactitud mide el error sistematico o determinado de un método
analitico. Se puede determinar por comparacién con un método patrén. Los
métodos quimicos son mas exactos para altas concentraciones, aumentando
el error de estos métodos a medida que la concentracion disminuye,

condiciones en las que los métodos instrumentales son mas exactos.
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2.4.4.3. Limite de deteccion y sensibilidad
El limite de deteccion de un analito por un método instrumental puede
definirse como aquella concentracion que proporciona una senal instrumental
significativamente diferente de la senal del blanco o senal de fondo. El

término significativamente debe aclararse en términos estadisticos.

Si se realizan infinitas determinaciones sobre una muestra en blanco,
los resultados se distribuiran en forma de campana de Gauss (Imagen 2.19).
Tomando un nivel de probabilidad del 95% se puede definir un limite, L, por
encima del cual se encuentren Unicamente el 5% de los resultados (parte
sombreada de la Imagen 2.19 Curva A). Podria considerarse que éste es el
limite de deteccion, por cuanto que un resultado situado por encima de L
tiene Unicamente un 5% de probabilidades de pertenecer al blanco. Sin
embargo, una muestra con una senal media, L, tendra una distribucion
normal representada por la Curva B (Imagen 2. 19), por lo que, en realidad, la

probabilidad de concluir que esta muestra no difiere del blanco es del 50%.

Por ello, resulta mas adecuado considerar el valor medio, M, de una
distribucion gaussiana (Imagen 2.19 Curva C) tal que el 5% de sus valores se

encuentren situados por debajo de L.

Imagen 2.19: Limite de deteccion

Esto sucede cuando la distancia entre yo € ym €s aproximadamente 3
veces la desviacion estandar del blanco, de forma que la minima senal

analitica distinguible, ym, se calcularia mediante la Ecuacion 1:
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Ym =Yp +3 s,  Ecuacion 1

Cuando se utiliza una recta de regresidon convencional para la

calibracion se obtiene la Ecuacion 2:
y=m-C+ yp Ecuacion 2

donde y es la senal medida, m la pendiente y C la concentracion (Imagen
2.20).

m-C

}y.,

Imagen 2.20: Representacion de la Ecuacion 2

En el limite de deteccion, ym=m-Cm+yn (Ecuacion 3), con lo que la
concentracion limite (cantidad minima de sustancia apreciable o
determinable por unidad de volumen), Cm, resulta de combinar la Ecuaciéon 1y
3:

ym_ybl=3'5bl
m m

Cn =

Ecuacion 4

Esta serd la formula empleada para el calculo de los limites de

deteccion que se presenta en la seccion 3.7.3.

La sensibilidad de una técnica se define como la pendiente del
calibrado, y si éste es lineal, puede medirse en cualquier punto de él. Los
métodos instrumentales son mas sensibles que los métodos quimicos. Esto

implica que son capaces de detectar y determinar cantidades de analito

44



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

mucho mas pequenas que los métodos clasicos, lo cual los hace

particularmente Utiles para el analisis de trazas.

Un factor que degrada la exactitud y la precision de un analisis, y
contribuye a hacer menos favorable el limite de deteccion, es el ruido. Este
factor esta presente en mayor o menor grado en todas las senales analiticas
instrumentales. El origen del ruido puede ser muy diverso, si bien suele
distinguirse entre ruido quimico y ruido instrumental. El primero procede de
multitud de variables incontroladas relacionadas directamente con la quimica
del sistema: posicion del equilibrio quimico, variaciones indetectadas de la
temperatura, presion, etc. Por su parte, el ruido instrumental es relacionado
con los distintos componentes del instrumento utilizado: generador de

senales, detector, etc [26].

2.4.4.4. Selectividad
La selectividad hace referencia al grado de interferencia de unas
especies sobre la identificacion de otras. El caso mas favorable de
selectividad es aquel en el que ninguna otra sustancia interfiere y la reaccion
o el método son completamente caracteristicos de la sustancia que se
determina. Se dice entonces que el método es especifico. La selectividad de
los métodos instrumentales es muy diversa, existiendo algunos muy

selectivos, en especial, algunos métodos opticos.

2.4.4.5. Rapidez
Respecto a este parametro, los métodos instrumentales son mas
rapidos para determinaciones en serie o de rutina. Ademas suelen ser
facilmente automatizables, ya que muchos dan respuestas rapidas y
continuas, haciendo posible su adaptacion a analisis de control, lo cual

permite, tras una interpretacion, pasar a la accién en poco tiempo.

2.4.4.6. Coste
En cuanto a la economia, podria parecer, en principio, que los métodos
guimicos son mas econémicos que los instrumentales, y, si bien, esto es
cierto en cuanto al material, no lo es tanto en relacion con el tiempo

necesario para llevarlos a la practica ni en relacion con el personal, pues, en
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contra de lo que pueda parecer a primera vista, se precisa mayor tiempo de
aprendizaje para utilizar un método clasico, que para aprender a manejar un
instrumento. Esto hace que los métodos instrumentales puedan ser rentables

para trabajos en serie [26-27].

2.5. Métodos electroanaliticos.

Los métodos electroquimicos de analisis, o0 métodos electroanaliticos,
constituyen un grupo importante dentro de los métodos analiticos
instrumentales descritos en la seccion 2.4 y se basan en las propiedades

electroquimicas de las soluciones. Presentan una serie de ventajas:

e Mayor especificidad para un determinado estado de oxidacion.

e Alta sensibilidad y eficacia.

e Las medidas electroquimicas pueden llevarse a cabo con pequenos
volimenes de muestra con relativa facilidad.

e Muchos métodos electroanaliticos proporcionan informacién sobre la
actividad de una especie, en lugar de hacerlo sobre la concentracion,
lo cual puede ser interesante en muchas ocasiones.

e Lainstrumentacion electroquimica, presenta una relativa simplicidad y
bajo coste, que permite una facil disponibilidad de estos instrumentos

en el mercado.

El tipo de método empleado en este proyecto es un método
electroquimico con transferencia electronica neta (Tabla 2.5) concretamente,
la voltametria ciclica, el cual se desarrollara teéricamente mas adelante
(Seccion 2.5.5.2).

Los métodos electroanaliticos se basan en reacciones electroquimicas.
Por ello, en el subapartado siguiente se consideraran algunas cuestiones

relacionadas con estos procesos [26].
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2.5.1. Desarrollo de un método electroanalitico

Una reaccion electroquimica es una reaccion redox en la que el
intercambio de electrones tiene lugar en el electrodo y estan asociadas al
fendbmeno de la electrolisis. Para desarrollar un método electroanalitico es

necesario lo siguiente:

v' Celda electroquimica: Recibe este nombre el recipiente de vidrio en el

gue colocaremos la disolucion que contiene los analitos de interés.
v Fuente de corriente continua (externa).
v Aparatos de medida: multivoltimetros, microamperimetros, etc.

v Electrodos: Los electrodos pueden estar en el mismo recipiente
(Imagen 2.21-A) o con los compartimentos anddicos y catédicos
separados (Imagen 2.21-B). En este Ultimo caso es imprescindible que
las dos disoluciones estén en contacto mediante una pared porosa
que impide la mezcla y que permite el paso de cargas (puente salino).

e El anodo es el electrodo en el que se lleva a cabo la
oxidacion, con transferencia de electrones de la especie
reducida al electrodo.

e FEl catodo es el electrodo en el que se efectian las
reducciones, los electrones se transfieren del electrodo a la

especie oxidada.

Cuando se cierra el circuito, los electrones circulan por el circuito
externo desde el anodo hasta el catodo, mientras que en el seno de la
disolucion el paso de la corriente corresponde al movimiento de las cargas

transportadas por los iones (migracion idnica) [27-29].
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Imagen 2.21: Montaje celda electrolitica para un circuito eléctrico

simple: A) Electrodos en un mismo recipiente; B) Electrodos en distintos

recipientes unidos por un puente salino

v Circuito eléctrico

El circuito eléctrico mas simple para obtener una curva intensidad-

potencial consta de los componentes representados en la Imagen 2.22.

| : | F: Fuente de corriente continua.

M: Microamperimetro.
O— @®
oA

V: Milivoltimetro.
C: Célula electrolitica.
€

Imagen 2.22: Circuito eléctrico simple empleado en el montaje con

dos electrodos

Cuando a través de la celda pasa una corriente de intensidad i, la
diferencia de potencial entre los dos electrodos es V=Ea-Ect+iR, siendo R la
resistencia de la célula. Si i y R son pequenos, la caida 6hmica, iR, se suele

despreciar, pero, en ocasiones adquiere valores considerables.

Para corregir la caida 6hmica suele utilizarse un montaje con tres
electrodos (Imagen 2.23-A) en un circuito eléctrico mas complejo (Imagen
2.23-B).

48



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

A |
Electrudux l Electrodo de
auxiliar o Electrodo referencia (RE)
contraelectrodo  de trabajo
(CE) (WE)

Imagen 2.23: A) Circuito eléctrico complejo para corregir la caida

ohmica; B) Montaje de tres electrodos

La diferencia de potencial entre el electrodo indicador y el de
referencia se mide con un milivoltimetro electrénico de gran impedancia de
entrada (1012W), por lo que por ese circuito apenas circula corriente, con lo
qgue la caida 6hmica del propio electrolito puede hacerse despreciable si se

acerca el electrodo de referencia al electrodo indicador.

Un electrodo de referencia (RE) es aquel que adquiere un valor de
potencial constante cualquiera que sea la composicion de la disolucion
(tienen alta resistencia interna). El electrodo de referencia empleado para la
realizacion de la parte experimental de este proyecto ha sido el electrodo de

plata/cloruro de plata (Seccién 3.2).

Un electrodo de trabajo (WE), es aquel cuyo valor de potencial
alcanzado proporciona informacion sobre la concentracion o la naturaleza de
las sustancias susceptibles de intercambiar electrones. Debido a que la
mayor parte de los métodos electroquimicos, se basan en la medida de la
corriente que fluye a través de un electrodo después de una perturbacion del
potencial, el electrodo de trabajo se considera la parte mas importante del

experimento.
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Los electrodos de pasta de carbono y de pelicula de mercurio son el
comienzo de una nueva era en electroanalisis y pueden considerarse como
precursores de los electrodos modificados. Utilizando un electrodo modificado
se intenta ejercer un mayor control sobre sus caracteristicas e influir en la
reactividad superficial. La variedad de especies modificadoras utilizadas es
muy amplia, variando desde depodsitos metalicos o capas de 6xidos metalicos,

hasta el uso de materiales organicos, enzimas o polimeros [2, 40, 45, 46].

El electrodo indicador (o electrodo de trabajo) empleado en el
laboratorio son distintos electrodos de pasta de carbono (EPC) sin modificar y

otros modificados con nanoparticulas de 6xidos metalicos (NP-OM).

Los EPC fueron introducidos por Adams a finales de los anos 50 y
estan constituidos por una fase conductora (polvo de grafito) dispersa,
uniforme y aleatoriamente, en una sustancia aislante (liquido aglutinante)
[30].

El método mas comuinmente utilizado para preparar electrodos de
pasta de carbono modificados es la mezcla directa del modificador con la
pasta, sugerido en 1981 por Ravichandran y Baldwin. En este caso, debe
prestarse especial atencion en asegurar la homogeneidad de la mezcla,
puesto que para obtener resultados reproducibles y comparables, la
concentracion del componente activo en la superficie del electrodo debe ser
similar en todos los experimentos. Por consiguiente, se debe lograr una
mezcla exhaustiva de las dos fases soélidas con el fin de conseguir que
siempre se exponga la misma cantidad de modificador a la disolucion de la
muestra [31]. Ademas, los modificadores utilizados en mezcla directa deben

reunir las siguientes condiciones:

1. Ser insolubles en la disolucion problema o al menos,
adsorberse fuertemente sobre los componentes de la pasta, de
manera que se evite su disolucion en la superficie del electrodo

durante la medida.
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2. No deben sufrir transformaciones electroquimicas dentro del
margen de potencial de la respuesta voltamperométrica de las

especies analizadas, excepto en las aplicaciones cataliticas.

Este electrodo constituye una parte importante de la investigacion y en
la Seccion 3.1 se desarrolla en profundidad su modo de fabricacion y empleo
[32].

El electrodo auxiliar o contraelectrodo debe tener una resistencia baja
para que no introduzca un error excesivo, ademas, la interfase entre el metal
y la solucion debe tener un area mucho mayor que la del electrodo de trabajo,
de modo que la densidad de corriente y los efectos de polarizacion
resultantes sean menores. Este electrodo puede ser un alambre sencillo de
platino o plata o una fuente de mercurio. En este proyecto se emplea una

placa de platino como electrodo auxiliar (Seccion 3.3).

La celda con tres electrodos es la mas aconsejable para voltametria
que, como ya se ha indicado con anterioridad, es el método analitico
empleado en este proyecto y el montaje de este tipo de celda se detalla en la

Seccién 3.4.

2.5.2. Clasificacion de los métodos electroanaliticos

Las aplicaciones electroquimicas al analisis tienen su fundamento en
la evolucion de la intensidad, potencial, tiempo y resistencia a medida que
transcurren las reacciones; representada dicha evolucion por las curvas

intensidad-potencial.

En los distintos métodos se utilizan las curvas completas, partes de las
curvas, o simplemente puntos, siendo la intensidad la variable cuantitativa y

el potencial la cualitativa [29].

El desarrollo tecnoldgico experimentado en los Ultimos tiempos ha
permitido que el ndmero de propiedades electroquimicas utilizadas en
analisis haya crecido notablemente, lo cual se traduce en un namero muy
elevado de métodos electroquimicos, los cuales se clasifican en las Tablas
2.4-2.5.
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El método empleado para la realizacion de los analisis en este
proyecto es la voltametria, por lo que le desarrollaremos con mayor

profundidad en el subapartado siguiente (Seccion 2.5.3).

Tabla 2.4: Clasificacion de métodos electroquimicos sin transferencia

electronica neta

l. Métodos sin transferencia electrénica neta (transporte de carga
por migracion y polarizacion dieléctrica).
Se basan en medidas de conductividades de disoluciones de

electrolitos usando corriente alterna.

Conductimetria
Valoraciones conductimétricas

Oscilometria (condiciones de alta frecuencia)

Tabla 2.5: Clasificacion de métodos electroquimicos con transferencia

electronica neta

Il Métodos con transferencia electronica neta.

Variable Métodos
Potencial Potenciometria directa
Valoraciones potenciométricas
Valoraciones cronopotenciométricas
Intensidad Amperometria
Valoraciones amperométricas
Cronoamperometria

Intensidad y potencial Voltamperometria (Voltametria)

Polarografia
Voltamperometria de redisolucion

Cantidad de electriciadad Culombimetria

Valoraciones culombimétricas

Electrogravimetria
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2.5.3. Voltamperometria

La voltamperometria incluye todo wun conjunto de técnicas
electroanaliticas en las que los resultados se obtienen a partir de medidas de
la intensidad de corriente en funcién del potencial aplicado al electrodo
indicador. Como la corriente que circula a través del electrodo de trabajo es
considerable, es necesaria la adicion de un tercer electrodo a la celda, el
electrodo auxiliar (Imagen 2.23). Una fuente de voltaje variable
(potenciostato) se conecta en serie con un microamperimetro y con los
electrodos que conducen la corriente (electrodo de trabajo y auxiliar). El
potencial real en el electrodo de trabajo se mide en relacion al electrodo de

referencia con un voltimetro adecuado (generalmente de tipo electronico).

El electrodo de trabajo en voltametria responde a cualquier especie
electroactiva que se encuentre presente en la solucion. El tipo de electrodo a
emplear depende principalmente del rango de potenciales que se desee
medir. El principal inconveniente de la voltamperometria reside en la
dificultad para reproducir las condiciones superficiales del electrodo de

trabajo.

Los distintos tipos de voltametria se diferencian en base a como varia
el potencial aplicado en funcion del tiempo y, las mas importantes empleadas

en multiples referencias, pueden clasificarse del modo siguiente [33, 34]:

2.5.5.1. Voltamperometria de barrido lineal
El potencial del electrodo de trabajo se hace aumentar o disminuir (a
velocidades entre 2 y 5 mV/segundo) midiéndose la intensidad de la corriente
para los distintos potenciales aplicados, operando sobre una disolucion en
reposo (Imagen 2.24-A). La curva intensidad-potencial obtenida se denomina

voltamperograma.

Los parametros mas importantes son el potencial de pico (Ep) y la
intensidad del pico (lp), de los que no sélo se obtiene informacion tipicamente
analitica sino que también puede utilizarse para estudiar la reversibilidad del

proceso y determinar constantes de interés quimico-fisico (Imagen 2.24-B).
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@

Imagen 2.24:Voltamperometria de barrido lineal: A)Variacion del

potencial aplicado en funcion del tiempo; B) Curva intensidad-potencial

2.5.5.2. Voltamperometria ciclica
Consiste en aplicar al electrodo indicador un potencial triangular. Se
lleva a cabo un barrido de potencial desde un valor inicial (E;) hasta un valor
denominado potencial de cambio o de inversion (Ec) en el que se invierte la
direccion del barrido. EI margen de potenciales elegido debe ser aquel en el
que tenga lugar la oxidacion o la reduccion del analito controlada por la

difusion (Imagen 2.25-A).

Se opera sobre una disolucibn en reposo obteniéndose el

voltamperograma correspondiente (Imagen 2.25-B).

Los parametros importantes son los potenciales del pico anddico (Epa)

y catddico (Epc) y las correspondientes intensidades de ambos picos (lpa € lpc).

Esta técnica es la mas eficaz para llevar a cabo estudios sobre

mecanismos de reacciones electrédicas y es la empleada en este proyecto.
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Imagen 2.25:Volamperometria ciclica: A)Variacion del potencial

aplicado en funcion del tiempo: B) Curva intensidad-potencial

El maximo en intensidad (l,a) ocurre al potencial en el que se produce
la oxidacion del analito (Epa), por lo que es considerado el pico de oxidacion.
Del mismo modo, el minimo en intensidad (lpc) tiene lugar al potencial en el
qgue se produce la reduccion (Eyc) y se le conoce como pico de reduccion. Si se
trata de un voltamograma de una disolucion compleja habra tantos picos de

oxidacion y reduccion como especies se oxiden y reduzcan.

En funcion del voltamograma obtenido podemos apreciar tres tipos de

reacciones diferentes: reversible, cuasireversible e irreversible.
e Proceso reversible

La velocidad de la transferencia de electrones es mas grande que la
velocidad del transporte de masa, y el equilibrio de Nernst siempre se

mantiene en la superficie del electrodo (Imagen 2.26). Se cumple:

59 L
AE = Epe — Epg = - mV Ecuaciéon 5
n es el nimero de picos
Ipa ./
— =1 Ecuacion 6
Ipc
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Imagen 2.26: Proceso cuasireversible

El potencial de apariciébn de los picos de oxidacion y reduccion, asi
como las intensidades de dichos picos, son independientes de la velocidad de

barrido.
e Proceso cuasireversible

La morfologia del voltamograma se aproxima a un sistema irreversible

al aumentar la velocidad de barrido (Imagen 2.27).

i (mA)

Imagen 2.27: Proceso reversible

e Proceso irreversible

Cuando la velocidad de transferencia de electrones es incapaz de
mantener este equilibrio en el electrodo, la forma del voltamograma ciclico
sufre algunos cambios. A bajas velocidades de barrido, la transferencia de
electrones predomina sobre la transferencia de masa y el voltamograma
registrado es como el de un proceso reversible. Sin embargo mientras la

velocidad de barrido aumenta, la velocidad del transporte de masa

56



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

incrementa y llega a ser comparable con la de transferencia de electrones, el
efecto a notar en los voltamogramas es la separacion de los picos anddicos y
catodicos y estariamos ante un proceso irreversible (Imagen 2.28). Se

cumple:

—47.7 .
AE = Epc — Epg = “an mV Ecuacion 7

na es el nimero de electrones transferidos en el paso determinante de
la reaccion.

— *1 Ecuacion 8

-1.5 2.0 25
EM)

Imagen 2.28: Proceso irreversible

2.5.5.3. Voltamperometria hidrodinamica
Es una modalidad de la técnica voltamperométrica en la cual la
disolucion o el electrodo de trabajo se mantienen en movimiento, mediante

agitacion vigorosa de la disolucion o rotacion del electrodo.

Las técnicas hidrodinamicas presentan, en principio, una mayor
sensibilidad que las técnicas estaticas, debido al incremento en la

transferencia de masa de sustancia electroactiva al electrodo.

2.5.5.4. Voltametria diferencial de pulsos
La forma de la onda en la senal de excitacion, consiste en una serie de
pulsos en forma de escalera donde el potencial de base aumenta
gradualmente en pequenos intervalos entre 10 y 100 mV (ancho de pulso=

AEs).
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La amplitud de pulso AEp, se mantiene constante con respecto al

potencial de base (Imagen 2.29).

Potencial

L

AFp
2 tP N

Intensidad de corrienie

&Es|

r b=

Tiempo

Potencial

Imagen 2.29: Voltamperometria diferencial de pulsos: A)Variacion del

potencial aplicado en funcion del tiempo; B) Curva intensidad-potencial

2.5.5.5. Voltametria de redisolucion
Se basa en la aplicacion de un potencial constante lo suficientemente
negativo como para depositar un metal sobre el electrodo (etapa de
acumulacién o electrodeposicion). A continuacion, tiene lugar una etapa de
determinacion por aplicacion de un barrido de potenciales en sentido positivo
en el que se registra la altura del pico de redisolucion anddica

correspondiente a la oxidacion del deposito metalico previamente formado.

Presenta una serie de ventajas tales como, elevada sensibilidad y

posibilidad de determinaciones miultiples.
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2.6. Sensores

La utilizacion de sensores para resolver los problemas analiticos que la
sociedad demanda hoy en dia, esta experimentando un crecimiento continuo,
constituyendo una de las tendencias mas relevantes en el ambito de la
Quimica Analitica moderna. Los sensores tienen muchos campos de
aplicaciéon como son la medicina, la robética y todo tipo de industria. Poe ello,
este tipo de instrumentacion es de gran importancia en el mundo de la
ciencia y la tecnologia y, en concreto, dentro del sector industrial en el cual se

centra este proyecto, el sector agroalimentario [48].

Las ventajas que ofrece la tecnologia de sensores respecto del resto

de técnicas analiticas son claras y se citan a continuacion:

v' Permiten controlar el parametro analitico de forma continua y en
tiempo real. Se realizan por tanto, analisis in situ donde los resultados
son visualizados simultaneamente en una plataforma informatica.

v Se trata de una tecnologia barata y fiable, que permite realizar analisis
de forma rapida.

v Los sensores son dispositivos portatiles y de facil manejo.

Podemos definir el concepto sensor como un dispositivo capaz de
transformar magnitudes fisicas o quimicas, denominadas variables de

instrumentacion, en magnitudes eléctricas [49-50].

Dichas variables de instrumentacion pueden ser la temperatura,
intensidad luminica, presion, humedad o pH, entre otras. Al hablar de
magnitudes eléctricas, podemos referirnos a una resistencia eléctrica, una

capacidad eléctrica, una tension eléctrica o una corriente eléctrica.

Los sensores estan formados principalmente por tres componentes
(Imagen 2.30):

v Un receptor o elemento de reconocimiento que interacciona
selectivamente con un analito de la muestra creando una senal
primaria que es reconocida por el transductor. Pueden ser de tres

tipos:
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1. Quimico: Son aquellos que responden selectivamente ante

variaciones de un analito generando una respuesta quimica,
como por ejemplo detectan cambios de concentracion, pH,

composicion, etc.

Fisico: No hay reacciones quimicas involucradas en la
deteccion, este tipo de receptores detectan cambios en
parametros fisicos como son la temperatura, la presion, el flujo

de masa, etc.

Biolégico: En este caso los sensores quimicos pasaran a
denominarse biosensores, ocurre cuando el material receptor
tiene una procedencia biolégica, tratandose de enzimas, ADN o

células, entre otros.

v' El transductor, sobre el que se encuentra conectado el receptor,

convierte la senal primaria en una senal secundaria facilmente

procesable. Los transductores empleados se clasifican en distintos

tipos, citados a continuacion:

1.

2

Opticos: Transforman la senal Optica resultante de la
interaccion entre el analito y el receptor, en una senal eléctrica.
Se basan en distintas propiedades opticas como la
absorbancia, la reflectancia, luminiscencia o indice de

refraccion.

Electroquimicos: Transforman la sefal electroquimica
producida debido a la interaccion entre el analito y el receptor,
en una senal eléctrica. Las interacciones pueden ser
espontdneas o debidas a la aplicacion de una corriente

eléctrica.

Gravimétricos: Al interaccionar el analito y el receptor se

produce una variacion de masa sobre la superficie del receptor

la cual el transductor convierte en una senal eléctrica de salida.
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4. Magnéticos: Se basan en el cambio de las propiedades

magnéticas de los gases.

5. Resistivos: La interaccion entre el analito y el receptor da lugar
a un cambio en la conductividad que se transforma en una

senal eléctrica.

6. Térmicos: Transforman el cambio de temperatura que tiene
lugar en la superficie del receptor, producido por la interaccion

entre el analito y el receptor, en una senal eléctrica.

v' ElI amplificador de sefal se encarga de amplificar, acondicionar,

procesar y presentar la senal en formato de dato.

Muestra de Transductor
medida
*
*
M
Elemento Sistema
sensor electrénico

Imagen 2.30: Componentes de un sensor

En este proyecto se trabaja con sensores quimicos y transductores
electroquimicos ya que, en los Ultimos anos, han sido uno de los principales
objetivos de la investigacion y publicacion cientifica. Este hecho esta
justificado por las ventajas que presentan respecto a otro tipo de sensores,
siendo estos mas sencillos de fabricar, mas econémicos, mas robustos en los
analisis y con un menor tiempo de respuesta. Ademas presentan un amplio
rango de linealidad en la respuesta analitica, la cantidad de muestra
requerida para realizar el analisis es pequena, los limites de deteccion son
bajos y el equipo que modela la senal eléctrica, el potenciostato, es un equipo

econdémico cuyo mantenimiento y manejo es sencillo.
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Los transductores electroquimicos pueden ser divididos a su vez en

varios tipos, como se presenta a continuacion, seglin la técnica

electroquimica empleada para obtener la informacion de la muestra (Ver
Seccion 2.5.2) [61].

1.

Transductores conductimétricos: se basan en la variacion de la

conductividad, o de alguna propiedad asociada a esta, producida por

el analito, ya sea en la solucion medida o en la membrana selectiva.

Transductores potencidémetricos: consisten en la determinacién de una

diferencia de potencial en condiciones de circuito abierto entre un

electrodo de trabajo y uno de referencia.

Transductores amperométricos: se basan en la aplicaciéon de un

potencial fijo sobre un electrodo de trabajo respecto a un electrodo de
referencia, haciendo uso de una celda electroquimica de tres electrodos
(Imagen 2.21).

Una variedad de transductores amperométricos son los voltamétricos,
empleados en los métodos electroanaliticos conocidos como
voltametrias (Ver Seccion 2.5.3). La informacién del analito se obtiene
al aplicar un potencial variable respecto al tiempo y registrando las
intensidades de corriente eléctrica obtenidas al oxidarse o reducirse
sobre la superficie de un electrodo polarizado una determinada
especie electroactiva, siendo dichas corrientes proporcionales a la
concentracion existente del analito. En funcién del potencial aplicado
se obtienen las distintas voltametrias descritas anteriormente (Seccién
2.5.5.1-2.5.5.5). Las ventajas que ofrecen este tipo de transductores
van desde alta selectividad y sensibilidad, hasta gran versatilidad para

analizar muestras multicomponentes.

Debido a las capacidades descritas de este tipo de transductor

electroquimico y, al gran conocimiento sobre el que poseen los miembros del

grupo de investigacion en el que he realizado mi proyecto, estos han sido los

sensores utilizados en la parte experimental del presente trabajo.

62



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

Existen distintas técnicas para la fabricacion de sensores
electroquimicos, los sensores aqui empleados se fabrican mediante la técnica
de electrodos de pasta de carbono (Ver Seccion 3.1). Estos electrodos son los
gue se emplean como electrodos de trabajo en el desarrollo del método

electroquimico empleado (Ver Seccion 2.5.1).

2.7. Antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo amplio de sustancias biolégicas activas
los cuales se han generalizado en los alimentos. La dieta mediterranea se
caracteriza por la ingesta de alimentos y bebidas ricos en antioxidantes, tales
como manzanas, aceite de oliva y vino. Esta dieta tiene numerosos efectos
beneficiosos en la salud, debido a que los antioxidantes contribuyen a la
calidad del producto, influyendo en sus caracteristicas organolépticas, y en la

conservacion del mismo [2].

La presencia de antioxidantes en alimentos retarda el enranciamiento
oxidativo causado por el oxigeno atmosférico, protegiendo asi a los aceites,
las grasas y los componentes solubles en dichas grasas (vitaminas A, D, E, K)

y otros ingredientes nutritivos.

El enranciamiento oxidativo consiste en la oxidacion de los dobles
enlaces de los acidos grasos insaturados con formacion de peroxidos o hidro-
peroxidos, que posteriormente se polimerizan y descomponen dando origen a
la formaciéon de aldehidos, cetonas y acidos de menor peso molecular. Las
grasas que han experimentado oxidacion son de sabor y olor desagradable y

parecen ser ligeramente toxicas para algunos individuos.

Ademas, los antioxidantes retrasan el deterioro del aspecto de los
alimentos debido a su oxidacion, como por ejemplo la decoloracion en la
carne o productos carnicos o la aparicion de manchas marrones en frutas y
vegetales. Los antioxidantes se clasifican generalmente en dos grupos:

natural y sintético.

Dado que los antioxidantes naturales son compuestos inestables y con

frecuencia son relativamente caros, los fabricantes de alimentos a menudo
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prefieren utilizar antioxidantes fendlicos estables sintéticos (ZEPA), tales
como el butilhidroxianisol comin (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e
hidroquinona butilado (TBHQ) [35].

El término “antioxidante” se aplica generalmente a aquellos
compuestos que interrumpen las reacciones en cadena de los radicales libres

implicados en la oxidacion de los lipidos.

Los fenoles han atraido un especial interés debido a su actividad
antioxidante necesaria para el correcto funcionamiento de las células y sus
beneficios para la salud [31, 36]. Aparte de la ya citada actividad
antioxidante, entre los beneficios para la salud que presentan los compuestos
fendlicos, destacan sus propiedades anti-tromboticas, anti-bacterianas, anti-
alérgicas y anti-inflamatorias. Desde 1980, varios estudios han mostrado que
la disminucion del riesgo de enfermedades cronicas, también se esta
relacionado con una dieta que contiene frutas y vegetales ricos en
compuestos fendlicos [3]. Estan representados por centenares de
compuestos de diversa estructura quimica, pero que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos que llevan
asociados uno o varios grupos hidroxilo. Los compuestos fendlicos se
clasifican en dos tipos: compuestos no flavonoides y flavonoides. Los
alimentos con mayor cantidad de compuestos fendlicos se indican a

continuacion:

v' Fruta: dentro de este tipo destacan la baya, manzanas,
melocotones, albaricoques, ciruelas, peras, uvas y cerezas. En
las semillas y pieles, es donde se encuentran la mayor

proporcion de fenoles.

v' Verdura: dentro de este grupo de alimentos destaca la cebolla
amarilla, las alcachofas, las patatas, el ruibarbo, col roja, col

rizada, puerros, tomates cherry, apio y brécoli.

v' Granos: destacan el trigo sarraceno, centeno, avena, cebada,

maiz, trigo y arroz, en orden descendente de contenido fendlico.
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Los alimentos comunes que contienen estos granos incluyen

panes, cereales, pastas y cereales.
v' Legumbres: distintas variedades de guisantes y lechugas.
v' Especias.

v/ Bebidas: sidra, café, leche de soya, leche regular, cacao, vino

tinto, té negro y verde, y naranja y pomelo.

Varios métodos analiticos se han propuesto con el fin de cuantificar
compuestos fendlicos en alimentos, bebidas y fluidos biol6gicos. Estas
técnicas incluyen cromatografia, electroforesis y técnicas Opticas. Los
compuestos fendlicos poseen un buen comportamiento electroquimico y esta
actividad redox puede ser utilizada para caracterizar el contenido fenélico de
una muestra empleando métodos electroquimicos. Por ello, las técnicas
electroquimicas tienen mayor consideraciéon, debido a su mayor sensibilidad,
efecto insignificante de la turbidez de la muestra y la portabilidad inherente.
En particular, las técnicas de voltametria se han empleado con éxito en la
deteccion de compuestos fenélicos en agua en soluciones de agua y medios

complejos acuosos tales como tés, vinos, cervezas, etc. [37-38].

Los compuestos antioxidantes que se analizan en este proyecto son
fendlicos: acido vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol. Se han
seleccionado debido a su presencia e importancia en la mayoria de vinos y
mostos [42, 47].

Hasta el momento, muchas de las técnicas usadas en la deteccion de
antioxidantes han sido desarrolladas para el analisis de muestras a nivel de
laboratorio y requieren de técnicas pretratamiento complejas y lentas. Por
ello, la introduccion de nuevas técnicas prometedoras, como es el uso de EPC
y EPC modificados con nanoparticulas desarrollada en este proyecto,
presenta una alternativa muy llamativa para la deteccion de estos

compuestos.
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2.8. Lenguas electronicas

2.8.1. Concepto y evolucion historica

En los Ultimos anos se ha desarrollado una nueva técnica para
analizar liquidos de composicion compleja, conocida como lengua electronica.
Consiste en un conjunto de sensores quimicos no especificos acoplados a
una técnica de reconocimiento de patrones, de tal manera que cada uno de
los sensores que la constituyen aporte una respuesta y asi, obtener mas
informacion  (cualitativa y cuantitativa) acerca de una solucion
multicomponente. Se trata por tanto de un sistema analitico ideado para la
obtencion de informacion global de la muestra estudiada, siendo los sensores

que la componen los que definen la capacidad analitica de la misma [5].

En 1989, Toko y colaboradores crearon la primera lengua electrénica
para el analisis de bebidas tales como cerveza, sake, café, té o leche, entre
otras [52].

Posteriormente a la invencién de esta primera lengua electrénica vy,
hasta la fecha, se han publicado numerosos trabajos sobre esta tecnologia,

principalmente aplicada al analisis de alimentos y bebidas.

A partir de la década de 1990 el diseno y presentacion de estas
nuevas herramientas de analisis se hizo muy popular, permitiendo la
realizacion de analisis cualitativos de muestras, que incluian la
discriminacion y deteccion de especies quimicas y la identificacion de aromas
0 sabores. Se aplicaron de forma general al analisis de alimentos y bebidas, y

en particular, al analisis de antioxidantes, cervezas y vinos [39].

Los sensores mas empleados en las lenguas electronicas son de
naturaleza electroquimica, especialmente potenciométricos y amperométricos
[2]. En los potenciométricos se mide el potencial de membrana creado por la
difusion de iones a través de una membrana selectiva [53] y en los
amperométricos se pueden emplear gran variedad de materiales, entre ellos

destacan las membramas dopadas con ftalocianinas [54].
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También se han desarrollado sensores voltamétricos que permiten una

mayor versatilidad y sensibilidad que los anteriores

En los anos 2003-2004 se desarroll6 la primera lengua electronica
voltamétrica basada en electrodos modificados quimicamente, en el
Laboratorio de Quimica Inorganica y Quimica Fisica de la Universidad de
Valladolid dirigido por la Profesora Maria Luz Rodriguez Méndez [40]. Esta
lengua electronica estaba basada en sensores preparados con pasta de
grafito donde las ftalocianinas se mezclaron con polvo de grafito y aceite
mineral (Nujol) y se aplicaron en el analisis de vinos. En los anos siguientes,
Rodriguez Méndez y colaboradores publicaron numerosos trabajos basados
en lenguas electronicas voltamétricas con electrodos modificados con

ftalocianinas en el analisis de vinos y uvas [55, 56].

Ademas se han desarrollado sistemas hibridos, principalmente

combinando sensores voltamétricos y potenciométricos [57, 58].

Durante los ultimos 10 anos, se han utilizado diferentes materiales
electroactivos como polimeros conductores, ftalocianinas o nanoparticulas de
oxidos metalicos, para aumentar la sensibilidad de los sensores que
constituyen las lenguas electronicas gracias a sus propiedades
electrocataliticas. También destaca en estos anos la aparicion de las
conocidas lenguas bioelectronicas, las cuales emplean biosensores
eelctroquimicos que resultan especialmente interesantes en el analisis de

fenoles y azlcares gracias a su alta sensibilidad y selectividad [59].

Los sensores empleados en este proyecto, estan basados en los
electrodos de pasta de carbono, y son de tipo voltamétricos (Ver Seccion 2.6).
Este tipo de sensores tienen la ventaja de presentar alta sensibilidad y
versatilidad [40].

Los EPC estan modificados con distintas nanoparticulas de o6xidos
metalicos, cada una de las cuales presenta diferentes propiedades de union a
cada tipo de polifenol, formando complejos de transferencia en la superficie

de los sensores individuales y obteniéndose distintas senales que son
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cuantificadas y registradas. El uso de multiples sensores de 6xido metalico
permite la validacion cruzada de los resultados y aumenta la precision de
analisis [41-42].

En este proyecto, tras el tratamiento de los datos (Seccion 2.8), se crea
un patrén de reconocimiento de acuerdo con el nimero de grupos hidroxilos
presentes en la estructura, que nos permite detectar si en la muestra a

analizar disponemos de monofenoles, difenoles o trifenoles.

2.8.2. Justificacion del uso de lenguas electronicas
La razon del empleo de las lenguas electronicas es su analogia con el
sistema gustativo humano. La similitud entre la lengua biolédgica y la lengua

electréonica se manifiesta en cada una de sus etapas.

La lengua es el principal 6rgano gustativo del cuerpo humano cuya
superficie esta recubierta por pequenas papilas gustativas cada una de las
cuales es capaz de detectar un determinado estimulo al entrar en contacto
con los alimentos: acido, salado y dulce. En los sistemas de lengua
electronica la funcién del alimento lo realizan muestras de caracter liquido,
que al entrar en contacto con los sensores actlan de forma similar a la

relacion de los alimentos con las papilas gustativas.

Los sensores que constituyen la lengua electronica no suelen ser todos
iguales, sino que poseen diferentes tipos de sensibilidad, de la misma forma
que hay diferentes papilas para diferentes gustos. Estos sensores realizan
medidas que adquieren forma de senal eléctrica, la cual se envia a un
ordenador y se compara con patrones de medidas para establecer las
correspondientes analogias con sustancias conocidas. Del mismo modo, los
nervios sensitivos del gusto transmiten la senal nerviosa al cerebro donde las
neuronas procesan la informacion y asocian el nuevo producto a un sabor

conocido.

Como se ha mencionado anteriormente, cuando los sensores entran
en contacto con un determinado compuesto presente en una muestra, dan

lugar a una senal eléctrica. La suma de estas senales para todos los
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compuestos de una muestra y para cada sensor, da lugar a una huella que es

caracteristica de cada sustancia. Por tanto, se requieren un conjunto de
sensores cada uno con una sensibilidad y especificidad distinta. La suma de

todas las huellas permite establecer un patrén de reconocimiento [39].

ALIMENTO

Red de sensores

b= | B T

N v v 7\/“\/ v

Respuesta: Sefiales eléctricas

Tratamiento de
datos (PCA)

Sample A
S N\
{ (=] \
e /

Resultado

Imagen 2.31: Esquema del funcionamiento de las lenguas

electronicas

2.8.3. Caracteristicas y ventajas de las lenguas electronicas
La combinacion de sensores quimicos no especificos con sensibilidad
parcial se traduce en una sensibilidad cruzada. La respuesta de la red de

sensores que componen la lengua electronica frente a una muestra a analizar
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es una coleccion de senales, una huella dactilar, que se puede relacionar con
ciertas caracteristicas o cualidades de la muestra utilizando el software
apropiado, con lo que permite llevar a cabo analisis cualitativos de sustancias

para las cuales no se conoce un sensor selectivo.

Las lenguas electronicas son muy utilizadas para conseguir respuestas
cualitativas sobre las muestras de estudio y solamente en algunos casos para

predecir concentraciones de especies individuales (analisis cuantitativos).

Se pueden emplear de forma continua en el control de calidad de
procesos en linea en las industrias, tratandose de analisis in situ, que
permitan la rapida toma de acciones en caso de que se detecten problemas
en la calidad del producto, minimizandose los danos y las pérdidas

econdmicas.

Las lenguas electronicas presentan selectividad global, lo que se
traduce en la descomposicion de una sustancia quimica en cualidades del
sabor y su cuantificacion, en vez de discriminar cada sustancia quimica de

forma individual.

Otras de las importantes ventajas en el empleo de lenguas
electrénicas es que constituyen un método simple y robusto, los gastos de
diseno o adquisicion son bajos, no requieren personal altamente cualificado
para su empleo, la muestra no se contamina ni se destruye y no se generan
residuos[47]

2.8.4. Aplicaciones de las lenguas electrénicas
Las lenguas electronicas tienen varias aplicaciones en distintas areas
industriales, destacando en la industria farmacéutica, cosmética y en la

industria de alimentacion.

En la industria alimentaria se ha empleado esta novedosa tecnologia
en los controles de calidad durante la producciéon para comprobar que el
sabor de un producto se ajusta al sabor estandarizado, sustituyendo los

paneles de degustacion formados por catadores expertos, cuyas capacidades

70



[ESTADO DEL ARTE, FUNDAMENTOS TEORICOS Y
CAPITULO I ANTECEDENTES BILBIOGRAFICOS)

se ven deterioradas con el paso del tiempo y alteradas por las condiciones

ambientales, lo cual reduce la objetividad del analisis.

También se emplean en la etapa de almacenamiento de alimentos, en
el control de los procesos de envejecimiento de productos como vino y
quesos, en el analisis del envejecimiento del sabor en las bebidas alcohdlicas
y no alcohdlicas o en la cuantificacion del amargor de bebidas (café o

cerveza) o compuestos disueltos [60-62].

En la industria farmacéutica se ha empleado para cuantificar la
eficiencia en el enmascaramiento del sabor de comprimidos, jarabes, polvos,
capsulas o pastillas, asi como para analizar la estabilidad de las medicinas en

términos del sabor [63].

Ademas, también se han aplicado las lenguas electronicas en el
campo de la medicina, en diagnosticos no invasivos (orina, sudor, saliva, etc.)
o en el analisis clinico; en el campo de la seguridad, en la deteccion de armas
guimicas y biologicas y en la deteccion de drogas y explosivos; en el campo de
la vigilancia ambiental, en el monitoreo de la contaminacién industrial y de
agricultura, en la identificacion de sustancias toxicas o en la deteccion de
fugas peligrosas y, en la industria quimica, en la pureza de productos o en el

seguimiento de procesos [64-66].

2.8.5. Lengua electronica voltamétrica

Los posibles sensores utilizados para el desarrollo de una lengua
electronica estan recogidos en la Seccion 2.6, destaca el uso de sensores de
tipo optico, electroquimico o magnético debido a su especificidad, alta
sensibilidad, bajo tiempo de respuesta y facilidad de operacion. En este
proyecto se ha desarrollado una lengua electronica empleando sensores
electroquimicos, en concreto, sensores voltamétricos los cuales son

considerados una variedad de los amperométricos.

En los sensores voltamétricos, se aplica un voltaje de polarizacion
mientras se mide la corriente. Los voltamogramas muestran picos asociados

a la oxidacion y reduccion de las moléculas presentes en la soluciéon y su
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intensidad es proporcional a la concentracion. Este sistema es muy versatil
porque se pueden utilizar diferentes materiales en los electrodos y se pueden
aplicar diferentes técnicas de estudio (voltametria ciclica, voltametria de

pulso o voltametria de onda cuadrada) [2, 67, 68].

2.9. Analisis de componentes principales (PCA)

Partiendo de una red de sensores (lengua electronica) en la que todos
los sensores responden a diversos analitos, se genera una enorme y compleja
cantidad de datos. Cuanto mayor es la cantidad de datos, mayor es el nimero
de coeficientes de correlacion y mas dificil la visualizaciéon de los mismos.
Otro problema que se presenta, es la fuerte correlacion que muchas veces
existe entre las variables: si tomamos demasiadas variables, lo normal es que
estén relacionadas o que midan lo mismo bajo distintos puntos de vista,

siendo entonces necesario reducir el nimero de variables.

La quimiometria se encarga de la extraccion de la informacion a partir
de un procesamiento adecuado, en nuestro caso aplicaremos un analisis
estadistico multivariante. Se distinguen cuatro etapas en el proceso de

aplicacion de este método:

1. El pre-procesamiento de datos, lleva a cabo un tratamiento previo para
obtener una informacion de los datos suprimiendo informacion
redundante, no significativa y asi extraer la informacion Util. Algunos
ejemplos de los procedimientos utilizados para reducir el nidmero de
variables son los polinomios de Legendre, la transformada de Fourier, o

los Kernels.

Se emplea el método Kernel, el cual consiste en una funcion que divide
cada ciclo de los voltamogramas en diez secciones llamadas kernels y

toma un valor caracteristico de cada tramo (Figura 2.32).
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Figura 2.32: Método Kernel

2. Dependiendo del tipo de aplicacion, estan disponibles diferentes métodos

para el procesamiento de datos. Existen métodos no supervisados los

cuales discriminan muestras entre si y métodos supervisados los cuales

permiten clasificar muestras.

Si el objetivo es el analisis cualitativo se usan métodos no supervisados, el
mas empleado es PCA (Principal Component Analysis) aunque existen

otros como, PARAFAC (Parallel Factor Analysis).

Cuando el propésito es cuantitativo, hay varias herramientas que dan
informacion numérica como resultado final, destacan el PCR (Principal
Component Regression), PLSR (Partial Least Squares Regression) o ANN
(Artificial Neural Networks).

En este proyecto, se aplica el método PCA, cuyo objetivo es reducir la

cantidad de variables originales (p) a un nuevo conjunto de variables (m).

Para estudiar las relaciones que se presentan entre p variables
correlacionadas se puede transformar el conjunto original de variables, en
otro conjunto de nuevas variables, llamado conjunto de componentes
principales (m), que no estén correlacionadas entre si y, por tanto, no

exista redundancia en la informacion. Las nuevas variables son
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combinaciones lineales de las anteriores y se van construyendo seguln el
orden de importancia en cuanto a la varianza total que recogen de la
muestra, es decir, la primera componente principal PC1 recoge la mayor
parte de la varianza que hay en el conjunto de datos, la segunda PC2 la
siguiente mayor parte de la varianza y asi sucesivamente, de tal manera
gue cuando exista una correlacion significativa, sucedera que el nimero
de componentes principales Gtiles sera mucho menor que el nimero de
variables originales, reduciendo asi en gran medida la cantidad de datos a

manejar.

PCA es un método lineal no supervisado de reconocimiento de patrones
muy potente que reduce la dimensionalidad de los datos multivariantes y
ayuda a visualizar las diferentes categorias de los perfiles multivariantes
con altas similaridades y diferencias entre los conglomerados de las
muestras. En esencia, PCA lleva a cabo un cambio de direcciones de los
ejes en el espacio de datos para obtener como el primer eje aquel con una

varianza maxima [37].

3. Después, se puede aplicar un reconocimiento de patrones para predecir
la pertenencia a cualquiera de las clases. Para ello, se pueden utilizar
herramientas como SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy),

LDA (Linear discriminant analysis) o SVM (support vector machines).

La aplicacion del analisis de componentes principales en este
proyecto, ha permitido crear un patron tridimensional que discrimina los

fenoles analizados en funcion del numero de grupos -OH que contengan [43].
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CAPITULO III: DESARROLLO EXPERIMENTAL

En esta seccion expondré el método experimental empleado para

desarrollar este trabajo.

En primer lugar, se explicara detalladamente el procedimiento de
fabricacion de los electrodos de trabajo empleados, los cuales son electrodos
de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de 6xidos metalicos. Se
expondran brevemente las principales caracteristicas del electrodo de
referencia y del contraelectrodo utilizados y se indicara el montaje de la celda

electrolitica.

A continuacién, se cita el software empleado y los parametros
analiticos que son necesarios fijar para llevar a cabo los ensayos realizados

en este proyecto (voltametria ciclica y en circuito abierto).

Por (ltimo, se expone una breve descripcion de los reactivos y
disoluciones empleados en los distintos analisis, asi como las

concentraciones y cantidades a emplear para su preparacion.

3.1. Electrodo de trabajo. Procedimiento de fabricacion de los

electrodos de pasta de carbono (EPC)

Para la fabricacion de EPC se sigue el procedimiento empleado por el
grupo de investigacion de sensores de la Universidad de Valladolid. Con él se
han fabricado los dos tipos de electrodos de trabajo empleados en este
proyecto: electrodos de pasta de carbono y electrodos de pasta de carbono

modificados con nanoparticulas de 6xidos metalicos.

3.1.1. Materiales utilizados
e Cuchara-espatula
e Vidrios de reloj
e Balanza analitica de precision
e Pipeta Pasteur
e Cable de cobre (ROMS Compliant) 1.2 mm de diametro

e Tijeras pelacables
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e Cuter

e Pinzas metalicas
e Clips

e Mechero

e Papel de plata

e Papel secante

e Jeringuillas desechables PVC 1 ml (BD Plastipak)

3.1.2. Compuestos empleados

Para elaborar la pasta de carbono con la que rellenaremos los
electrodos usaremos grafito como componente mayoritario, en concreto,
Grafito Ultra “F” purity (MERSEN USA). El producto usado en el laboratorio se

observa en la Imagen 3.1

Imagen 3.1: Grafito Ultracarbon F purity
Las nanoparticulas de 6xidos metalicos empleadas son las siguientes:

e Oxido de titanio (IV), TiO2: las nanoparticulas empleadas en el laboratorio

son comerciales (ALDRICH) de 21 nm y con una pureza mayor al 99,5%.

Imagen 3.2: Nanoparticulas de TiO2
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e Oxido de cerio (IV), CeO2: las nanoparticulas comerciales (ALDRICH)

empleadas en el laboratorio tienen un diametro maximo de 25 nm.

Imagen 3.3: Nanoparticulas de CeQ2

e Oxido de niquel (Il), NiO: las nanoparticulas empleadas en el laboratorio
son comerciales (ALDRICH) de diametro maximo menor a 50 nm y con una

pureza mayor al 99,8%.

Imagen 3.4: Nanoparticulas de NiO>

Ademas sera necesaria la adicion de un agente conglomerante, en
este caso, se empleara un aceite organico conocido como aceite de parafina
o Nujol (BDH).

Imagen 3.5: Agente conglomerante: Nujol
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3.1.3. Preparacion de la pasta

Elaboraremos dos tipos de electrodos, unos en lo que la pasta so6lo
contenga grafito y otros en lo que la pasta contenga una parte de grafito y
otra de nanoparticulas de éxidos metalicos (NP-OM), en concreto, grafito-NP-
TiO2, grafito-NP-Ce20, grafito-NP-NiO. Tendremos por tanto cuatro electrodos
distintos cuyas diferencias analizaremos después en base a los resultados

obtenidos.

En cada tanda de pasta que preparemos tendremos la cantidad
suficiente para llenar 4 electrodos, siendo la cantidad de pasta total a
preparar 0,3-0,4 g. Las cantidades de cada componente a pesar seran las

siguientes:

v’ Grafito: 0,17 g
v" NP-OM: 0,03 g
v Nujol: 0,15 g

Si la pasta que queremos preparar es para la elaboracion de los
electrodos sin NP-OM, emplearemos 0,2 g de grafito. En el resto de los casos
la cantidad de nanoparticulas del 6xido correspondiente sera 0,03 g y la de

grafito 0,17 g.

La cantidad de Nujol es un valor orientativo, debera anadirse mas o
menos aceite en funcion de la consistencia de la pasta. Si la pasta ha de
tener un peso total de 0,3-0,4 g, de los cuales 0,2 seran grafito o grafito-NP-
OM, la cantidad de Nujol variara entre 0,1y 0,2 g. Si anadimos mucho aceite
la pasta sera muy liquida y su introduccion en la jeringuilla resultara muy
complicada. Por el contrario, si anhadimos poco aceite no conseguiremos dar
la suficiente cohesion al conjunto de nanoparticulas. El aspecto final de la

pasta ha de ser continuo, oscuro y brillante.

Pesaremos los componentes de la pasta empleando una balanza
analitica, Modela Radwag XA110 (Radwag Instruments, S.L, Polonia) como la

recogida en la Imagen 3.6.
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Imagen 3.6: Balanza analitica de precision

Procedimiento de pesado:

1. Colocamos un vidrio de reloj en la balanza y taramos.

2. Con la espatula anadimos 0,17 g de grafito (0,2 g si vamos a elaborar
electrodos sin NP-OM).

3. Anadimos las NP-OM correspondientes al electrodo que queremos fabricar
hasta que la medida en la balanza sea 0,2 g.

4. Con una pipeta Pasteur nueva (para garantizar que esté completamente
limpia) tomamos el Nujol y lo anadimos gota a gota sobre los extremos del
vidrio de reloj hasta que la balanza marque el peso aproximado de 0,35 g.
Se anade sobre los extremos para que Si oS pasamos en peso podamos

limpiar la gota con papel secante de laboratorio.

Procedimiento de homogenizacion

1. Con una espatula de acero se acerca el Nujol hacia el centro del vidrio de
reloj donde estan las particulas soélidas.
2. Se extiende la pasta sobre el centro del vidrio de reloj creando una capa

fina con ayuda de la espatula colocada de forma plana.
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Imagen 3.7: Disposicion de la pasta en capa fina

3. Se separan pequenas porciones de la pasta y arrastrandolas con la
espatula se llevan hasta los extremos opuestos del vidrio. Cambiando las

porciones de lugar, conseguimos mayor homogenizacion.

Imagen 3.8: Particiones de la pasta para la homogenizacion

4. Juntamos nuevamente toda la pasta en el centro del vidrio de reloj,
arrastrando las porciones desde los extremos donde estan situadas de

forma radial hacia el centro.

Imagen 3.9: Aglutinamiento de la pasta en el centro del vidrio de reloj
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5.

Repetimos los pasos 2, 3 y 4 sucesivamente durante 45 minutos. El
resultado final sera una pasta fina, homogénea y brillante.
La pasta se deja reposar durante 4-5 horas protegida de la luz (se coloca

bajo un folio).

3.1.4. Preparacion de los electrodos

La cantidad de pasta preparada anteriormente es suficiente para

fabricar 4 electrodos. Tomaremos 4 jeringuillas de PVC de 1 ml, marca BD

Plastipak (USA) y las separamos en sus partes:

Aguja: la cual desecharemos ya que no es necesario su uso en la
preparacion de los electrodos.

Embolo: presenta cuatro ranuras longitudinales. Uno de sus extremos es
una superficie plana para aplicar la fuerza y el otro es una pequena esfera
de plastico donde se encaja la caperuza negra de goma.

Caperuza negra de goma.

Cilindro externo: uno de sus extremos es mas estrecho que el resto del

cilindro y es la parte que posteriormente llenaremos con la pasta.

Cilindro externo

\ l ATja

Embolo

Imagen 3.10: Partes de la jeringuilla de PVC

Procedimiento de preparacion de los electrodos

Tomaremos 20 cm de cable, marca ROMS Compliant (Tipo 2: BS4808 Part
2 Class 2), de cobre de 1.2 mm de diametro exterior y pelaremos 1 cm en
uno de los extremos y 2 cm en el otro. El extremo de 2 cm sera la conexion
con el potenciostato mediante una pinza de cocodrilo y el extremo mas

corto sera el que esté en contacto con la pasta de grafito y nanoparticulas.
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Imagen 3.12: Esquema con las dimensiones del cable necesarias

Prepararemos otros 3 cables, para obtener 4 en total, como el indicado

anteriormente.

2. A continuacion deberemos tomar las 4 caperuzas negras de las
jeringuillas las cuales solo tienen un agujero (el de unién al émbolo).
Debemos hacer que el agujero sea pasante, esto es, perforar todo el

ancho de la goma para que el cable pueda pasar a través de la goma.

Imagen 3.13: Caperuzas negras antes de ser perforadas

Para realizar el agujero tomaremos un clip desenrollado y lo sujetaremos
con unas pinzas metalicas mientras lo quemamos con la llama del
mechero. Con la otra mano cogemos unas pinzas con las cuales
sujetamos la goma en la posicion opuesta a la que esta el agujero.
Cuando el clip esté rojo lo acercamos en posicidon completamente vertical
a la superficie de la caperuza de goma y ejerciendo una ligera presion

conseguiremos perforar la goma hasta el otro extremo.
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3. Debemos limpiar el interior de la caperuza de goma tras perforarla para
eliminar todo el residuo de goma quemada. Para ello cogemos un clip
limpio y le desenrollamos. Insertamos el clip en el orificio una y otra vez,
limpiandolo con papel de laboratorio en cada paso, hasta que al extraerlo

salga limpio, sin ningun resto de goma.

4. Cogemos el émbolo de una de las jeringuillas y cortamos con el cuter la
parte final del émbolo en forma triangular siguiendo una de las 4 ranuras
como muestra el corte 1 de la Imagen 3.14. Ademas debemos hacer un
corte plano en la parte de la bolita del extremo final del émbolo en la

misma direccion que el corte anterior siendo este el corte 2.

Imagen 3.14: Cortes sobre el émbolo

De esta manera obtenemos un conducto continuado a lo largo de todo el

émbolo donde posteriormente colocaremos el cable.

5. Colocamos el cable sobre el conducto del émbolo creado en el paso
anterior y enganchamos sobre la bolita del émbolo la caperuza negra

perforada.

Imagen 3.15: Union del émbolo, cable y caperuza negra

El conjunto anterior se introduce sobre el cilindro externo de la jeringa. El final
del cable debe quedar a 2 mm del borde estrecho de la jeringuilla y debe

estar recto, para ajustar la posicion nos ayudaremos de un clip
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completamente limpio para evitar introducir impurezas en el sistema. El otro

extremo del cable se enrolla sobre sobre la parte superior del émbolo.

Imagen 3.16: Estado final de los electrodos antes de proceder a

llenarlos con la pasta

3.1.5. Llenado de los electrodos con la pasta

Transcurrido el tiempo necesario para que repose la pasta (4-5 h),
volvemos a mezclarla como se indica en los pasos 2, 3y 4, del apartado
proceso de homogenizacion (Seccion 3.1.3) y procedemos a llenar los

electrodos.

Procedimiento de llenado de los electrodos

1. Extendemos la pasta sobre el centro del vidrio de reloj con la espatula
colocada en forma plana, creando una capa continua y fina (Ver imagen
3.7).

2. Colocamos la jeringuilla a 45° respecto del vidrio de reloj y la arrastramos
desde un extremo hasta el centro, donde cambiamos la inclinacion hasta
colocarla en vertical. Repetimos el proceso arrastrando la pasta de toda la

periferia hacia el centro.

3. Retiramos con la espatula la pasta sobrante, situada sobre el extremo de

la jeringuilla, y la depositamos nuevamente en el vidrio de reloj.
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Repetimos los pasos 1, 2 y 3, dos o tres veces hasta que la punta de la

jeringuilla esté opaca y sin ninguna burbuja de aire.

Desplazamos la espatula de forma paralela al agujero, sin presionar la
pasta hacia el interior y colocamos el electrodo lleno en posicion

horizontal.

Una vez que estén los cuatro electrodos llenos, los tapamos con un folio
para protegerlos de la luz y los dejamos reposar en posicion horizontal

toda la noche.

Volvemos a llenar los electrodos como se indicé en los pasos 1, 2y 3, sin
embargo, ahora en el paso 2 cuando lleguemos al centro y coloquemos la
jeringuilla en vertical debemos picotear. Repetimos este paso tres o cuatro
veces hasta que obtengamos una matriz compacta y de color negro

intenso.

Por Ultimo, desplazamos la espatula de forma paralela al agujero, sin
presionar la pasta hacia el interior tratando de crear una superficie lisa en
la pasta y retirando la pasta sobrante del borde. Cuando tengamos los

cuatro electrodos llenos, procedemos al envoltorio de los mismos.

Procedimiento de envoltorio vertical de los electrodos

Tomamos un trozo de papel de laboratorio de aproximadamente 50 cm y
lo extendemos horizontalmente sobre la mesa del laboratorio. Colocamos
uno de los electrodos sobre el centro del papel, de tal forma que quede
equidistante de los extremos superior e inferior. Dando una vuelta al
papel, envolvemos el electrodo, teniendo cuidado de que mantenga la
posicion, para que no salga del papel secante la punta del electrodo que
contiene la pasta. Colocamos otro electrodo y hacemos lo mismo.
Repetimos este paso hasta envolver todos los electrodos, el resultado
seran los cuatro electrodos envueltos y separados entre si por capas de

dicho papel.

Cortamos un trozo de papel de aluminio y envolvemos el conjunto anterior.
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3. Colocamos el envoltorio anterior en vertical ayudandonos de las pinzas del

laboratorio.

4. Dejamos que reposen durante 24 horas en esta posicion.

Imagen 3.17: Reposo de los electrodos en vertical para su secado

5. Cuando descolguemos los electrodos debemos etiquetarlos para su
correcta identificacion. Cortamos 4 trozos de cinta aislante y con un
rotulador escribimos el material del que esta hecho la pasta (C=Carbono,
Ti=grafito-NPTiO2, Ce=grafito-NPCeO>, Ni=grafito-NPNiO) seguido del

nimero del electrodo (1, 2, 3, 4).

Imagen 3.18: Estado final de los electrodos
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3.2. Electrodo de referencia

El electrodo de referencia empleado para la realizacion de la parte

experimental de este proyecto ha sido un electrodo de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl).

Frit poroso

Imagen 3.19: Electrodo de Ag/AgCI

Consta de un hilo de plata metalica en contacto con una disolucion
comercial de AgCl 3M saturado. El electrodo se introduce en una disolucion
externa de cloruro potasico 0,1 M que debemos preparar en el laboratorio
(Ver seccion 3.6.2). Ambas disoluciones estan separadas por un puente

salino, un frit poroso, que permite el intercambio de iones.

La disolucion interna de se ha de cambiar una vez al mes, mientras
que la externa ha de cambiarse una vez por semana, ya que al estar en
contacto con los diversos analitos sufre mas ensuciamiento actuando como

proteccion para conservar en mejor estado el hilo de plata.

Procedimiento de cambio de las disoluciones en el electrodo de

referencia

1. Disolucion interna, AgCl 3M: esta contenida en un fino tubo de plastico
que recubre el hilo de plata y cuya parte inferior esta sellada con un

plastico amarillo. Tomamos la disolucion comercial (Imagen 3.20) con una
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pipeta Pasteur limpia y llenamos el tubo de plastico. Colocamos el hilo de

plata en el interior.

Imagen 3.20: Disolucion comercial de AgCl 3M

Disolucion externa, KCI 0,1 M: recubre exteriormente al tubo de plastico
gue contiene la disolucion interna, indicado en el paso anterior. Usaremos
una nueva pipeta Pasteur y empleando la disolucion de KCI 0.1 M
rellenaremos el cilindro de vidrio externo. Es muy importante que no
quede ninguna burbuja de aire durante el llenado del tubo interno y el
externo, ya que de modo contrario la transmision de la senal no va a ser

buena.

Introducimos el vidrio de plastico que contiene la disolucion interna sobre
el cilindro de vidrio que contiene la disolucion externa y unimos el

conjunto con cinta aislante, como puede verse en la Imagen 3.19.

Ademas es necesario que cuando no usemos el electrodo de referencia lo
dejemos reposar en una disolucion de KCI 0,4 M para que no se

contamine ni estropee.

3.3. Contraelectrodo o electrodo auxiliar

En este proyecto se emplea una placa de platino como electrodo

auxiliar. Sus dimensiones son 1cm-2cm, pero la parte sumergida en los

analitos tendra un area de 1cm?2.

La conexién al potenciostato se hace con el instrumento que aparece a

la izquierda en la Imagen 3.21, cuyo proceso de fabricacion se detalla

posteriormente.
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Imagen 3.21: Soporte para el electrodo auxiliar y placa de platino

Procedimiento de elaboracion del soporte para la placa de platino

1. Tomamos el cilindro externo de una jeringuilla.

2. Cortamos 30 cm de cable Cu/Sn de 1.2 mm de diametro y pelamos 5 cm

un extremoy 2 cm el otro.

3. Hacemos pasar el cable por el interior del cilindro externo de la jeringuilla,
el extremo que pasa a través del estrechamiento del cilindro externo de la
jeringuilla debe ser el de 5 cm. Cogemos una pinza de cocodrilo y

enrollamos dicho extremo del cable sobre la pinza.

4. Recubrimos la unién anterior (cable, pinza de cocodrilo y estrechamiento

del cilindro externo de la jeringuilla) con cinta aislante.
5. Colocamos un septum perforado sobre el cilindro externo de la jeringuilla.

Antes de usar este electrodo debemos limpiar la placa de platino para
retirar todas las impurezas. Dicho proceso de limpieza se detalla a

continuacion:

Procedimiento de limpieza de la placa de platino antes de su uso

1. Sujetamos la placa con unas pinzas metalicas y la mojamos en acido
sulfdrico (el extremo de las pinzas no debe mojarse con el acido para

evitar reacciones redox no deseadas).
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. Sin soltar la placa de las pinzas, quemamos la placa con el mechero hasta

gue esté incandescente.

Repetimos los pasos 1 y 2 un par de veces para retirar todas las

impurezas y garantizar la limpieza.
. A continuacion lavamos la placa con agua destilada para que se enfrie.

Por dltimo, secamos la placa con papel de laboratorio. Es importante no
tocar la plaquita con las manos una vez que esté limpia, por lo que
sujetando la placa nuevamente con las pinzas metalicas, abrimos la pinza
de cocodrilo del soporte elaborado anteriormente y cogemos la placa por
el mismo extremo que sujetaban las pinzas metéalicas a la placa (este
extremo no esta limpio ya que no le metimos en acido sulfirico ni lo

guemamos, por lo que no podemos introducirla en la disolucion).

3.4. Montaje de la celda electrolitica

Para realizar las mediciones electroquimicas (voltametria ciclica)

debemos montar la celda electrolitica que posteriormente conectaremos al

potenciostato. El montaje de la celda electrolitica se expone en el siguiente

apartado.

Procedimiento para el montaje de la celda electrolitica

1. Debemos colocar la disolucion del analito a medir en una celda de vidrio

como la que aparece en la Imagen 3.22.

Imagen 3.22: Celda de 50 ml que contendra la disolucion de interés

90



CAPITULO Il [DESARROLLO EXPERIMENTAL]

2. Cerramos la celda con la tapa que aparece en la Imagen 3.23. El soporte
tiene 5 orificios en su parte superior para introducir los electrodos y, tiene

también una palanca metalica que permite fijar la celda y la tapa.

Imagen 3.23: Soporte para la celda electrolitica

3. Introducimos el electrodo de referencia en el agujero del centro del

soporte.

4. El electrodo de trabajo que deseemos probar en dicho analito, se coloca
en el agujero de la izquierda, con ayuda de un septum para mantenerlo en

la posicion vertical deseada.

5. El contraelectrodo se coloca a la derecha del electrodo de referencia.

Electrodo de

referencia

Contraelectrodo

Electrodo de
trabajo

Imagen 3.24: Celda electrolitica
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Es importante mantener esta configuracion de trabajo en cada
medicion que se realice, de modo contrario los resultados no seran
comparables, porque la configuracion influye notablemente en los ciclos de la
voltametria ciclica obtenida. Ademas es necesario que estén rectos y

equidistantes, si no los resultados tampoco seran comparables.

Imagen 3.25: Confrontacion correcta de los electrodos

6. Los otros dos orificios del soporte deberan taparse con septums no
perforados para evitar que entre oxigeno en la celda durante la medicion y
se produzcan reacciones redox secundarias que afecten a los

voltamogramas obtenidos.

7. A continuacion se realiza la unién con el potenciostato. El cable blanco se
une al electrodo de referencia, el verde al contraelectrodo y el rojo al
electrodo de trabajo. ElI modelo de potenciostato empleado es
Potentiostat/Galvanostat Model 263 A, EG&G instruments Princeton
Applied (Inglaterra).

Imagen 3.26: Celda electrolitica unida al potenciostato
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3.5. Software

El programa empleado para efectuar la voltametria ciclica fue el

CorrWare (SAl-Corrwave Electrochemistry Software-3.3e) y su correspondiente
visualizador para obtener graficas superpuestas de las voltametrias, CView
(SAI-CView -3.3e).

Imagen 3.27: Software empleado: CorrWave y CView

En primer lugar, debemos crear una carpeta donde se guardaran todos
los ensayos. Pulsamos el botdn Experiment —lInsert New Experimet, y

seleccionamos el tipo de voltametria que vamos a realizar.

= = = = =
e | = HHEH | S == 5 = Sy
Experiment Type Experiment Description
Insert New Experiment @ I
Experiment Type: Open Circuik:
T e T N | | This experiment is used to monitor the Open Circuit
Potentiostatic Patential {or Free Corrosion Potential) as a function
Potentiodynamic of time,
Cyclic ¥Yoltammogram
Potential Square-Wave The experiment can be performed for a fixed
Potential Stair-Step duration or until a particular potential is reached.

Potential Scan/Hold
Polarization Resistance
S-W Yoltammetry
Galvanostatic
Galvanodynamic
Galvanic Square-Wave
Galvanic Cycle

E + I Moise
Scanner/Loop
Impedance

Run External Utility
Comment

Ok | Cancel Help

Imagen 3.28: Seleccion del tipo de voltametria

Para que el potenciostato se estabilice, lo primero que vamos a
realizar es una voltametria en “Circuito abierto”, por lo que seleccionamos
dicha opcion, tal y como se muestra en la Imagen 3.28. Aparecera el

experimento creado en la columna “Experiment Type”. Haciendo doble clic
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sobre el experimento se abre el cuadro de dialogo mostrado en la Imagen
3.29.

EdH | & u =

= = = £y
Experiment Type Experiment Description

Open Circuit

Setup Open Circuit Expe riment

ELEN ST eccidn| buffervanilical S0 mil vanilica, cor r Append OCP {¥): Mot Avail,

Comments:

Experiment:

Tokal Time: §5 |Secnnds ﬂ
Data Acquisition: Experiment Termination:
Method: [ UseE )
¢ Fixed Points Ptsfsec |5 T
f# Fixed Fate Potential ()=
(" delta - E

Axes Type |E ws, Time j

Pstat/Gstat:

(« Default Settings y—l | | | |
(™ Custom Settings Ok Cance Help

Imagen 3.29: Configuracion de la Voltametria en circuito abierto

Pulsamos el boton de la carpeta y se abrira una ruta de directorios en
la cual seleccionaremos la carpeta creada al principio, donde se guardara el

ensayo.

El tiempo de estabilizacion seleccionado para este proyecto es de 5
segundos, ya que tras varios ensayos se puede considerar que es suficiente

(ambas selecciones se recuadran en rojo en la Imagen 3.29).

De la misma manera que antes, creamos un nuevo experimento ahora
seleccionaremos la opcion “Cyclic Voltammogram”, para que aparezca dicho
ensayo en la columna “Experiment Type” y poder configurarlo. Al seleccionar

dicho ensayo se abre el cuadro de dialogo que aparece en la Imagen 3.30.

Seleccionamos el directorio donde queremos guardar el ensayo y

fijamos los parametros caracteristicos de la voltametria ciclica.
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Debemos indicar el potencial inicial, final y el de los extremos. También

es necesario indicar la velocidad de barrido y el niUmero de ciclos a realizar.

=2EadH = ouw =

Experiment Type Experiment Description
5 Sec][default
1.2 Ref,-0.6 Ref,0 Ref, 100mi)S, x5

Il
Wl
m
I

Setup Cyclic Yoltammogram Experiment

Data File: |C:'|,Dncuments and Settings'l,Llsuarin'l,Escri | Append OCP {¥}: Mot Avail,

Comments:
Scan:
v Use lInitiaI Potertial () |0 I

| Wertex Potential #1 (4) [1.2) |vs. Reference

l Vertex Potential #2 (V) |-D.6 I |vs. Reference
v Lse I Final Potential (Y |0 I |vs. Reference

IScan Fate (m'3econd) |1EID| | Mo, of Cvcles I

Ledlefle]

o

Data Acquisition: Save Data From:

Method: F—.ﬁ.ll Cyiles

" Fixed Points mi{Point |1 (" Last Cycle

™ Fixed Rate ™ Sawe Every n'th

f* delta-E

i delta -1 IA:H:ES Type |I ws E I ﬂ
Pstat /Gstat:

{ Defaulk Settings l—l | ‘ | |
" Custom Settings Ok, Cance Help

Imagen 3.30: Configuracion de la Voltametria ciclica

Seleccionamos la opciéon de que se guarden todos los ciclos y de que
nos represente la intensidad de corriente frente al tiempo. Es necesario
comprobar que todas las medidas de potencial se realicen frente al electrodo
de referencia, por lo que esta opcion es la que debe aparecer a la derecha de
las cuatro celdas del potencial. El resto de parametros aparecen por defecto
y no es necesario cambiar su valor. Los valores de los parametros que
aparecen en la Imagen 3.30 (todos los parametros modificados se recuadran
en rojo en la imagen indicada) y, que se recogeran nuevamente a
continuacién, son con los que se han realizado todos los experimentos y con

los que se obtienen las mejores condiciones para el estudio.

95



CAPITULO Il [DESARROLLO EXPERIMENTAL]

Parametros elegidos para la voltametria ciclica:

e Tiempo de estabilizacion (circuito abierto): 5 segundos
e Velocidad de barrido: 100 mV/s

e Potenciales extremos: [-0.6, 1.2]

e Potencial final e inicial: O V

e Numero de ciclos: 5

Por ultimo, es necesario fijar las condiciones de la celda electrolitica
con la que trabajamos. Para ello, pulsamos el boton indicado en verde en la

Imagen 3.31 y se abrira un nuevo cuadro de dialogo.

Como se indicd previamente, el area sumergida del contraelectrodo de
platino es de 1 cm?2 y el electrodo de referencia empleado es el de Ag/AgCl
(Saturado KCI), por lo que seleccionamos ambas opciones (senalas en rojo en

la Imagen 3.31).

= CorrWare - [Instrument #1 - PAR 263/263A/6310/VersaStat2 [0,14]]
8 : ‘

® cdl =wl === (B
Experiment Type : Experiment Description

Open Circuilt S Sec)[default
Cydhic Voltammogram [0 Ref,1.2 Ref,-0.6 Ref,0 Ref, 100mV/S,x5][default]

Setup Cell @

Electrode: Polarity Convention:

Potential: | - Current:

IML’U (s (02+) (e (02,,,)

Density {gfcm?) |0 C (029 | (029)
Equivalent Weight (g) |0

Stern-Geary Coef. (m¥) [26 Somonon Jovs
" mmPY

Reference Electrode Correction:

Reference Type |Ag/AgCl (Sat. KCI) _v_]
v vs. NHE P:ICE 'ZCI‘Z-lMK A

AgfAQCl (0.6M Cl-Xseawater)
[ Ho/HgS04 (1M H2504)
Hg/HgS04 (Sat, K2504)
HafHQO (1M NaOH)
CufCuS04 (Sat. CuS04) >

Imagen 3.31: Configuracion de la celda electrolitica
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Para iniciar ambos ensayos programados, pulsamos el boton naranja
que aparece en la Imagen 3.31. Una vez realizados los ensayos, podemos
visualizar los voltamogramas obtenidos abriendo el programa “CView”.
Pulsamos File—Data Files, buscamos el directorio de los ensayos que
queremos abrir y pulsamos el boton que aparece recuadrado en rojo en la

Imagen 3.32 para anadirlos al visualizador.

L —— e e s

n Fie Graph Options Window Tools Help
i Pt A
©8H & A/ KX wuld] 2] ome:
SEE ARXRRX P ars & oeftortveoss 2
Select Data Files 2 |
[ & erwros = ®f (= m Fles 1o Plot;
etpindi | e Bocw N
CbufferCy_comprober  fF C5Catecal R EPC (2)_Catecdd (m:] R
Ccatecol 6 Cabutter ooy
Cicatecolop P C&Catecel 7 EPC (3)_Catecal 4
Cuffer 0 7 Coutter Heocw 4¢)
Cébuffer_comprober.ocp E C7Catecol & EPC (4)_Catecol )
CoufferCy B Catutter
CbufferCV_comprober  [F CSCatecol
Cacatecol e al
Cacatecolocp & 5°C (1) Catecal
v l
i ¢ m ’
‘f [me-e Fles (cor, mdat) :] Y
Desplay: ﬂzfcmsecvodths
| @ Autooler [~ AutsLine I Auto Marker Mo Correction T
—2 b~
n
W Autodegend Extract legend fom: [Fie Name B Fie '"‘F."*’Mw [owie %]
CORRW ASCIT -
CorrWare for Windows: Verson 3. Ic
Cydic Voltammogram [0 Ref, 1.2 Ref, 0.6 Ref 0 Ref, 100mV/S, x 10] [defaut] ClbufferCy.cor
Oate: 03-14-2016  Time: 10:34:08
Open Crout Potental (V): 0.042 L
Begn Informason: Ced Informaton
Surfoce Avea: H
Deraity: 4] -
| o ] Carcel ‘ ey |
- >

Imagen 3.32: Seleccion de los ensayos a visualizar

3.6. Reactivos y disoluciones

Los reactivos empleados en este proyecto son comerciales y se
emplearan para fabricar las distintas soluciones de analitos que queremos
estudiar. El disolvente empleado para fabricar dichas soluciones es el buffer
fosfato y por ello, la preparacion de este disolvente sera el primer aspecto a
tratar.
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A continuacion se explicara la obtencion tanto de las disoluciones de
acido vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol, como la de cloruro de potasio

empleada como disolucion externa del electrodo de referencia.

Cabe destacar el empleo de un dispositivo de ultrasonidos para
facilitar la disolucion de los distintos solutos cuando el disolvente esta a baja
temperatura o cuando la solubilidad del soluto es muy pequena. En concreto
el dispositivo empleado en esta experimentacion es, Bano Ultrasonidos
SELECTA Modelo 513 (Selecta Ultrasons, S.A, Barcelona) y podemos ver una

imagen del mismo a continuacion:

Imagen 3.33: Equipo de ultrasonidos: Selecta Ultrasons, Modelo 513

El agua destilada y desionizada que se emplea para la elaboracion de
la disolucion buffer fosfato y la de KCI procede del equipo MilliQ MILLIPORE,
en concreto se ha usado el modelo Progard ® 2, que se observa en la Imagen
3.34.

Imagen 3.34: Equipo de destilacion y deionizacion de agua: MilliQ
MILLIPORE, modelo Progard ® 2
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3.6.1. Buffer fosfato (Solucién tampoén/amortiguadora)

Un tampon o buffer, es la disolucion resultante tras la mezcla en
concentraciones relativamente elevadas de un acido débil y su base
conjugada. Esta disolucion reguladora tiene la propiedad de mantener estable
el pH de una disolucion frente a la adicion de cantidades relativamente
pequenas de acidos o bases fuertes, con lo que amortigua o impide las

variaciones del pH.

El tampon fosfato esta compuesto por el hidrégeno fosfato (HPO472) y
el dihidrégeno fosfato (H2PO4) y se trata de un sistema eficaz para amortiguar

el pH de disoluciones acidas.

Prepararemos 1 litro de esta disolucion cuya molaridad sea 0.01 My
pH resultante 7. Para ello debemos pesar en un vidrio de reloj usando una
balanza analitica (Ver Imagen 3.6) las siguientes cantidades de los

compuestos que se indican:

v NaH2P04=0,7318 ¢
v NazHP04=0,5394 g

Los reactivos utilizados en la experimentacion, son de pureza analitica,
y se han obtenido en los laboratorios SIGMA-ALDRICH.

Imagen 3.35: Reactivos empleados para la elaboracion de la

disolucion tampon: NaH>PO4 y Na>PO4

Hacemos el trasvase de estos compuestos a un vaso de precipitados

de 250 mly limpiamos bien la superficie del vidrio de reloj con agua destilada
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para arrastrar las particulas mas finas al vaso. Ahadimos mas agua destilada
al vaso (aproximadamente hasta la mitad del mismo) y le cubrimos con un
vidrio de reloj limpio para que cuando metamos el vaso al ultrasonido con la
agitacion ninguna gota penetre en nuestra disolucion. Tras 3 minutos en el
ultrasonido los compuestos estaran totalmente solubilizados en el agua
destilada. Pasamos el contenido del vaso a un matraz aforado de 1 litro. Es
necesario, al menos en dos ocasiones mas, volver a llenar de agua destilada
el vaso, remover ligeramente con la mano y verter el contenido al matraz para
garantizar que todos los sélidos pasan al matraz. Por Gltimo, enrasamos con
agua destilada el matraz y lo tapamos con Parafilm para evitar que se

contamine.

Esta disolucion podra usarse durante varias semanas siempre que

permanezca en la camara frigorifica cuando no se use.

3.6.2. Cloruro de potasio (KCl)

Preparamos esta disolucion para rellenar el cilindro externo del
electrodo de referencia y para conservar el electrodo sin que se seque cuando
no le estemos usando. Su concentracion sera 0.1 M en un volumen de 100
ml, por lo que tomamos 0.7455 g de KCI comercial (laboratorios SIGMA-
ALDRICH), cuyo peso molecular es 74.55g/mol, y lo disolvemos en agua
destilada. Esta disolucion también puede conservarse durante varias

semanas siempre que se tape y se guarde en una camara frigorifica.

3.6.3. Catecol

El catecol, también conocido como 1,2-Bencenodiol, 1,2-
dihidréxbenceno o pirocatecol, posee una férmula estructual CeHeO2 y un
peso molecular de 110.11 g/mol. El catecol es un antioxidante presente en
alimentos y que aporta numerosos beneficios para la salud. También se
utiliza como antioxidante en muchas industrias (caucho, quimica, fotografia,

colorantes, grasas y aceites).

El reactivo utilizado en la experimentacion ha sido obtenido de en los
laboratorios SIGMA-ALDRICH.
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OH
OH

Imagen 3.36: Estructura de la molécula de catecol

La disolucion de catecol que vamos a preparar es 10-3M en un matraz
de 100 ml, por lo que deberemos pesar 0.0110 g de pirocatecol y disolverlo
en buffer fosfato. Esta disolucion ha de utilizarse en el momento que se
prepara ya que el catecol se oxida con mucha facilidad. Ademas es necesario
envolver el matraz que contenga la disolucion en papel de aluminio para

protegerlo de la luz.

3.6.4. Acido cafeico

El acido cafeico, el cual no esta relacionado con la cafeina, también es
conocido como, acido hidroxicinamico o acido 3,4-dihidroxicinamico, posee
una férmula estructural CoHsO4 y un peso molecular de 180.16 g/mol. Este
sélido amarillo es un antioxidante que contiene grupos funcionales fendlico y
acrilico. Se encuentra en todas las plantas debido a que es un intermediario
clave en la biosintesis de la lignina, constituyendo uno de los principales

fenoles naturales.

El reactivo utilizado en la experimentacion ha sido obtenido de en los
laboratorios ALDRICH.

HO
OH

Imagen 3.37: Estructura de la molécula de acido cafeico
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La disolucion de acido cafeico que vamos a emplear es 103M y tendra
un volumen de 100 ml, por lo que deberemos pesar 0.0180 g de acido
cafeico y disolverlo en buffer fosfato. Esta disolucion ha de utilizarse en el
momento que se prepara ya que se oxida con mucha facilidad. Ademas es
necesario que esté durante 20 minutos en el ultrasonido para que se disuelva

correctamente ya que la solubilidad es muy baja.

3.6.5. Acido vanilico

El acido vanilico, también conocido como acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico, se trata de una forma oxidada de vainillina, que se emplea
como agente aromatizante. Posee una formula estructural CsHgOs y un peso
molecular de 168.15 g/mol. Constituye uno de los principales fenoles

naturales que se encuentran en los alimentos.

El reactivo utilizado en la experimentacion ha sido obtenido de en los
laboratorios FLUKA.

O
OH

HO
OCH,

Imagen 3.38: Estructura de la molécula de acido vanilico y

La disolucion de acido vanilico que vamos a preparar es 103M en un
matraz de 100 ml, por lo que deberemos pesar 0.0168 g de acido vanilico y
disolverlo en buffer fosfato. Esta disolucion ha de utilizarse en el momento

que se prepara ya que se oxida con facilidad.

3.6.6. Acido pirogalico o Pirogalol

El pirogalol es un trifenol también conocido como, 1,2,3-bencenotriol o
1,2,3-trihidroxibenceno, cuya formula molecular es CsHs03 y su masa molar
126.11 g/mol.
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El reactivo utilizado en la experimentacion ha sido obtenido de en los
laboratorios SIGMA-ALDRICH.

OH

OH
OH

Imagen 3.39: Estructura de la molécula de pirogalol

La disolucion de pirogalol que vamos a preparar es 103M con un
volumen de 100 ml, por lo que deberemos pesar 0.0126 g de acido pirogalico
y disolverlo en buffer fosfato. Esta disolucion ha de utilizarse en el momento

que se prepara ya que se oxida con facilidad.

3.7. Ensayos electroquimicos realizados

Los valores 6ptimos seleccionados para la realizacion de los ensayos y
el proceso para su configuracion fueron indicados en la Seccion 3.5. Todos
los ensayos recogidos en este capitulo fueron realizados bajo las mismas

condiciones:

e Tiempo de estabilizacion (circuito abierto): 5 segundos
e Velocidad de barrido: 100 mV/s

e Potenciales extremos: [-0.6, 1.2]

e Potencial final e inicial: 0 V

e Numero de ciclos: 5

En esta seccion, se detalla el procedimiento experimental que es
necesario llevar a cabo para poder obtener los resultados que satisfagan los
objetivos de este proyecto. Los resultados obtenidos, asi como la
interpretacion de los mismos, se recogen en el capitulo siguiente (CAPITULO
V).
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3.7.1. Respuesta ante electrolitos basicos: Buffer fosfato
Es necesario conocer la senal que proporciona cada electrodo en un
electrolito basico o blanco, para poder entender, identificar y comparar las

senales que se obtienen al ensayar nuestro electrodo en distintos analitos.

Empleamos como blanco 50 ml de buffer fosfato (Seccion 3.6.1), que
medimos con una bureta y vertemos a la celda (Imagen 3.22). Realizamos el
montaje de la celda electroquimica y las correspondientes uniones entre la
celda y el potenciostato (Seccion 3.4). Se programan las condiciones de

trabajo (Seccion 3.7) y se comienzan a realizar las voltametrias ciclicas.

En primer lugar, se miden los cuatro EPC sin modificar. Empleando el
programa CView (Imagen 3.32) superponemos los voltamogramas obtenidos
para estos cuatro electrodos y ya podemos interpretar y analizar los

resultados.

Se hace lo mismo para los electrodos modificados con NP-OM: NP-TiO»,
NP-CeO2 y NP-CeO.

3.7.2. Respuesta ante antioxidantes

Los experimentos que se recogen en esta seccidon consisten en
mediciones de los distintos electrodos (EPC sin modificar y EPC modificados
con NP-OM) sobre las diferentes disoluciones de antioxidantes en

concentracion 103 M.

Se prepara una de las disoluciones siguientes: catecol, pirogalol, acido
cafeico y acido vanilico (Seccién 3.6.3-3.6.6). Deben prepararse en el mismo
momento en el que se van a realizar las voltametrias si no se oxidaran y los
resultados obtenidos no seran validos. El procedimiento que se detalla a
continuacién es analogo para cualquiera de las cuatro disoluciones que se

van a estudiar.

Se toman 50 ml de la disolucién preparada y se vierte en la celda
(Imagen 3.22). Se realiza el resto del montaje de la celda electrolitica y sus
uniones al potenciostato (Seccion 3.4). A continuacion se realizan los ensayos

segln las condiciones fijadas (Seccion 3.7) utilizando, en primer lugar, un
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electrodo de pasta de carbono sin modificar. Una vez obtenido el
voltamograma, se cambia el electrodo y se realizan las voltametrias ciclicas
para el resto de EPC modificados con NP-OM. Se emplea un programa de
tratamiento de datos Illamado OriginPro v8 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA).

Con este programa importamos los archivos de interés
(voltamogramas ciclicos de cada electrodo) obteniendo tres columnas:
potencial, intensidad y tiempo. El nidmero de filas obtenidas, que a su vez
corresponde al numero total de puntos del voltamograma importado es
18000, por lo que si se han realizado 5 ciclos en cada voltamograma, cada
3600 filas comienza un nuevo ciclo. Sabiendo esto, se toma el dltimo ciclo de
cada voltamograma de interés que corresponde a las filas [14400-18000],
como ya se explicd en la seccion 4.1.1, la reproducibilidad de los ciclos
aumenta al aumentar el nimero de los ciclos, por ello se selecciona el Gltimo

de los ciclos obtenidos.

Con OriginPro se representa el Ultimo ciclo de los distintos electrodos
(EPC, EPC-NPTiO2, EPC-NPCe20 y EPC-NPNiO) sobre un mismo analito (acido

vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol).

De esta forma se obtiene una grafica para cada antioxidante. Cada
grafica contiene cuatro voltamogramas (de un Unico ciclo cada uno),
obtenidos con los cuatro tipos de electrodos que se estan estudiando,
pudiéndose comparar facilmente las intensidades obtenidas y la posicion de

los picos anddicos y catédicos en funcion de cada tipo de electrodo.

3.7.3. Calculo de limites de deteccion

El objetivo de esta seccion es determinar el limite de deteccion (Teoria:
Seccion 2.4.4.3.) de cada tipo de electrodo en distintos analitos: acido
vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol. Para calcular el limite de deteccion
de un determinado electrodo de trabajo en un analito concreto, debemos
comenzar llenando la celda con 50 ml de buffer fosfato (Modo de

preparacion: Seccion 3.6.1). Se realiza el montaje de la celda electrolitica y
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sus uniones al potenciostato (Seccion 3.4). A continuacion se realiza el primer

voltamograma con las condiciones de ensayo fijadas en la Seccion 3.5.

Cuando finaliza este ensayo, se toman 200 microlitos de la disolucion
a ensayar (Modo de preparacion: Seccion 3.6.3-3.6.6) con una micropipeta.
Se retira uno de los septum que cubre uno de los dos agujeros vacios del
soporte de la celda electrolitica (Imagen 3.23) y se anade el contenido de la
micropipeta a la celda. Es importante que la disolucion se anada lo mas cerca
posible del electrodo de trabajo, para facilitar la transferencia de masas hasta
la superficie del electrodo, pero sin tocar este y sin mojar la punta de la

micropipeta con la disolucion contenida en la celda.

Se tapa nuevamente el agujero con el septum y se realiza un nuevo
ensayo de voltametria ciclica segun las condicionen fijadas (Seccion 3.5).
Realizamos por tanto adiciones sucesivas de cantidades crecientes de la
disolucion del antioxidante de interés, siendo el Gltimo voltamograma el
obtenido tras vaciar completamente el contenido de la celda y llenarla con 50
ml de la disolucidon de concentracion 103 M del antioxidante que se esta
estudiando. En la tabla siguiente (Tabla 3.1) se recogen las adiciones

realizadas y la concentracion equivalente:

Tabla 3.1: Cantidades empleadas y concentraciones para el calculo

del limite de deteccion

Adiciones de la disolucion de interés Concentracion equivalente

(ul) (mol/l)

200 4,010

500 1,410°5

300 2,010°
1000 4,010°
1000 6,0-10°
1500 9,0.10°%
2000 1,3104
1000 1,5104
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Una vez que tengamos todos los voltamogramas, tratamos los datos
con OriginPro. Como se indic6 en la seccion 3.7.2, separamos el Uultimo ciclo

de todos los voltamogramas y los representamos sobre una misma grafica.

Tendremos la respuesta de un electrodo en concreto (EPC, EPC-
NPTiO2, EPC-NPCe20 y EPC-NPNiO) para concentraciones crecientes de un

mismo antioxidante (acido vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol).

A partir de este momento, se continua la explicacion del calculo del
limite de deteccion suponiendo que trabajamos con EPC sin modificar y acido
vanilico como analito (El procedimiento es analogo para cualquier tipo de

electrodo ciclado en cualquier tipo de disolucion antioxidante).

El voltamograma que se observa a continuacion (Figura 3.40) es el

obtenido tras seguir el procedimiento indicado en el presente apartado.
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Figura 3.40: LD: Voltamogramas EPC sin modificar en acido vanilico
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Con la grafica anterior y el archivo de OriginPro empleado para crearla,
buscamos el valor de la intensidad maximo (pico oxidacién) y minimo (pico
reduccion) de cada voltamograma. Los datos mencionados se recogen a

continuacion, Tabla3.2.

Tabla 3.2: Intensidades de los picos anddicos y catodicos para las

distintas adiciones

INTENSIDAD (pA/cm?2)

CONCENTRACION (mol/L) OXIDACION REDUCCION
4,00E-06 0,075 -0,040
1,40E-05 0,129 -0,064
2,00E-05 0,167 -0,083
4,00E-05 0,293 -0,139
6,00E-05 0,435 -0,187
9,00E-05 0,596 -0,254
1,30E-04 0,796 -0,337
1,50E-04 0,852 -0,384

Tomamos el valor de la senal de la intensidad de corriente en los
potenciales de oxidacion y reduccion, siendo Voxidacion=0.991 V 'y
Vreduccion= -0.132 (Figura 3.40) para los 3 ultimos ciclos del buffer fosfato
(Tabla 3.3).

Tabla 3.3: Intensidades en los picos anodicos y catodicos de los tres

ultimos ciclos del blanco (Buffer fosfato)

INTENSIDAD (pA/cm?)

N°CICLO OXIDACION REDUCCION
3 4,741 -1,941
4 4,865 -1,935
5 5,040 -1,875
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Ademas, es necesario determinar el valor de la desviacion estandar del

blanco en la senal (intensidad) oxidacion y en la de reduccion:
Sbl, oxidacion=0,151 Y Spl, reduccion=0,036

Representamos la concentracion frente a la intensidad de oxidacion y
frente a la intensidad de reduccion (Tabla 3.2), y realizamos un ajuste por
minimos cuadrados para obtener la ecuacion de la recta que relaciona ambos

parametros.

EPC-OXIDACION

=

3 0,8

£

c 0,6

0

® 04 y = 5504,5x + 0,0684
= ’ 2
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e 0.2
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(O] x

0
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04
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Figura 3.41: LD: Ajuste curva de oxidacion

EPC-REDUCCION
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Figura 3.42: LD: Ajuste curva de reduccion
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En el ANEXO 1, se recogen todas las graficas del ajuste para la
oxidacion y para la reduccion de cada tipo de electrodo elaborado en cada

tipo de fenol estudiado.

La formula empleada para calcular el limite de detecciéon, es la

Ecuacion 4, que se dedujo en el Apartado 2.4.4.3.

3 . Sbl
Cp =
m
Ecuacion 4

Conocida la desviacion estandar del blanco (sw) y la pendiente (m)
dada en las Figuras 4.11 y Figura 4.12, podemos calcular el limite de
deteccion de acido vanilico empleando EPC sin modificar para la reaccion de

oxidacion y la de reduccion, resultado:

Tabla 3.4: LD del acido vanilico empleando EPC sin modificar

LIMITE DETECCION (mol/L)
OXIDACION REDUCCION
EPC 8,21E-05 4,64-E-05

Repitiendo el procedimiento anterior con el resto de electrodos y en
cada tipo de disolucion, obtenemos los limites de deteccion para cada tipo de
electrodo en cada tipo de antioxidante de interés. El valor de los limites de
deteccion y el resto de las figuras analogas a la 3.40, se recogen en la

Seccion 4.3.

3.7.4. Lengua electronica y tratamiento de datos mediante PCA.

Se formd una lengua electronica o red con los sensores preparados en
este proyecto: EPC, EPC-NPTiO,, EPC-NPCe20 y EPC-NPNiO. Se analizan
repetidamente mediante voltametria ciclica los antioxidantes de interés en
este proyecto: acido vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol con cada uno

de los distintos tipos de electrodos. El objetivo es que, tras aplicar un analisis
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estadistico multivariable (ver Seccion 2.9), podamos discriminar entre los

distintos antioxidantes.

A continuaciobn se expone el procedimiento para tratar los
voltamogramas ciclicos obtenidos con Matlab v2014b (The Mathworks Inc.,
Natick, MA, USA).

Los datos registrados durante la voltametria ciclica suponen una gran
cantidad de informacion, las senales registradas son curvas de pares de
valores intensidad-potencial, siendo por ello necesario tratar esta informacion
para reducir el nimero de variables y extraer las mas relevante. Se emplea el
método Kernel que, como ya se explico, se trata de una funcion matematica
que recorre la curva voltamétrica y divide cada ciclo de los voltamogramas en
diez secciones llamadas kernels (Figura 2.32) y toma un valor caracteristico
de cada tramo permitiéndonos asi reducir el gran nimero de datos o puntos
de cada voltamograma. Estos valores son empleados como matriz de entrada

del tratamiento estadistico realizado en el programa informatico Matlab.

A continuacion, se lleva a cabo una normalizacion de los valores
obtenidos mediante la aplicacion de un auto-escalado. Se trata de un
centrado de datos (sustraccion a cada valor de la media de la totalidad de los
valores de intensidad de las senales) seguido de una division por la
desviacion estandar, de forma que todos los valores posean media O vy
varianza 1. Asi, todos los valores tienen la misma escala, obviando la

diferencia de rangos experimentales.

En este momento realizamos el analisis de componentes principales,
Matlab crea una serie de coeficientes y graficos que nos aportan la siguiente

informacion:

v' Gréfico de puntuaciones o “scores”: localizacion de los objetos
0 muestras en el espacio regido por las componentes
principales.

v Varianza explicada por las componentes principales (PC1, PC2,
PC3, etc.)
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El analisis se realiza de manera independiente para la curva de

oxidacion, la curva de reduccion y el voltamograma completo.

En funcidon de cuanta varianza explique la suma de la primera
componente principal y la segunda, podemos crear un grafico de scores en
dos dimensiones (2D) y observar si los antioxidantes se discriminan entre si.
En otros casos, si esta suma de varianza es peqguena se anade la tercera
componente principal, PC3, y se obtiene un grafico en 3D que contiene mas
varianza aun y por tanto, mayor discriminacion. Se pueden anadir tantas
componentes como sea necesario, siempre que la suma de las varianzas de

las primeras sea baja y se requiera mas informacion.

En este proyecto se recogen las graficas en 2D y 3D, para establecer
las ventajas e inconvenientes de cada tipo de visualizacion, en el caso de la

reduccion, de la oxidacion y de la curva voltamétrica.

Estas graficas son tratadas con CorelDRAW v17 (CorelDRAW, Ottawa,
CANADA) para mejorar la calidad de las imagenes obtenidas con Matlab y se
recogen en la Seccion 4.4, donde ademas se analizaran los resultados

obtenidos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Respuesta ante electrolitos béasicos: Buffer fosfato

En primer lugar, es necesario conocer la senal que proporciona cada
electrodo en un electrolito basico o blanco, para poder entender, identificar y
comparar las senales que se obtienen al ensayar nuestro electrodo en

distintos analitos disueltos en estos electrolitos basicos.

Como se ha apuntado anteriormente, es muy importante en los
ensayos de voltametria ciclica que vamos a realizar, reproducir y mantener las
condiciones en la superficie del electrodo de trabajo en contacto con la

disolucion a estudiar.

Superficies diferentes entre si, daran voltamogramas muy distintos
para cada electrodo incluso habiéndose fabricado con la misma pasta, con lo
que los resultados obtenidos no seran fiables si no garantizamos que los

todos los electrodos presentan las mismas caracteristicas superficiales.

Ciclar los electrodos en buffer fosfato como primer paso, permitira
desechar aquellos cuya superficie sea tan irregular que provogue ruido

instrumental y senales electroquimicas erroneas.

En base a esto, se elaboraron una primera tanda con cuatro
electrodos de cada tipo: EPC, EPC-TiO2, EPC-Ce20 y EPC-NIO, y se ciclaron en
buffer fosfato para estudiar las caracteristicas de su comportamiento que se

acaban de citar.
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Figura 4.1: Voltamogramas en buffer fosfato a partir de cuatro EPC sin

modificar

El voltamograma superior (Figura 4.1) se ha realizado con cuatro

electrodos de pasta de carbono sin modificar elaborados con la misma pasta

de grafito (Seccion 3.1).

Se observa como los ciclos son superponibles, por lo que la

reproducibilidad es excelente.

La presencia de poros o discontinuidades en la matriz puede afectar al
voltamograma y evaluar el electrodo en buffer fosfato nos permite realizar un
control de calidad sobre cada electrodo y la posibilidad de desecharlo antes

de emplearlo en otros analisis.

El voltamograma de cualquier electrodo evaluado en buffer fosfato ha
de ser plano en la parte central, ya que no existe ninguna sustancias
susceptible de oxidarse o reducirse en dicha disolucion. En cambio, en los
extremos o bordes del voltamograma la intensidad debe subir y bajar
bruscamente debido a que a ciertos valores negativos y positivos se produce

la descomposicion del agua. La zona plana es la zona de trabajo, conocida
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como ventana, e interesa que sea lo mas amplia posible para minimizar las
interferencias del proceso redox que experimenta el agua con el estudio del

analito de interés.

La presencia de algun tipo de pico anédico o catdédico cuando
analizamos una disolucion buffer indica que algo no va bien, las causas

principales se recogen a continuacion:

e Parte de la disolucion interna y/o externa de AgCl o KCI del
electrodo de referencia, se haya salido del electrodo y estemos

observando la oxidacion y/o reduccion de la plata.

e El electrodo de trabajo que estemos usando, puede que ya
haya sido empleado en otros analisis con sustancias distintas
del buffer y pueden haber quedado restos de estas sustancias
en la superficie del electrodo por no limpiarle lo suficiente y
entonces se observaran estos picos anddicos y/o catodicos de

estas sustancias (aunque sean poco intensos).

e En otras ocasiones puede ocurrir que la placa de platino no esté
bien limpia y queden restos de analitos procedentes de analisis

previos.

Cabe destacar que la reproducibilidad de cada electrodo
individualmente, aumenta a medida que aumenta el nimero de ciclos
realizados. Esto quiere decir que los primeros ciclos que observamos en el
voltamograma son menos fiables que los sucesivos, por lo que en los analisis

de datos que haremos después estos ciclos seran despreciados.

La oxidacién y la reduccion del agua, también pueden apreciarse en la
Figura 4.1. Tiene lugar en los puntos de potencial donde la corriente crece o
decrece bruscamente, esto es a 1 V en el caso de la oxidaciéon y, a -0.47 V en

el caso de la reduccion.
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Figura 4.2: Voltamogramas en buffer fosfato, EPC modificados NP-TiO»

El voltamograma superior se ha realizado con cuatro electrodos de
pasta de carbono modificados con nanoparticulas de TiO2 elaborados en la

misma tanda (para mantener las condiciones ambientales).

Como ya se ha explicado anteriormente, en una sustancia inactiva
eléctricamente como el buffer fosfato, el voltamograma no debe presentar
picos ni de oxidacion ni de reduccion, y esta caracteristica se confirma de

nuevo en la Figura 4.2.

Se observa que la reproducibilidad es alta, pudiéndose justificar las
diferencias en los ciclos por la importancia del factor aleatoriedad en el
proceso de elaboracion de los electrodos. Sin embargo, estas diferencias son

pequenas y por ello se encuentran en el rango de lo aceptable analiticamente.

La oxidacion y la reduccion del agua, también pueden apreciarse en la
Figura 4.2. La oxidacidbn comienza a un valor de potencial de 0.8 V y la
reduccion a -0.25 V. Comparando este valor con el obtenido en el caso de

EPC sin modificar, podemos afirmar que las nanoparticulas de TiO2 tienen
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efecto electrocatalitico sobre la oxidacion y reduccion del agua, ya que estos

procesos redox ocurren a potenciales menores en presencia de NP-TiO».

5,0e-7
0
< i
5
5 -50e7 |-
a — EPC-NPCeO2 (1)
£ — EPC-NPCe02 (2)
< - — EPG-NPGe02 (3)
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-1,0e-6 -
-1,5e-6 |-
-2 0e-8 L | L 1 | L | L
-1,0 0,5 0 0.5 1,0 1,5

E (Volts)

Figura 4.3: Voltamograma en buffer fosfato, EPC-NPCeO»

El voltamograma superior (Figura 4.3) se ha realizado con cuatro
electrodos de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de CeO>
elaborados con la misma pasta. La reproducibilidad nuevamente es excelente

y las desviaciones presentes se han justificado previamente.

Centrando la atencion en el efecto catalitico de las nanoparticulas, se
observa que la oxidacion del agua apenas puede observarse (0.87 V)
mientras que la reduccion se ve facilmente y comienza a casi -0.2V.
Nuevamente, podemos observar dicho efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas, en este caso de las de CeO», en el proceso de reduccion del
agua de forma mas marcada (intensidad mayor) que para los electrodos

modificados con NP-TiOo.

117



CAPITULO IV [RESULTADOS Y DISCUSION|

5.0e-6
— EPG-NPNIO (1)
~ _— EPC-NPNIO (2)
— EPC-NPNIO (3)
2,5e-6 - —— EPC-NPNIO (4)
& B
£
(=]
@ 0
j=1
£
< L
-2,5e-6
-5,0e-6
-7,5e-6 I | I I | I | I
1,0 0,5 0 0,5 1,0 1,5

E (Volis)

Figura 4.4: Voltamograma en buffer fosfato, EPC-NPNiQO

El voltamograma mostrado en la Figura 4.4 se ha realizado con cuatro
electrodos de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de NiO
elaborados en una misma tanda. La reproducibilidad es buena y las
desviaciones presentes en los electrodos 1, 3 y 4 son asumibles. Sin embargo
el electrodo 2 (voltamograma rojo) se observa que por alguna razén se ha
estropeado. Pese a limpiar la punta en sucesivas ocasiones y volver a ciclar el
electrodo, el resultado siempre era el mismo, por lo que este electrodo esta

inutilizable.

En este caso se justifica la importancia de ciclar los electrodos en
buffer antes de realizar otros experimentos, ya que asi podremos desecharles
en casos como el que se observa para el electrodo 2 de la Figura 4.4, asi se

evitaran resultados erroneos.

Este electrodo modificado con NiO tiene un comportamiento diferente
respecto a los anteriores, especialmente a potenciales positivos donde se

obtiene una gran separacion entre la onda catédica y la anddica. Esto indica
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que el electrodo es muy sensible a la presencia de sustancias distintas al

agua Y, en este caso, se observa ademas la oxidacion del fosfato.

A continuacién, se presenta una tabla que recoja los potenciales a los
que la oxidaciéon y reduccion del agua ha tenido lugar en el caso de cada tipo
de electrodo. Con ello, se pretende ofrecer una mejor visualizacion de los

resultados obtenidos en la Tabla 4.1:

Tabla 4.1.Potenciales REDOX del H-0 para cada electrodo

POTENCIAL REDOX H20 (V)

OXIDACION REDUCCION
EPC sin modificar 1.00 -0.47
EPC- NP-TiO2, 0.80 -0.25
EPC-NP-CeO- 0.87 -0.19
EPC-NP-NiO 1.00 -0.37

Como puede apreciarse en la tabla superior, los electrodos
modificados con nanoparticulas de 6xidos metalicos (TiO2, NiO, CeO2) han
demostrado que catalizan la electrolisis del agua respecto los electrodos de
pasta de carbono sin modificar al estudiar su respuesta en una disolucion

blanco (buffer fosfato).

Generan una senal electroquimica caracteristica con una fuerte
intensidad asociada al pico de disociacion del agua. De esta forma se
comprueba que el efecto catalitico de las nanoparticulas resulta beneficioso

en las mediciones electroquimicas.

4.2. Deteccion de antioxidantes con sensores

Una vez establecido el comportamiento de cada tipo de sensor en
buffer fosfato, se realiza un estudio de la respuesta de los sensores a
distintos tipos de compuestos fendlicos. Por tanto, el objetivo de los ensayos
realizados en esta seccion, es comparar la intensidad de la senal obtenida en

la reduccion y oxidacion de cada antioxidante, en base a una intensidad de
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referencia, que se considera que es la de los electrodos de pasta de carbono

sin modificar.

Con esto se pretende demostrar que las propiedades fisicas, eléctricas
y estructurales de las nanoparticulas de o6xidos metalicos facilitan la
transferencia de electrones, ofreciendo una senal electroanalitica de mayor

intensidad en los picos de oxidacion y reduccion.

Se cuantificara este incremento en la intensidad de la senal para
obtener una idea mas clara de los beneficios del empleo de EPC modificados

con NPs.

Con objeto de observar el efecto electrocatalitico que ofrecen distintos
EPC modificados con NP-OM respecto de los electrodos sin modificar, se
analizara la posicion de los picos en los que la reduccion-oxidacion comienza,
para verificar que las NPs hacen que ambos procesos tengan lugar a

potenciales mas pequenos.

Ademas se estudia la reversibilidad de la reaccion electroquimica
(Seccion 2.5.5.2). Se puede afirmar que tiene lugar una reaccion reversible su
la intensidad del pico catodico es igual al valor absoluto de la intensidad del
pico anddico, o si la diferencia entre el potencial al que tiene lugar la
oxidacion y el potencial al que tiene lugar la reduccion es aproximadamente
0.059 V.

4.2.1. Acido vanilico
La electro-oxidacion del acido vanilico (Imagen 4.1) sigue un
mecanismo que implica solamente un paso con la transferencia de un

electron y de un protoén.
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HO = = HO
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Vanilina Acido vanilico

Imagen 4.1: Mecanismo de electro-oxidacion del acido vanilico
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Figura 4.5: Voltamogramas en acido vanilico para los distintos

electrodos

El mecanismo de reaccion mostrado en la Imagen 4.1 I6gicamente
tiene su correspondencia en el voltamograma de la Figura 4.5. La reaccion
directa (oxidacion) se muestra como un pico en las lineas superiores de los
voltamogramas y la reaccion inversa (reduccion) se observa en las lineas

inferiores de cada voltamograma.
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Como se aprecia en la Figura 4.5, cuando medimos acido vanilico el
voltamograma obtenido con los electrodos de pasta de carbono modificados
con NP-NiO, es mucho mas intenso que cuando se emplea cualquier otro tipo
de electrodo de trabajo, confirmando la capacidad electrolitica obtenida en

buffer fosfato.

Comparando los otros dos electrodos modificados con nanoparticulas
respecto al que solo contiene grafito, se confirma que las NP aumentan la
intensidad de la sefnal obtenida, siendo el efecto de NP- TiO2 mayor que el de
NP-CeOo.

Esto ocurre, como se explicé en el apartado 2.3, debido a que las NP-
OM presentan una alta proporcion de atomos en la superficie con valencias
libres en comparacion con el nimero total de atomos, un amplio ancho de
banda y una alta proporcion de su area respecto del volumen ocupado, lo que
facilita la transferencia de electrones y el correspondiente aumento de la

senal electroanalitica.

En la tabla siguiente (Tabla 4.2) se recoge el porcentaje en el que ha
aumentado valor de la intensidad de corriente de los EPC modificados con
NP-OM respecto a los electrodos no modificados (electrodo de pasta de
grafito). Se asigna a la intensidad en los picos de oxidacion y de reduccion
obtenida con los EPC sin modificar, el valor cero para tener un punto de
referencia comun sobre el que calcular el incremento en la corriente de los
EPC modificados.

Con esto se pretende establecer una idea cuantitativa de la mejora en
la intensidad de la senal electroanalitica que ofrecen estos electrodos

modificados al detectar acido vanilico.
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Tabla 4.2: Acido vanilico: Comparativa del aumento de la intensidad de

corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto de los EPC sin

modificar
Acido vanilico
Intensidad (uA/cm?2) Potencial (V) % A Intensidad
Oxidacion 5.0 1.05 0
EPC

Reduccion 2.3 -0.10 0

Oxidacion 5.1 1.03 2
NP-CeO-

Reduccion 2.5 0.00 8

Oxidacion 5.2 1.00 4
NP-TiO»

Reduccion 2.7 -0.05 15

Oxidacion 10.0 0.70 50
NP-NiO

Reduccion -5.0 0.20 54

Aunque la mejora en la intensidad cuando se empleaban EPC
modificados con NP-NiO ya era evidente en la Figura 4.5, los resultados
recogidos en la Tabla 4.2, nos permiten afirmar que estas NPs aumentan
hasta en un 54 % la senal electroanalitica medida. Las NP-TiO2> aumentan la
intensidad de la senal obtenida hasta un 15% y las NP-CeO2 aumentan la

intensidad de la senal obtenida hasta un 8%.

Con ayuda de la Tabla 4.2, podemos observar con mayor facilidad que
la presencia de NPs ha modificado la posicion de los picos de oxidacion y
reduccion de los EPC sin modificar respecto a los modificados con NPs.
Cuando se usan NPs se observa que tanto la oxidacion como la reduccion
estan ocurriendo a potenciales mas bajos, lo que confirma el efecto catalitico

ya mencionado.

Las intensidades no son iguales (en valor absoluto para la reduccion)
en los picos anddicos y catodicos y la diferencia entre los potenciales a los
que se encuentran ambos picos no es 0.059 V, por lo que no se trata de una

reaccion reversible.
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4.2.2. Acido cafeico
La electro-oxidacion del acido cafeico (Imagen 4.2) sigue un
mecanismo que implica solamente un paso con la transferencia de dos

electrones y de dos protones en un disolvente aprotico.

0 Oxidacién

X" OH .

HO

O OH
Reduccién

Orto-quinona Acido cafeico

Imagen 4.2: Mecanismo de electro-oxidacion del acido cafeico

Como se observa en la Imagen 4.2, cuando el acido cafeico se reduce,

perdiendo dos protones, se convierte en la orto-quinona.

40

cerio

grafito
niquel
— titanio

30 +

20 +

10 4

Intensidad (microA/cm?2)

08 06 04 02 00 02 04 06 08 10 12 14
Potencial (V)

Figura 4.6: Voltamogramas en acido cafeico para los distintos electrodos
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En el estudio del acido cafeico, el electrodo de trabajo que mayor
intensidad nos ofrece en las senales obtenidas para la oxidacion y la

reduccion, es el fabricado a partir de las NP-NiO.

Se confirma que las NPs aumentan la intensidad de la senal obtenida
respecto de los EPC sin modificar, siendo el efecto de NP-TiO2 mayor que el de

NP-CeO2, al igual que ocurria cuando el analito era acido vanilico.

La tabla 4.3 recoge el porcentaje en el que ha aumentado el valor de la
intensidad de corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto a los
electrodos no modificados (electrodo de pasta de grafito), del mismo modo

que se realizd en el apartado anterior.

Tabla 4.3: Acido cafeico: Comparativa del aumento de la intensidad de

corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto de los EPC sin

modificar

Acido cafeico

Intensidad (uA/cm2)  Potencial (V) % A Intensidad

Oxidacion 5.0 0.59 0.0
EPC

Reduccion -3.4 0.06 0.0

Oxidacion 6.8 0.52 26.5
NP-CeO-

Reduccion -3.5 0.08 3.0

Oxidacion 7.5 0.58 33.3
NP-TiO->

Reduccion -7.5 0.23 54.7

Oxidacion 26 0.58 80.8
NP-NiO

Reduccion 28 0.12 87.9

Aunque la mejora en la intensidad cuando se empleaban EPC
modificados con NP-NiO ya fue observada en la Figura 4.6, los resultados
recogidos en la Tabla 4.3, nos permiten cuantificar esta mejora. Las NP-NiO
aumentan en la reduccion hasta un 88 % la senal electroanalitica medida.

Las NP-TiO2 aumentan la intensidad de la senal obtenida hasta casi un 55%

125



CAPITULO IV [RESULTADOS Y DISCUSION|

en la reduccion y las NP-CeO2 hasta un 27 % en la oxidacion, es decir, el

efecto electrocatalitico es mayor para NP-TiOa.

Observando la Tabla 4.3, podemos afirmar que los potenciales a los
que tiene lugar la oxidacion y la reduccion del acido cafeico son mayores (en
valor absoluto para la reduccion) cuando se emplean EPC sin modificar,

confirmando nuevamente el efecto electrocatalitico de las NPs.

Las intensidades no son iguales (en valor absoluto para la reduccion)
en los picos anddicos y catodicos y la diferencia entre los potenciales a los
que se encuentran ambos picos no es 0.059 V, por lo que no se trata de una
reaccion reversible cuando se emplean EPC y EPC-NP-CeO2. En cambio
podemos considerar que se trata de una reaccion cuasireversible (ver Imagen
2.27) en el caso de NP-TiO2 y NP-NiO, ya que la intensidad en el pico anddico y

catodico es la misma.

4.2.3. Catecol
La electro-oxidacion del catecol (Imagen 4.3) sigue un mecanismo que
implica solamente un paso con la transferencia de dos electrones y de dos

protones.

OH
Oxidacion

OH

Reduccién

Catecol Orto-quinona

Imagen 4.3: Mecanismo de electro-oxidacion del catecol
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Figura 4.7: Voltamogramas en catecol para los distintos electrodos

Como se observa en la Figura 4.7, cuando medimos catecol el
voltamograma obtenido con los electrodos de pasta de carbono modificados
con NP-NiO, es nuevamente mas intenso que cuando se emplean NP-TiO2 o
NP-CeO2. El efecto electrocatalitico de las NPs resulta evidente al disminuirse
el valor de los potenciales a los que tiene lugar la oxidacion y la reduccion del

catecol.

El que ofrece una senal menos intensa es el de grafito, por lo que

nuevamente se confirma el aumento de la actividad catalitica de las NP-OM.

La Tabla 4.4 recoge el porcentaje en el que ha aumentado el valor de
la intensidad de corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto a los

electrodos no modificados.
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Tabla 4.4: Catecol: Comparativa del aumento de la intensidad de

corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto de los EPC sin

modificar

Catecol

Intensidad (uA/cm2)  Potencial (V) % A Intensidad

Oxidacion 7 0.7 0
EPC

Reduccion -6 0.1 0

Oxidacion 9 0.76 22.22
NP-CeO2

Reduccion -7 0.25 14.29

Oxidacion 11 0.68 36.36
NP-TiO2

Reduccion -10 0.12 40

Oxidacion 13 0.78 46.15
NP-NiO

Reduccion -13 0.28 50

En la Tabla 4.4 observamos que las NP-NiO aumentan hasta en un 50
% la senal electroanalitica medida. Las NP-TiO> aumentan la intensidad de la
senal obtenida hasta un 40 % y las NP-CeO> aumentan la intensidad de la
senal obtenida hasta un 22 % en la oxidacion. Sin embargo, esta vez las
diferencias no son tan notables como cuando analizabamos acido cafeico

siendo el aumento maximo solo del 50%.

En funcion del valor de las intensidades en los picos anddicos y
catodicos, podemos afirmar que se trata de una reaccion irreversible cuando
se emplean EPC y EPC-NP-Ce02 y una reaccion cuasireversible en el caso de
NP-TiO2 y NP-NiO, del mismo modo que ocurria cuando el fenol analizado era
el acido cafeico.

128



CAPITULO IV [RESULTADOS Y DISCUSION|

4.2.4. Pirogalol
La electro-oxidacion del pirogalol (Imagen 4.4) sigue un mecanismo de

varios pasos en la transferencia de electrones y protones.

OH O

OH Oxidacién o

OH Reduccién

Pirogalol Quinena

Imagen 4.4: Mecanismo de electro-oxidacion del pirogalol
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Figura 4.8: Voltamogramas en pirogalol para los distintos electrodos

Al analizar el pirogalol en sus multiples oxidaciones, el mayor efecto
electrocatalitico es el obtenido al emplear EPC modificados con NP-TiO2,

seguido de los EPC fabricados con NP-CeOa2. En este caso, el EPC modificado
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con NP-NiO no ofrece una senal tan buena como en los casos anteriores

donde fueron analizados otros antioxidantes.

La tabla 4.5 recoge el porcentaje en el que ha aumentado el valor de la
intensidad de corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto a los

electrodos no modificados (electrodo de pasta de grafito).

Es evidente el aumento en la intensidad cuando se empleaban EPC
modificados con NP-TiO2 (Ver Figura 4.7), el cual se cuantificada en la Tabla
4.5:

Tabla 4.5: Pirogalol: Comparativa del aumento de la intensidad de

corriente de los EPC modificados con NP-OM respecto de los EPC sin

modificar
Pirogalol
Intensidad Potencial (V) % A Intensidad
(MA/cm?2)
EPC Oxidacion 1 1.25 0.3 0
Oxidacion 2 4.8 0.53 0
Oxidacion 3 4.9 0.92 0
NP-CeO2> Oxidacion 1 2 0.32 37.5
Oxidacion 2 5 0.53 4
Oxidacion 3 5.4 0.88 14.8
NP-TiO2  Oxidacion 1 2.2 0.3 43.18
Oxidacion 2 7 0.5 31.43
Oxidacion 3 7.5 0.88 34.67
NP-NiO  Oxidacion 1 1.2 0.32 -4
Oxidacion 2 5 0.65 4
Oxidacion 3 7 1.1 30

Los EPC modificados con NP-TiO2 aumentan hasta en un 43 % la senal
electroanalitica medida. Las NP-CeO2 aumentan la intensidad de la sefal

obtenida hasta un 37 % y las de NP-NiO aumentan la intensidad de la senal
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obtenida hasta un 4 % en la tercera oxidacion. Pese a haber sido las NP-NiO
las que mas han aumentado la corriente en el caso del analisis del resto de
antioxidantes, en el caso del pirogalol, se observa que no han funcionado
como cabria esperar. Se confirma nuevamente el efecto electrocatalitico de
las NPs, al modificar los potenciales a los que aparecen las oxidaciones a

valores mas proximos.

En resumen, las NPs estan ofreciendo distintos comportamientos
siendo el mayor aumento de intensidad en el caso del uso de EPC
modificados con NiO al analizar acido cafeico. Cabe destacar que para el
analisis de pirogalol, las NPs que mejor funcionan al ofrecer picos mas
intensos son las de TiO2. El efecto electrocatalitico de todas las NPs queda
patente en cada uno de los ensayos realizados en esta seccion, al verse
modificados los potenciales de los picos anddicos y catédicos hacia

potenciales de menor valor.

4.3. Limites de deteccion

Una vez conocido el comportamiento de los electrodos en los distintos
fenoles, se procedid a determinar el limite de deteccion de cada tipo de
sensor en los distintos antioxidantes: acido vanilico, acido cafeico, catecol y
pirogalol. Cuanto menor sea el limite de deteccion menor sera la cantidad de
analito susceptible a ser detectada por el electrodo, con lo que se aumentara

la sensibilidad del electrodo.

Se pretende comprobar si los electrodos de pasta de carbono
modificados con NP-OM son mas sensibles que los EPC que no han sido
modificados, hasta el momento se conoce que aumentan la senal

electroanalitica y que tienen efecto electrocatalitico.

Para ello, se realizaron analisis en disoluciones de buffer fosfato a las
que se anadieron adiciones sucesivas de cantidades crecientes de la
disolucion del antioxidante de interés para estudiar el aumento en la
intensidad de los picos anddicos y catodicos, segun fue detallado en la
Seccion 3.7.3.
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4.3.1. Acido vanilico

Los voltamogramas que se observas a continuacion (Figura 4.9-4.12)
son los obtenido tras seguir el procedimiento indicado en el apartado previo
(Apartado 4.7.3), empleando cada tipo de electrodo y disolucion de acido
vanilico. Ademas, en cada figura se recogen las corrientes maximas y

potenciales en los que ocurre la oxidacion y la reduccion de los antioxidantes.
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Figura 4.9: LD: Voltamogramas EPC sin modificar en acido vanilico
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Figura 4.10: LD: Voltamogramas EPC modificados NP-NiO en acido vanilico
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Figura 4.11: LD: Voltamogramas EPC modificados NP-TiO» en acido vanilico
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Figura 4.12: LD: Voltamogramas EPC modificados NP-CeQ> en acido vanilico
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A continuacién, en la Tabla 4.6, se recoge el valor del LD para cada

tipo de electrodo en acido vanilico. También aparece el valor del coeficiente
de correlacion R2 obtenido tras realizar el ajuste lineal de la concentracion
frente a la intensidad (Imagen 3.41-3.42) para demostrar que no se ha

cometido ningln error en el ajuste (Anexo 1: Graficos 1.1)

Tabla 4.6: LD del acido vanilico empleando EPC modificados con NP-

OM empleando EPC modificados con NP-OM y sin modificar

LIMITE DETECCION (mol/L)

OXIDACION R2oxidacisn REDUCCION R2?reduccion
EPC 8,21-E-05 0.9923 4,64-E-05 0.9973
EPC-NiO 2,28E-05 0.9929 1,45E-05 0.9912
EPC-TiO2 5,03-E-06 0.9923 5,56-E-06 0.9933
EPC-CeO2 2,87-E-07 0.9929 1,04-E-06 0.9919

Comparando en la curva de oxidacion los limites de deteccion entre los
EPC sin modificar y los modificados, se observa una mejora de un orden de
magnitud en el empleo de NP-TiO2 y dos 6rdenes de magnitud en el uso de
NP-Ce20. En la curva de reduccion, las NP citadas anteriormente mejoran un
orden de magnitud los LD. Sin embargo, a pesar del aumento en la intensidad
no existe mejora en el LD cuando se utilizan NP-NiO, ya que los limites de

deteccion presentan el mismo orden de magnitud que los EPC sin modificar.

4.3.2. Acido cafeico

El proceso para la determinacién del acido cafeico es analogo al
explicado en la Seccion 4.3.1 para el acido vanilico. Por ello, se presentan los
voltamogramas obtenidos (4.13-4.16) y los valores para los distintos limites
de deteccion (Tabla 4.7).
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Figura 4.13: LD: Voltamogramas EPC sin modificar en acido cafeico
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Figura 4.14: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- NiO en acido cafeico
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Figura 4.15: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- TiO> en acido cafeico
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Figura 4.16: LD: Voltamogramas EPC modificados NP-CeQ- en acido cafeico
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La Tabla 4.7, se recoge el valor del LD para cada tipo de electrodo en

acido cafeico. También aparece el valor del coeficiente de correlacion R2
(Anexo 1: Graficos 1.2).

Tabla 4.7: LD del acido cafeico empleando EPC modificados con NP-

OM y sin modificar

LIMITE DETECCION (mol/L)

EPC 3,64-E-05 0.9908 2,92.E-07 0.9908
EPC-NiO 2,651E-05 0.9924 1,03E-05 0.9911
EPC-TiO2 2,82.E-07 0.9918 2,03E-07 0.9915
EPC-CeO2 9,75E-07 0.9964 1,65E-06 0.9982

Comparando los limites de deteccion entre los EPC sin modificar y los
modificados, se observa una mejora en el LD de oxidacion de dos 6rdenes de

magnitud en el empleo de NP-TiO2 y en el LD de la oxidacion de NP-Ce20.

Sin embargo, no existe mejora en el LD ni en la curva de oxidacién ni
en la de reduccion en el empleo de NP-NiO. La sensibilidad de NP-NiO incluso

disminuye en el caso del calculo del LD para la curva de reduccion.

Para el LD de la reduccion, se observa que los EPC sin modificar son

tan sensibles como los modificados con NP-TiOo.

El LD ofrecido por las NP-CeO2 es un orden de magnitud menor que el
ofrecido por los EPC sin modificar. Al igual que ocurria en la curva de
reduccion en la deteccion del acido vanilico, las NP-NiO no estan ofreciendo
ninguna mejora en la sensibilidad del electrodo. Sin embargo, esto no excluye
el hecho de que los LD obtenidos sean muy bajos y, por tanto, los electrodos

sean muy sensibles y utiles.

4.3.3. Catecol
El proceso para la determinacion del catecol es analogo al explicado

en la Seccion 4.3.1, por lo que exclusivamente se presentan los
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voltamogramas obtenidos (4.17-4.20). Los valores para los distintos limites
de deteccion, asi como el valor del coeficiente de correlacion R2 aparecen
recogidos en la Tabla 4.8. Las graficas para la determinacién de la pendiente

son las correspondientes al ANEXO 1: Graficos 1.3.
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Figura 4.17: LD: Voltamogramas EPC sin modificar en catecol
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Figura 4.18: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- NiO en catecol
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Figura 4.19: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- TiO» en catecol
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Tabla 4.8: LD del catecol empleando EPC modificados con NP-OM v sin

modificar

LIMITE DETECCION (mol/L)

OXIDACION R?oxidacisn REDUCCION R2?reduccion
EPC 1,09E-07 0.9907 1,90E-08 0.9900
EPC-NiO 4,40-E-06 0.9925 3,65-E-06 0.9948
EPC-TiO2 2,32:E-07 0.9927 2,07-E-07 0.9912
EPC-CeO2 1,92.E-07 0.9902 4,10-E-08 0.9946

Comparando los limites de deteccion entre los EPC sin modificar y los
modificados no se observa una mejora apreciable. Los resultados en el LD de
la curva de oxidacion de los electrodos modificados con NP-OM son del mismo
orden de magnitud que los EPC sin modificar, excepto para el caso de NP-NiO,

que es menaor.

Al igual que ocurria en los dos antioxidantes anteriores analizados, las
NP-NiO no estan ofreciendo ninguna mejora en la sensibilidad del electrodo,
incluso tanto para la curva de reduccion como para la de oxidacion se estan

obteniendo resultados menores que con el empleo de EPC sin modificar.

Los resultados en el LD de la curva de reduccién de los electrodos
modificados con NP-CeO> son del mismo orden de magnitud que los EPC sin
modificar. En el caso de NP-TiO2 el LD en la reduccion es un orden de

magnitud mayor.

4.3.4. Pirogalol

El proceso para la determinacion del catecol es analogo al explicado
en la Seccion 4.3.1, por lo que exclusivamente se presentan los
voltamogramas obtenidos (4.21-4.24). Los valores para los distintos limites
de deteccion, asi como el valor del coeficiente de correlacion R2 aparecen
recogidos en la Tabla 4.9 y las graficas de las rectas en el Anexo 1: Graficas
1.4.
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Figura 4.21: LD: Voltamogramas EPC sin modificar en pirogalol
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Figura 4.22: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- NiO en pirogalol
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Figura 4.23: LD: Voltamogramas EPC modificados NP- TiO> en pirogalol
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sin modificar

LIMITE DETECCION (mol/L)

oXx. 1 R2%0x.1 OX. 2 R20x.2 OX. 3 R%x. 3
EPC 2,35E-06 0.9956 1,41-E-06 0.9941 1,59E-06 0.9950
EPC-NiO 5,15E-06 0.9969 4,79-E-06 0.9933 490E-06 0.9921
EPC-TiO2 4, 72E-06 0.9928 3,20-E-06 0.9939 3,88E-06 0.9917
EPC-CeO> 6,29E-07 0.9903 2,98E-07 0.9913 5,41-E-07 0.9933

Comparando los limites de deteccion en la curva de oxidacion y de
reduccion entre los EPC sin modificar y los modificados, se observa una
mejora en el LD de oxidacion de un orden de magnitud en el empleo de NP-
Ce20. No existe mejora para el resto de las nanoparticulas de oOxidos
metalicos empleadas respecto de los EPC sin modificar, el LD mantiene el

mismo orden de magnitud para el resto de los casos.

En resumen, observamos que todos los LD tanto para los EPC
modificados con NPs como los que no estan modificados son muy bajos, con

lo que la sensibilidad es muy buena.

No se observa una tendencia clara en la mejora, ya que en algunos
casos las NPs aumentan el LD y en otros no. En cualquier caso, la deteccion
de antioxidantes empleando sensores de pasta de carbono resulta excelente
y pese a que las NPs no ofrezcan una mejora significativa en el LD, si que lo
hacen en la intensidad de la senal analitica obtenida y en el proceso de

catalisis de las reacciones redox que tienen lugar.
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4.4. Lengua electronica

Disponemos de una red de sensores voltamétricos constituida por
EPC, EPC-TiO2, EPC-NiO y EPC-CeO2 que han sido ensayados mediante
voltametria ciclica en disoluciones (10-3M) de distintos tipos de antioxidantes:
acido vanilico, acido cafeico, catecol y pirogalol. Se ha realizado el analisis de
componentes principales, PCA, el cual ha sido descrito en la Seccion 3.7.4, de
manera independiente para la curva de oxidacion, la curva de reduccion y el

voltamograma completo.

El objetivo de realizar la PCA para la curva de oxidacion, la de
reduccion y el voltamograma completo es ver cuanta informacion se recoge
en cada caso para conocer con que caso se obtiene mayor discriminacion y

asi determinar la mejor opcion para trabajos futuros.

Los distintos tipos de antioxidantes se observan en las graficas

siguientes con distintos nimeros, la asignacion es la siguiente:
1-> Catecol (difenol)
2-> Pirogalol (trifenol)
3= Acido vanilico (monofenol)

4-> Acido cafeico (difenol)

4.4.1. PCA aplicada al ciclo de reduccién
La Figura 4.25 ilustra el grafico de scores de los resultados obtenidos

de la PCA aplicada al ciclo de reduccion (PC1 frente a PC2 frente a PC3). La
primera componente PC1 representa el 66,37 % de la variacion de la senal
electroquimica, la segunda componente PC2 aporta el 20,64 % de la
variacion y la PC3 el 10,85 %. De este modo, entre la primera, segunda y
tercera componente principal explican el 97,86 % de la variacion total entre

los distintos antioxidantes.
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Figura 4.25: PCA aplicada a la curva de reduccion, 3D

Como se aprecia en la Figura 4.25 los antioxidantes estudiados con la
red de sensores aparecen claramente discriminados en funcion del nimero

de grupos hidroxilos presentes en su estructura.

Se puede observar como los antioxidantes 1 y 4 estan mas proximos
entre si, esto es debido a que ambos son difenoles (acido cafeico y catecol).
La reproducibilidad de los sensores es bastante alta, destacando la obtenida

en el caso del acido cafeico (4).

Los resultados para la discriminacion de los antioxidantes con
sensores también se muestran en dos dimensiones (2D), porque a pesar de
que la grafica muestra menos informacion la representacion en 3D puede dar
lugar a mayor confusion en la posicion relativa de los clusters. En la grafica
izquierda de la Figura 4.26 se representa en el eje de abscisas la PC1y en el
de ordenadas la PC2, siendo ambas variables las que mas varianza
presentan, por lo que recogen mas informacion que la grafica de la derecha
(Figura 4.26), donde se representa la PC1 y la PC3, ya que la informacion

aportada por PC3 es menor que la aportada por PC2.

145



CAPITULO IV [RESULTADOS Y DISCUSION|

43 g
" 2
: B
o™ o
Q Q
o] e,
3 1
-2 5 4#
-2
4%-21 2z 0 2 a -4 -2 0 2 i Z%
PC1 PC1

Figura 4.26: PCA aplicada a la curva de reduccion, 2D

Tenemos dos antioxidantes que son difenoles, el catecol (1) y el acido
cafeico (4) se asemejan en que ambos se encuentran en la parte negativa de
la PC1. Podemos diferenciarlos porque el catecol se encuentra en la parte
positiva de la PC2 y de la PC3, al contrario que el acido cafeico que se

encuentra en la parte negativa de la PC2 'y PC3.

El pirogalol (2) es un trifenol y se localiza en la parte positiva de PC1 y
PC2, y en la negativa de PC3. El acido vanilico (3) es un monofenol y se

localiza en la parte positiva de la PC1y PC3, y en la negativa de PC2.

Se observa que cada antioxidante queda localizado dentro de un
cuadrante, resultando casi completamente diferenciables, la informacion

contenida en 3D es del 97,86 %.

4.4.2. PCA oxidaciéon
La Figura 4.27 ilustra el grafico de scores de los resultados obtenidos

de la PCA aplicada al ciclo de oxidacion. La primera componente PC1
representa el 40,61 % de la variacion de la senal electroquimica, la segunda
componente PC2 aporta el 39,23 % de la variacion y la PC3 el 19,40 %. De
este modo, entre la primera, segunda y tercera componente principal explican

el 99,23% de la variacion total entre los distintos antioxidantes.
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Figura 4.27: PCA aplicada a la curva de oxidacion, 3D

En la Figura 4.27, podemos apreciar como nuevamente los
antioxidantes estudiados con la red de sensores se discriminan en funcion del
nimero de fenoles. Cabe destacar que la reproducibilidad de los sensores es

bastante alta, como puede observare en el caso 3y 4.

La Figura 4.28 muestra los resultados para la discriminacion de los
antioxidantes en dos dimensiones, porque pese a contener menos

informacion, permite una buena diferenciacion entre los clusters.
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Figura 4.28: PCA aplicada a la curva de reduccion, 2D
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Los difenoles, el catecol (1) y el acido cafeico (4), se asemejan en que
ambos se encuentran en la parte positiva de la PC1 y en la negativa de la
PC2. Se pueden diferenciar porque el catecol se encuentra en la parte
positiva de la de la PC3, al contrario que el acido cafeico que se encuentra en

la parte negativa de la PC3.

El pirogalol (2) es un trifenol y se localiza en la parte negativa de PC1y
en la positiva de PC2, y con respecto a PC3 se encuentra muy préoximo del
cero de esta componente. El acido vanilico (3) es un monofenol y se localiza

en la parte positiva de la PC1y PC2, y en la negativa de PC3.

En este caso no se observa que cada antioxidante esté localizado
dentro de un cuadrante, pero la informacion contenida en 3D es del 99,23 %,
este es un valor aun mayor que para el caso de la reduccion por lo que la

informacién contenida y representada en este caso es mas fiable.

4.4.3 PCA voltamograma completo
En esta dltima seccion se recoge la Figura 4.29, la cual ilustra el

grafico de scores de los resultados obtenidos de la PCA aplicada al

voltamograma completo.

La primera componente PC1 representa el 61,31% de la variacion de
la senal electroquimica, la segunda componente PC2 aporta el 20,61 % de la
variacion y la PC3 el 17,02 %.

De este modo, entre la primera, segunda y tercera componente
principal explican el 98,94 % de la variacion total entre los distintos

antioxidantes.
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2

0
4 2 pct

Figura 4.29: PCA aplicada al voltamograma completo, 3D

Nuevamente en la Figura 4.29, podemos percibir como los
antioxidantes se discriminan en funcion del nimero de grupos hidroxilo

presentes en la estructura.

La Figura 4.30 muestra los resultados para la discriminacion de los

antioxidantes en dos dimensiones.
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Figura 4.30: PCA aplicada al voltamograma completo, 2D
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El catecol (1) y el acido cafeico (4) son difenoles y se asemejan en que
ambos se encuentran en la parte negativa de la PC1 y en la positiva de la
PC2. Podemos diferenciarlos porque el catecol se encuentra en la parte
positiva de la de la PC3, al contrario que el acido cafeico que se encuentra en

la parte negativa de la PC3.

El pirogalol (2) es un trifenol y se localiza en la parte positiva de la PC1
y en la negativa de la PC2 y PC3. El acido vanilico (3) es un monofenol y se

localiza en la parte negativa de la PC1 y PC3, y en la positiva de PC2.

Entre los tres analisis de componentes principales realizados,
podemos concluir que el que mas cantidad de informacién contiene es el
grafico 3D obtenido para la oxidacion, que representa el 99,23 % de la
variabilidad contenida en los datos. Sin embargo, el de reduccion contiene el

97,86 % de la informacion y el voltamograma completo el 98,94 %.

Dado que la diferencia no es significativamente grande, en trabajos
futuros se podra usar indistintamente cualquiera de las tres opciones: curva
de reduccion, curva de oxidacion o voltamograma completo, garantizando que
existira discriminacion entre los distintos antioxidantes en cualquiera de los

casos.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas a lo largo de este trabajo de

investigacion, pueden resumirse en los puntos siguientes:

v

Los electrodos modificados con nanoparticulas de o6xidos metalicos
incrementan la senal eléctrica observable en los picos de oxidacion y
reduccion. Dichas NPs tienen un claro efecto electrocatalitico frente a

fenoles.

Destaca el efecto observado en las NP-NiO, su efecto electrocatalitico es
tal que se llega a aumentar la intensidad hasta un 88 % respecto de los

electrodos de pasta de carbono sin modificar.

La reproducibilidad y repetitividad de todos los electrodos fabricados en
este proyecto es altisima, con lo que se puede afirmar que los resultados

obtenidos son fiables y comparables.

Los limites de deteccion obtenidos en todos los sensores fabricados son
bajos, esto garantiza la deteccion de cantidades de antioxidantes muy
pequenas en el analisis con este tipo de electrodos, llegando hasta del
orden de 108 mol/L.

La respuesta de cada antioxidante fue diferente para cada tipo de sensor
dando lugar a una huella dactilar de la muestra, util para su deteccion y

discriminacion.

La utilizacion conjunta de una red de sensores (EPC, EPC-NP-TiO2, EPC-NP-
Ce02, EPC-NP-NiO), proporciona mayor informacion del medio a analizar.
Permite discriminar entre distintos tipo de compuestos fendlicos, en

funcion del nUmero de fenoles existentes en su estructura.

Los electrodos de pasta de carbono han demostrado tener un buen
comportamiento en la deteccion de antioxidantes, por lo que se avala su
uso como herramienta de analisis para la determinacion de estas

sustancias tan importantes y beneficiosas en la industria alimentaria.
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