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Resumen

Se han fabricado sensores de grafito modificados con nanoparticulas de
titanio con el fin de realizar deteccion de antioxidantes, en concreto catecol e
hidroquinona. Se han comparado los resultados obtenidos con los sensores
sin modificar y se ha demostrado el efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas de titanio. Se ha correlacionado el comportamiento de estos
sensores con el de los biosensores, con y sin nanoparticulas, con la enzima
tirosinasa para la deteccion de catecol e hidroquinona. Se han fabricado
biosensores, con y sin modificacion, con la enzima glucosa oxidasa para la
deteccion de glucosa. Con los sensores modificados ha sido posible la
discriminacion de catecol e hidroquinona en una mezcla de ambos. En este
estudio se han analizado igualmente otras variables como el efecto de la
variacion del pH en la soluciébn obtenida, ademas de la repetibilidad y
reproducibilidad de los sensores.

Palabras clave: sensores, biosensores, nanoparticulas, antioxidantes, titanio.

Abstract

Graphite sensors modified with titanium nanoparticles have been built in
order to perform detection of the antioxidants catechol and hydroquinone. The
obtained results were compared with those provided by unchanged sensors,
demonstrating the electrocatalytic effect of titanium nanoparticles. The
behavior of sensors and biosensors (both with and without particles) has been
correlated, using the tyrosinase enzyme for catechol and hydroquinone
detection of biosensors. Furthermore biosensors with and without
modification, with glucose oxidase enzyme, were manufactured for glucose
detection. Modified sensors succeeded discriminating catechol and
hydroquinone in a mixture of both. This study also analyzed other variables
such as the effect of variating pH in the solution obtained in addition to the
repeatability and reproducibility of the sensors.

Key words: sensors, biosensors, nanoparticles, antioxidants, titanium.







Abreviaturas y Acronimos

CPE: Electrodos de Pasta de Carbono
TiNP’s: Nanoparticulas de Titanio
Glu: Glutaraldehido

CC: Catecol

HQ: Hidroquinona

LOD: Limite de deteccion

SD: desviacion estandar

CV: Voltametria Ciclica

LbL: Layer by Layer

Tyr: Tirosinasa
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion

El Grupo de Investigacion en el que he desarrollado este trabajo fin de grado
tiene una linea de investigacion en el ambito de la nanociencia en torno al
desarrollo de (bio)sensores que detectan distintos componentes interesantes
en el campo de la alimentacién, por sus propiedades beneficiosas para los
seres humanos. El enfoque principal de aplicacion de estos sensores es el
analisis de vinos y mostos. Este trabajo se integra, por tanto, dentro de esta
linea de investigacion en cuanto a la optimizacion y fabricacion de sensores
que detectan componentes de uvas en mostos y vinos.

En especial, es de gran interés en este campo el estudio de polifenoles y
azlcares debido a que son componentes de las uvas que confieren las
propiedades deseadas a mostos y vinos. Estas dependerdn del mayor o
menor contenido de estos componentes. Uno de los objetivos basicos en la
investigacion de hoy en dia en este ambito es encontrar unos sensores que
puedan servir para caracterizar estos analitos de forma selectiva, sencilla,
rapida y econdémica y, por tanto, desarrollar unos sensores de elevada
selectividad que sean capaces de discriminar unas variedades de mostos de
otras por su mayor o menor contenido en estos elementos. Con este fin, y
debido a que es muy extendido el uso de enzimas y nanoparticulas como
elementos modificadores de estos electrodos para asi mejorar la respuesta
obtenida, se ha pensado que seria interesante fabricar unos sensores
elaborados a partir de pasta de carbono modificados con nanoparticulas de
titanio (CPE-TINP’s), que no han sido utilizados anteriormente para estos
propodsitos, pensando en obtener un efecto electrocatalitico. Finalmente se
utilizaran diferentes enzimas con objeto de hacer selectivos nuestros
sensores y determinar su capacidad para detectar estos componentes en
rangos bajos de concentracion, en los que suelen encontrarse en mostos y
Vinos.

Se trata de un trabajo inicial, con el que se pretende estudiar la respuesta
obtenida en estos analitos y, en funcion de los resultados obtenidos,
utilizarlos en futuras investigaciones para realizar a posteriori una aplicacion
directa en mostos una vez se hayan validado los mismos, lo que sera el
principal objetivo de este trabajo de investigacion.
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1.2. Objetivos

Uno de los objetivos del presente trabajo es la obtencion de unos sensores de
carbono modificados con nanoparticulas de titanio que sean capaces de
detectar antioxidantes. Dentro de estos nos centraremos en la deteccion de
dos polifenoles, catecol (CC) e hidroquinona (HQ), comparando su respuesta
con la de los sensores de carbono sin modificar. También se estudiara la
posibilidad de realizar una discriminacion de ambos analitos en una mezcla
de los mismos, hecho que no es posible con muchos de los sensores
comerciales. Esto daria un valor anadido a nuestros sensores de cara a la
realizacion de mediciones directas en mostos, en los cuales coexisten una
cantidad variada de componentes polifendlicos y, por tanto, en los que la
deteccion selectiva de un componente determinado es dificil de conseguir.
Ademas se estudiara la influencia de diferentes variables en el
comportamiento electroquimico de los sensores con objeto de optimizar su
comportamiento en servicio. También se estudiara la repetitividad, la
estabilidad y la reproducibilidad de estos sensores fabricados a partir de
pasta de carbono (CPE) y la modificacion que el uso de nanoparticulas supone
al respecto. Para finalizar se analizara el comportamiento de biosensores con
y sin nanoparticulas en antioxidantes, haciendo uso del enzima tirosinasa
(Tyr), y en glucosa, utilizandose en este caso el enzima glucosa oxidasa (GOXx).




CAPITULO 2. ASPECTOS GENERALES.
FUNDAMENTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES
BIBLIOGRAFICOS

En este capitulo se introducira el marco tedrico en el que se basa la
realizacion de este trabajo. En primer lugar se realizara una explicacion del
concepto de sensor quimico y, en concreto, de sensor electroquimico y sensor
voltamétrico. En segundo lugar se explicara en profundidad el proceso de
voltametria ciclica, que es la metodologia de analisis electroquimico que se
ha llevado a cabo para la obtencion de todos los resultados experimentales. A
continuacion se detallaran los fundamentos teéricos de los electrodos usados
en la realizacion de este trabajo, que son los fabricados a partir de pasta de
carbono, y las propiedades que confieren las nanoparticulas como elementos
modificadores de los mismos. En el siguiente apartado se ahondara en el
concepto de biosensor, ya que en la Ultima parte de esta investigacion se ha
trabajado también con biosensores modificados con nanoparticulas de
titanio. Por ultimo, se comentaran los aspectos teéricos que conciernen a los
analitos que han sido seleccionados para su estudio en este trabajo, esto es
antioxidantes, en concreto los isOmeros catecol e hidroquinona; y los
azlcares, particularmente la glucosa, y la importancia de todos ellos en el
campo de la enologia.

2.1. Sensores quimicos

Un sensor se define como un dispositivo que se encarga de recibir cierta
informacion exterior y convertirla en una senal, generalmente de tipo
eléctrica, que puede cuantificarse y analizarse [1].

Los sensores pueden clasificarse dentro de dos grupos principales, en funcion
del tipo de informacion que reciben:

+» Sensores fisicos: son aquellos que convierten una magnitud fisica,
como pueden ser temperaturas, presiones 0 movimientos en
magnitudes eléctricas.

+»+ Sensores quimicos: son aquellos que son capaces de advertir cambios
de tipo quimico, como composiciones de un analito o pH, y realizar su
caracterizacion por medio de senales eléctricas.
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Durante este trabajo se ha trabajado con sensores de tipo quimico, por lo que
a continuacion se explicara la base de los mismos y su funcionamiento en
mayor detalle.

2.1.1. Concepto de sensor quimico

Dichos sensores quimicos tienen wuna importancia creciente en la
investigacion actual, debido a las necesidades actuales de caracterizar un
analito en una muestra con un nimero elevado de componentes 0 en unas
determinadas condiciones. Representan una alternativa a complejos y
aparatosos instrumentos de caracterizacion de analitos, ya que algunas de
las caracteristicas de los sensores son su pequeno tamano, su capacidad de
selectividad y su reducido coste, en comparacion con otro tipo de
instrumentacion.

El funcionamiento basico de un sensor quimico se presenta en la Figura 2.1
[2].

:lnc:lD } 0

¢ ',
MUESTRA " el iy A | SERAL >

> ey
=
Do, p2 !

Senal primaria Sefial secundaria
electroquimica -
Fos - eléctrica
tarmica
masica

Figura 2.1. Funcionamiento de un sensor quimico

Los elementos principales de un sensor quimico son:

+» Receptor (R): elemento de reconocimiento molecular o idnico. Este
componente se encarga de reaccionar con un determinado
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componente de la muestra o analito de forma selectiva, es decir, sbélo
es capaz de discriminar un Gnico componente.

¢ Transductor (T): elemento instrumental que traduce la interaccion en
una senal procesable. La senal primaria (de tipo electroquimico,
masico, etc) se transforma por medio del transductor en una senal
secundaria, es decir, de tipo eléctrico.

2.1.2.Sensores electroquimicos

Dentro de la clasificacion de sensores quimicos, se pueden encontrar
diferentes tipos, como pueden ser sensores de tipo ptico, masico, térmico o
electroquimico. Los sensores que se han usado para la experimentacion de
este trabajo han sido de tipo electroquimico. Los motivos de esta eleccion han
sido, en primer lugar, la posible utilizacion de reducidas cantidades de analito
para su estudio, el abaratamiento de costes respecto a otros métodos de
analisis y la ventaja de que la senal obtenida con este tipo de sensores se
obtiene de forma inmediata, por lo que la interpretacion de resultados
obtenidos es directa, ademas de que no necesitan una instrumentacion de
elevada complejidad.

De este modo, en el caso de los sensores de tipo electroquimico, el objeto de
estudio es la interaccion electroquimica entre el analito y el sensor que, de
igual forma que en todos los tipos de sensores diferentes, se traduce en una
senal eléctrica estudiable y caracterizable.

Existe un tipo especial de sensores electroquimicos denominados
biosensores electroquimicos en los que se introducen elementos biolégicos,
en nuestro caso enzimas. Debido a que durante este trabajo también se ha
hecho uso de este tipo de sensores, se explicaran detenidamente en el
apartado 2.4.

«+ Tipos de sensores electroquimicos

Puesto que los sensores utilizados durante este trabajo se encuentran dentro
del grupo de sensores electroquimicos, se explicaran estos en mayor
profundidad.

Los diferentes tipos de sensores electroquimicos existentes son:
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o0

Sensores potenciométricos: se encargan de medir la diferencia de
potencial existente entre un electrodo de trabajo y un electrodo de
referencia.

Sensores conductimétricos: realizan una medicion de conductividad
provocada por el analito objeto de estudio.

Sensores impedimétricos: toman como base la espectroscopia de
impedancia. Se encargan, por tanto, de medir la impedancia propia de
un sistema ante diferentes frecuencias de estudio.

Sensores amperomeétricos: el principio de funcionamiento de los
mismos se basa en el establecimiento de un potencial fijo a un
electrodo de trabajo respecto a uno de referencia. Se tendra una celda
electroquimica con estos dos elementos ademas de un electrodo
auxiliar. Dentro de esta clasificacion se encuentran los sensores
voltamétricos, los cuales han sido los sensores utilizados para la
realizacion de este trabajo.

Por altimo, a modo de resumen, se presenta la Figura 2.2 con los principales
tipos de sensores comentados en estas paginas anteriores.

Sensores

Fisicos Quimicos

l Opticos |l Masicos | lTérmicosl Electroquimicos

Potenciométricos l Conductimétricos | l Impedimétricos Il Amperométricos |

Figura 2.2. Clasificacion de sensores
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2.2. Voltametria

Dentro del campo de la quimica analitica, pueden encontrarse diferentes
métodos electroquimicos que permiten caracterizar un analito, que es el
objeto de estudio [3]. La clasificacion de las técnicas mas destacadas dentro
de este campo se presenta en la Figura 2.3.

Gravimetria

Voltametria Electrogravimetria

Conductimetria Cronopotenciometria

Técnicas de

Cronoamperometria analisis Amperometria
electroquimico

Figura 2.3. Clasificacion de los métodos de analisis electroquimico

Nos centraremos en la explicacion y caracterizacion de la voltametria, ya que
ha sido el procedimiento utilizado en la caracterizacion de los analitos de este
trabajo.

2.2.1.Descripcion del proceso

Se caracteriza por ser un método de caracter electrolitico, por tanto se basa
en la oxidacion y reduccion de un analito contenido en una celda electrolitica
debido a la aplicacion de un potencial a través de un electrodo de trabajo. Las
ventajas de este método de analisis estriban en la falta de necesidad de
separacion previa de componentes debido a la especificidad del método y en
la posibilidad de trabajar con concentraciones reducidas de analito [4].

El proceso se realiza variando el potencial aplicado entre un potencial inicial y
otro potencial extremo. En este tipo de medicion, la informacion que se
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obtiene del analito objeto de estudio es la intensidad de corriente producida
al variar el potencial. Esta informacion se registra en forma de un grafico
denominado voltamograma, en el que se representa la intensidad de
corriente registrada en funcion del voltaje aplicado.

El fin de este método es posibilitar la deteccion de una especie electroactiva
contenida en un electrolito. Para que este método pueda ser realizado es
necesario el establecimiento de una celda electroquimica, la cual se compone
de tres electrodos y una disolucion en la que se encuentra dicho analito. En la
Figura 2.4 se representa un posible esquema de configuracion de la celda
electroquimica.

Voltage |
generator

<« AV —

Recorder 7

-~ solution

Figura 2.4. Celda electrolitica de voltametria ciclica

Como se muestra en la figura, se establece una diferencia de potencial
variable entre el electrodo de trabajo (WE) y un electrodo de referencia (RE).
Como electrodos de trabajo existen diferentes tipos, de sustratos muy
diversos como son platino, oro, mercurio o pasta de carbono y obtenidos
mediante procedimientos y técnicas muy variadas. En nuestro caso se ha
utilizado como electrodo de trabajo el fabricado a partir de pasta de carbono,
cuyas propiedades se definen en el apartado 2.3 y cuya elaboracion se
detalla en el capitulo 3.
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Como electrodos de referencia los mas usados son los de calomelanos
saturados o electrodos de Ag/AgCl. En nuestro caso se ha utilizado este
altimo, que se presenta de forma esquematica en la Figura 2.5. La
composicion principal del mismo consiste en un hilo de plata recubierto de
una solucién de cloruro de plata (AgCl), el cual se introduce en una solucion
de cloruro potasico (KCI). La funcion del mismo es la de medir la diferencia de
potencial existente entre el electrodo de trabajo y éste, siendo el potencial al
que se encuentra dicho electrodo de referencia constante.

Generalmente se dispone también de un electrodo auxiliar o contraelectrodo
(AE) fabricado de un material conductor que transmite la corriente desde la
fuente al electrodo de trabajo, a través del analito. En nuestro caso se ha
trabajado con un hilo de platino como contraelectrodo.

o . Silver wire
KCl solution coated with

AgCl

W
Parous disce

Figura 2.5. Electrodo de referencia Ag/AgCl/KCI

En el instante en el que se alcanza cierto potencial de trabajo para el cual se
produce una reaccion de reduccion u oxidacion de una especie presente en la
disolucion, se produce un aumento de intensidad considerable, que provoca
un pico en la respuesta obtenida a través del voltamograma.

Esta celda electroquimica debe ser conectada a un potenciostato, que es el
elemento que se encarga de aplicar el voltaje de polarizacion y medir la
intensidad de corriente producida en el proceso.
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Ademas, se debe tener un software especifico que genere los voltamogramas
convenientes con la respuesta obtenida del proceso electroquimico. Una
representacion esquematica de todo el conjunto se muestra en la Figura 2.6,
en la que se tendria como elementos en la celda el contraelectrodo (C), el
electrodo de trabajo (W) y el electrodo de referencia (R).

Generador de funcién de barrido

Voltamograma

Potenciostato

ClWIR

Figura 2.6. Montaje necesario para la realizacion de voltametria.

Existen diferentes tipos de voltametrias en funcion de como se realice el
barrido de potencial. De esta forma podemos encontrarnos con voltametria
lineal, de onda cuadrada, de impulso diferencial o voltametria ciclica. En la
Figura 2.7 se presenta un esquema con los diferentes tipos de voltametria,

10
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asi como una grafica que representa en cada caso el potencial aplicado en
funcion del tiempo.

Durante este trabajo se ha hecho uso de la metodologia de voltametria
ciclica, por lo que en el siguiente apartado se explicara esta técnica en
detalle.

4 A 4 N

- 1
E
E
14 L =7
Lineal Onda cuadrada
4 A 4 N
K

E

t

Impulso diferencial Ciclica

Figura 2.7. Tipos de voltametrias y potencial aplicado en cada
caso en funcion del tiempo

2.2.2. Voltametria ciclica

El método de trabajo denominado voltametria ciclica (CV) consiste en la
aplicacion de un potencial a un electrodo de trabajo, el cual cambia con el
tiempo de la forma que se muestra en la Figura 2.8.

Para el desarrollo del experimento se establecen diferentes potenciales. En
primer lugar, se determina un potencial E1 de inicio, que generalmente toma

11
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un valor en el cual el valor de intensidad es despreciable, con el fin de que el
analito no se encuentre inicialmente reducido u oxidado. A continuacion se
realiza un barrido lineal de potencial (velocidad de barrido constante) hasta
un potencial limite E». En este punto se cambia la direccion de barrido hasta
que vuelve a alcanzarse el potencial inicial del electrodo de referencia, E1 [5].

Potencial

Es

Figura 2.8. Potencial aplicado en funcion del tiempo en una voltametria
ciclica

Suele elegirse un potencial E> tal que, al recorrerse el intervalo de potencial
(E2-E1), se produzca una reaccion de oxidacion y otra de reduccion, las cuales
sean el objeto de estudio.

Puede darse el caso de que sea necesario extender el barrido inverso hasta
un potencial mas alla de Ei, si esto ayuda a caracterizar mejor el analito, o
permite mostrar una reduccion importante, que ocurre a un potencial
determinado.

El voltamograma se construye de forma similar al resto de experimentos, ya
que se registra la intensidad de corriente en funcion del potencial aplicado.
Un ejemplo de voltamograma tipo puede ser el mostrado en la Figura 2.9.

El convenio establece las intensidades positivas como corrientes anddicas y
las negativas como catddicas. Los picos representan, como hemos
comentado anteriormente, puntos de reduccion y oxidacion del analito. Si el
pico se produce a intensidades positivas, se trataria de un pico de oxidacion, y
si la intensidad del pico es negativa, el pico se caracterizaria por ser de
reduccion.
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Acorde a la representacion de la figura, el pico de oxidacién tendria un
potencial EJ y una intensidad I3, que en el caso del pico de reduccion serian
EI‘; y Ig respectivamente. De esta forma, se puede caracterizar un analito a

partir de los picos redox producidas, la morfologia del voltamograma y las
intensidades de corriente producidas.

Intensidad A ;

-
E» Potencial

Figura 2.9. Voltamograma registrado de una voltametria ciclica

Como Ultimo punto de este apartado se comentarda un aspecto de suma
importancia como es la reversibilidad o irreversibilidad del proceso redox, la
cual se determina a partir de la respuesta voltamétrica obtenida. Para
determinar la reversibilidad o irreversibilidad de un proceso es necesario
atender a distintos parametros, que se detallan a continuacion.

+ Reversibilidad e irreversibilidad del proceso

Un proceso es reversible cuando, al realizar el barrido inverso de potencial, se
realiza un desplazamiento a través de las posiciones de equilibro,
reduciéndose el producto de la electrélisis para obtenerse el componente
inicial. Existen diferentes parametros que caracterizan la reversibilidad de un
proceso. Asi pues, para que un proceso pueda determinarse como reversible
deben cumplirse las siguientes condiciones:

» La diferencia de potencial entre ambos picos debe tomar el valor:
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59
AE =Ej; —E; = - mV (Ecuacion 2.1)

» El potencial de aparicion de los picos no presenta una variacion con
respecto a la velocidad de barrido.

» El cociente entre las intensidades de los picos de reduccion y
oxidacion es igual a 1, por tanto, estas intensidades son idénticas:

Ip

| = 1 (Ecuacion 2.2)
P

» Las intensidades de los picos son proporcionales a la raiz cuadrada de
la velocidad de barrido.

2.3. Electrodos de pasta de carbono

Existen multiples métodos de preparacion de electrodos en la actualidad con
los que se trabaja actualmente en el campo de la investigacion. Ademas, el
trabajo con elementos nanoestructurados es un tema de creciente interés, ya
gue dichos componentes poseen ciertas caracteristicas que los convierten en
herramientas muy interesantes para el analisis quimico [6]. Por un lado, su
relacion superficie/volumen es mayor que en el caso de materiales no
nanoestructurados, que provoca una mayor rapidez en cuanto a la adsorcion y
desadsorcion de moléculas de analito. Ademas, con el uso de estos
materiales, se consigue una modificacion en la organizacion estructural, que
provoca unas propiedades diferenciadas frente a los materiales de pelicula
gruesa.

En cuanto a este tipo de métodos, existe una gran referencia bibliografica en
relacion a investigaciones realizadas con este tipo de metodologias, siendo
los mas tradicionales los métodos de Langmuir-Blodgett [7], Layer-by-Layer [8]
y monocapas autoensambladas.

Por otro lado, existen otros métodos tradicionales de fabricacion de
electrodos que incluyen diversos métodos, como son casting, adsorcion,
Screen Printring [9], método Sol-Gel o los electrodos de pasta de carbono.
Nos centraremos en la explicacion de estos Ultimos por ser los electrodos
usados en nuestro caso.
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2.3.1.Caracteristicas y funcionamiento

El método de fabricacion de electrodos a partir de pasta de carbono (CPE)
posee diversas caracteristicas que lo convierten en una metodologia
interesante de creacién de electrodos, algunas de ellas son las que se
mencionan a continuacion:

¢+ Se trata de unos electrodos de reducido coste de fabricacion, ya que
su fabricacion es manual y no son necesarios materiales de elevado
coste.

X/
°

Los limites de deteccion obtenidos son notablemente mejores que en
el caso de uso de otro tipo de electrodos.

* La limpieza de la superficie para futuras reutilizaciones se realiza de
forma muy sencilla.

+» El tiempo de preparacion del electrodo es relativamente menor, en
especial en comparacion con ciertas técnicas basadas en nanociencia,
como las comentadas anteriormente.

»  Permite la posibilidad de anadir elementos que modifiquen la pasta de
carbono mejorando la selectividad del sensor.

% Existe una extensa bibliografia que avala el buen funcionamiento de
los mismos en cuanto a la deteccion de analitos [10] [11] [12].

El electrodo se compone de un tubo o cilindro hueco en cuyo interior se
encuentra la pasta de carbono, compuesta de polvo conductor de grafito y un
aglutinante de tipo hidréfobo, organico, viscoso y no electroactivo como puede
ser la parafina o aceites minerales. Un aglutinante muy utilizado en la
fabricacion de estos es el aceite mineral Nujol, que es el que se ha utilizado
para la realizacion de este trabajo. Las particulas de grafito deben tener una
elevada pureza quimica y es necesario que se encuentren en un tamano del
orden de micrometros, debido a que tamanos mayores provocan peores
caracteristicas mecanicas y quimicas resultantes.

Ademas, para que se pueda dar una conduccion eléctrica del sistema, debe
anadirse un material conductor eléctricamente. Para ello se suelen usar
cables de cobre, platino, acero o grafito. En la Figura 2.10 se presenta un
electrodo de pasta de carbono de forma esquematica.
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<«———— Cable de cobre

< _ Cilindro hueco

I <«—— Elemento de retencién
<«—— Pasta de carbono

Figura 2.10. Composicion de un electrodo de pasta de carbono

En el apartado 2.2 se ha explicado la configuracion de la celda electroquimica
para la realizacion del método de voltametria ciclica. La funcion de este
electrodo de pasta de carbono en el sistema seria el de electrodo de trabajo
(WE). Un ejemplo del proceso completo, desde la preparacion de la pasta de
carbono hasta la obtencion del voltamograma se muestra en la Figura 2.11.

Grafito + aglutinante rRe -

(a) (d)

Figura 2.11. Proceso de elaboracion del CPE y obtencion del voltamograma

Acorde a la figura, en primer lugar se prepara la pasta de carbono, realizando
una mezcla del polvo de grafito con el aglutinante hasta obtener una pasta
homogénea (a), en segundo lugar se fabrica el electrodo de pasta de carbono
con los elementos anteriormente comentados (b), a continuacion se monta la
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celda electroquimica (c) con el CPE actuando como electrodo de trabajo (WE),
ademas del electrodo de referencia (RE) y contraelectrodo (AE); y por ultimo
se obtiene la respuesta en forma de voltamograma (d).

Como ultimo punto de este apartado se ha creido conveniente hablar del
efecto que produce en las respuestas la modificacion de electrodos con
diferentes componentes, los cuales actian como mediadores electronicos. En
concreto nos hemos centrado en los antecedentes bibliograficos de diferentes
tipos de nanoparticulas, para asi explicar el motivo de la eleccion de
nanoparticulas de titanio como elemento modificador de los electrodos.

2.3.2.Modificadores de los electrodos de pasta de carbono

Es interesante comentar la posibilidad de modificacion de la pasta de carbono
con diferentes tipos de particulas. Existe un gran nimero de referencias
bibliograficas que senalan la notable mejora de resultados y el aumento de
selectividad del electrodo gracias a la adicion de elementos que han
demostrado tener un efecto autocatalitico. Este es el caso de la ftalocianinas
[13] con las que el grupo de investigacion en el que se desarrolla este trabajo
tiene amplia experiencia. Por otra parte, también es muy extendido el uso de
nanoparticulas, ya que sus propiedades nanométricas aportan unas
caracteristicas Unicas a los electrodos de grafito. Existen, por tanto,
numerosos estudios en los que se hace uso de nanoparticulas de metales y
oxidos de metales [14].

Como modificadores se han usado ftalocianinas de diversos metales, como
son cobalto, cobre o zinc [15]. En cuanto a las nanoparticulas de metales,
algunas de las mas usadas han sido las de oro, cobalto, hierro y manganeso
[16]. En referencia a las nanoparticulas de 6xidos de metales, se han usado
nanoparticulas de 6xidos de niquel, de cerio o titanio [17].

A rasgos generales, con el uso de estas nanoparticulas se ha mejorado
notablemente la selectividad de los electrodos, viéndose reducidos los limites
de deteccion obtenidos; se han obtenido mayores intensidades de corriente y
se ha comprobado la existencia de una mayor reversibilidad en el proceso. Se
ha demostrado que las nanoparticulas juegan un papel importante como
mediadores electronicos.

Teniendo en cuenta estos estudios y considerando que no existen
antecedentes bibliograficos del uso de nanoparticulas de titanio, habiéndose
no obstante conseguido buenos resultados con nanoparticulas de 6xido de
titanio, se creyd que podria ser interesante estudiar el comportamiento de
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este elemento en forma nanométrica en la fabricacion de sensores de grafito,
y asi poder determinar si aportaba estas caracteristicas beneficiosas a los
resultados que se habian observado con otros componentes. Para ello se
aprovechara una disolucién de nanoparticulas de titanio en aceite teniendo
en cuenta que los electrodos de grafito se compactan mediante este fluido.

2.4. Biosensores quimicos

Un tipo de sensor electroquimico del que se ha hecho un uso extendido en el
campo de la investigacion cientifica es el biosensor quimico. La caracteristica
compartida de estos sensores radica en la adicion de un componente de tipo
biolégico como puede ser una enzima, anticuerpo o microorganismo. De igual
forma que en el caso de sensores quimicos, se encargan de transformar una
senal quimica en otra de tipo eléctrica.

En este trabajo se ha hecho uso de biosensores quimicos de tipo enzimatico,
por lo que se realizara una caracterizacion exhaustiva de los mismos.

Se ha comprobado en numerosos estudios que dichas enzimas, junto con la
adicion de ciertos componentes (como en este caso han sido las
nanoparticulas de titanio) actuando como mediadores electrénicos, han
aportado a los electrodos una mejor selectividad, mayor efecto autocatalitico
y limites de deteccion mas reducidos. Ya que el caso que nos ocupa es la
aplicacion de electrodos de pasta de carbono para el estudio de antioxidantes
y azlcares, se han encontrado un gran namero de referencias bibliograficas
que avalan el comportamiento mejorado en la deteccion de estos compuestos
con la adicion de enzimas [9] [18].

El proceso de inmovilizacion de enzimas puede realizarse por diferentes
métodos. De esta forma pueden encontrarse diversas técnicas como
deposicion electroquimica, deposicion electroforética, Langmuir-Blodgett o
Layer-by-Layer (LbL) [6]. En nuestro caso se han utilizado electrodos de pasta
de carbono con y sin modificar con nanoparticulas y se ha hecho uso de
glutaraldehido (Glu) como agente de entrecruzamiento (cross-linking).

Para este caso particular, el procedimiento seguido en el proceso de
inmovilizacion de la enzima conlleva dos procesos de union. En primer lugar
se produce la adsorcion de la enzima por la pasta y en segundo lugar se
realiza el entrecruzamiento debido a la accion del glutaraldehido. Una
representacion de la actuacion del glutaraldehido sobre las enzimas seria la
correspondiente a la Figura 2.12.
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DISSOLVED CLEAs
ENZYMEFE AGGREGATE

Gl lanldehyle
0° '

Figura 2.12. Entrecruzamiento de enzimas producido por accion del
glutaraldehido

A continuacion se procedera a realizar una explicacion detallada de los
biosensores creados a partir de las dos enzimas que se han utilizado para la
consecucion de este trabajo, siendo éstas la tirosinasa (Tyr) y la glucosa
oxidasa (GOx).

2.4.1.Biosensor de tirosinasa

La tirosinasa también es conocida como monofenol monooxigenasa o catecol
oxidasa. Esta enzima cataliza la oxidacion de fenoles, por lo que en este
trabajo se ha usado en la deteccion de catecol e hidroquinona. Su estructura
molecular en tres dimensiones se muestra en la Figura 2.13.

Figura 2.13. Estructura de la tirosinasa en 3D
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En la Figura 2.14 se presenta el mecanismo de actuacion de la tirosinasa. Si
un polifenol (en este caso el catecol) se oxida en presencia de oxigeno y
tirosinasa da lugar a una o-quinona (en este caso benzoquinona) y agua. Esta
o-quinona se reduce en la superficie del electrodo.

OH O

Catecol Benroquinona

Figura 2.14. Oxidacion de catecol en presencia de tirosinasa

Hemos decidido utilizar esta enzima para la deteccion de antioxidantes en
este trabajo debido a la selectividad que presenta para la deteccion de
fenoles y polifenoles y a que es una enzima ampliamente usado en la
investigacion cientifica, que ha demostrado aportar claras mejoras a las
respuestas voltamétricas [11] [13].

2.4.2.Biosensor de glucosa oxidasa

Se trata de una oxidorreductasa que cataliza la oxidacion de la glucosa, por lo
gue en este trabajo se ha usado para la determinacién de azlcares, en
concreto, a-D-Glucosa. Su estructura en tres dimensiones se muestra en la
Figura 2.15.

Figura 2.15. Estructura de la glucosa oxidasa en 3D
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Estos azlcares no pueden ser determinados sin la utilizacion de la enzima
GOx especifica, por lo que para la deteccion de glucosa Unicamente se ha
trabajado con biosensores.

En presencia de esta enzima y oxigeno se produce la oxidacion de o-D-
Glucosa para formarD-glucono-d-lactona y, mediante hidrélisis, conseguir
finalmente peroxido de hidrégeno (H202) y acido gluconico de la forma
siguiente:

Glucosa oxidasa
o-D-Glucosa + H20 + 0> » Acido Gluconico + H202

Esta enzima ha sido ampliamente usada en el campo de la investigacion y es
de gran interés cientifico, ya que ha demostrado tener un buen
comportamiento en cuanto a la deteccion de azucares [19].

2.5. Antioxidantes y azlcares en uvas de mostos

Son multiples los componentes quimicos que se encuentran en los productos
alimenticios, tomando algunos de ellos una mayor importancia respecto a
otros debido a las propiedades perjudiciales o beneficiosas que aporta su
consumo. Existe un gran interés por parte de la industria y la ciencia de
poder caracterizarlos y determinar su aparicion en los diferentes productos,
ya que un mayor porcentaje de aparicion de elementos beneficiosos aporta
un elevado valor anadido a dicho alimento. Debido a ello, se han desarrollado
diversos métodos de deteccion de los mismos, mencionados en el apartado
2.3, que permiten discriminar y controlar la calidad de ciertas sustancias
alimenticias en funcion del porcentaje que contienen de alguno de estos
componentes. El grupo de sensores de la Universidad de Valladolid, con el
gue he trabajado durante estos meses, enfoca sus investigaciones al estudio
de vinos y mostos, por lo que en este trabajo nos hemos centrado en el
estudio de polifenoles y azlcares, debido a las propiedades antioxidantes de
los primeros y el gran porcentaje de aparicion en uvas de mostos de los
segundos. Aun asi, pueden encontrarse diversos estudios cuyo objeto de
aplicacion son diferentes tipos de cervezas o aceites [12] [20]. En los
siguientes apartados se explicaran estos componentes en mayor detalle.
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2.5.1.Polifenoles

Los polifenoles se definen como un conjunto heterogéneo de moléculas que
se caracterizan por tener grupos bencénicos en su estructura molecular,
sustituyendo hidrégenos de la cadena por funciones hidroxilicas. Una de las
propiedades mas remarcadas de los polifenoles es su capacidad antioxidante.
Esta propiedad es la que los ha convertido en un material muy interesante y
deseable desde el punto de vista de una dieta saludable.

Existen cerca de 8000 polifenoles diferentes, siendo los principales grupos
[14]:

¢ Flavonoides: pigmentos verdes no nitrogenados. Existen unos
600 tipos diferentes dentro de este grupo, y su aparicion se
produce en compuestos vegetales y plantas. Algunos de los
flavonoides mas destacados son las catequinas, los carotenos,
los betacarotenos, la quercitina, la luteina o el resveratrol.

% Acidos y alcoholes fenélicos: algunos de los mas conocidos son
los acidos galico, cafeico y vanilico.

Los polifenoles se pueden encontrar en mas de 450 alimentos diferentes. Se
han realizado numerosos estudios relativos a polifenoles debido a las
propiedades antioxidantes que éstos poseen. Ademas de ello, se ha
comprobado que tienen propiedades anti-inflamatorias y que son capaces de
actuar sobre el sistema neurolégico aliviando, entre otras cosas, la ansiedad.
Asimismo actlan como antiagregante plaquetario y antitrombético, por lo
tanto, son claramente beneficiosos en cuanto a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares. También se ha comprobado que una dieta
rica en polifenoles disminuye el riesgo de aparicion de tumores cancerigenos
y enfermedades neurodegenerativas. Debido a todas estas propiedades
beneficiosas para el consumo humano se han realizado numerosas
investigaciones cientificas en torno a ellos, desarrollando y optimizando
métodos de deteccion e identificacion de los mismos [9].

Como se ha dicho anteriormente, el objetivo de la fabricacion de estos
sensores es la aplicacion a vinos y mostos, por lo que resulta de interés
comentar la importancia de la aparicion de antioxidantes en la composicion
de los mismos y las consecuencias que estriban del mayor o menor contenido
de polifenoles en los mostos. Segun el grado de maduracion en el que se
encuentre la uva, el contenido en polifenoles sufre una variacion, por lo que el
mayor o menor porcentaje de aparicion de los mismos en la uva puede
convertirse en un parametro de determinaciéon de la madurez de la misma
ademas de un importante indice de calidad. Debido a ello, resulta de suma
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importancia poder realizar una deteccion del contenido de estos polifenoles
en vinos y mostos. De esta forma, se han elegido como antioxidantes para la
realizacion de este trabajo dos isOmeros de igual estructura molecular, que
cobran una importancia elevada en la aparicion en las uvas de mostos,
siendo éstos el catecol (CC) y la hidroquinona (HQ). Cabe destacar que este
trabajo es un estudio preliminar del comportamiento de los CPE en cuanto a
la deteccion de antioxidantes y azlcares, por lo que no se ha estudiado el
comportamiento de estos sensores directamente en mostos puesto que sera
objeto de una investigacion posterior una vez se haya concluido su utilidad al
respecto. Se presenta, por tanto, como una linea de futuro la aplicacion de
estos CPE en mostos de diferentes caracteristicas y composiciones.

A continuaciobn se comentaran mas en detalle las caracteristicas y
propiedades de estos dos isomeros elegidos para la realizacion de este
trabajo.

+» Catecol

También es conocido como pirocatecol o 1,2-didroxibenceno. Su férmula
estructural es CeHe02, su masa molecular es 110,1 g/mol y su densidad 1,34
g/cm3. Se presenta comercialmente en forma de cristales de plumas blancas,
facilmente solubles en agua. En la Figura 2.16 se representa su estructura
molecular.

OH
OH

Figura 2.16. Estructura molecular del catecol
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+»+ Hidroquinona

También conocido como 1,4-dihidroxibenceno. Su formula molecular es
CeHs02., su masa molecular es 110,11 g/mol. Tiene una densidad de 1,30
g/cms3, un punto de fusion a 172 °C y un punto de ebullicion a 287 °C. Su
estructura molecular se representa en la Figura 2.17.

HO OH

Figura 2.17. Estructura molecular de la hidroquinona

Ambos is6meros han sido utilizados en numerosas investigaciones,
realizandose su caracterizacion con diferentes tipos de sensores. Sin
embargo, es de gran interés poder caracterizarlos, no de forma
independiente, sino conjunta en una mezcla de ambos. Esto es debido a que
posibilitaria que un Unico sensor fuera capaz de realizar discriminaciones de
ambos componentes en la aplicacion directa de mostos, lo cual despierta
gran interés en este campo. A causa de ello, se han realizado investigaciones
previas en las que se ha buscado poder llevar a cabo esta discriminacion
conjunta [21] [22] pero se han encontrado dificultades en el proceso debido a
que los picos asociados aparecian englobados, por producirse a potenciales
muy similares. Es por esto que uno de los objetivos que perseguimos con este
trabajo es poder determinar ambos isémeros en una mezcla de ambos
componentes, y asi determinar si los sensores modificados con
nanoparticulas son adecuados para realizar este proceso.

2.5.2. Azlcares

Dentro de esta denominacion se clasifican los diferentes monosacaridos,
disacaridos y oligosacaridos. De esta forma, los azlcares se clasifican, de
acuerdo al nimero de sacaridos que contienen, en tres grupos principales:

Rl

¢+ Monosacaridos: también llamados azlcares simples. Dentro de este
grupo se encuentran la glucosa y la fructosa.
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++ Disacaridos: como su propio nombre indica, contienen dos sacraidos
en su cadena. Algunos de ellos son la lactosa, la sacarosa o la
maltosa.

X/
°

Oligosacaridos: este grupo se caracteriza por tener tres sacaridos en
su estructura. Algunos de los principales oligosacaridos o trisacaridos
son la maltotriosa o rafinosa.

Centrandonos en la importancia de los azlcares en la composicion de la uva,
cabe destacar que son uno de los elementos que aparece en mayor
proporcion, sélo superado por el agua. Se encarga de aportar sabor dulce a la
uvay es un elemento importante como fuente de energia. Tiene gran facilidad
de oxidacion y capacidad reductora. En este trabajo nos centraremos en el
estudio de «o-D-Glucosa, cuyas caracteristicas principales se presentan a
continuacion.

% o-D-Glucosa

Es un compuesto de formula estequiométrica CesH1206. Su masa molecular es
180 g/mol, posee una densidad de 1,54 g/cm3 y su punto de fusion es
150 °C. La estructura molecular se puede observar en la Figura 2.18.

CH,OH

@)
OH

OH OH
OH

Figura 2.18. Estructura molecular de la glucosa
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CAPITULO 3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El objetivo de este capitulo es realizar una explicacion detallada de los pasos
seguidos para la consecucion de toda la parte experimental llevada a cabo en
este trabajo. Para ello se comenzara realizando una explicacion de la
preparacion de los electrodos de pasta de carbono, continuando con la
fabricacion de biosensores, y explicando, en dultimo lugar, la técnica
experimental de voltametria ciclica en detalle, utilizada en la caracterizacion
de los sensores. En todos los apartados se detallaran, ademas, los materiales
utilizados para cada proceso.

3.1. Preparacion de sensores

Dentro de la diversidad de sensores con los que se trabaja a dia de hoy,
comentados en el capitulo anterior, el tipo de sensores que se ha elegido para
ser usados en este trabajo son los elaborados a partir de pasta de carbono.
Se usaran los electrodos de pasta de carbono como elementos de referencia
en las mediciones, y se fabricaran otros sensores modificados con
nanoparticulas de titanio, cuyos resultados se compararan con los primeros
para poder estudiar las modificaciones que supone la introduccion de estas
nanoparticulas en el comportamiento electroquimico de los sensores.

A continuacion se comentaran los materiales utilizados para la fabricacion de
estos electrodos, el proceso de elaboracion de la pasta y la fabricacion del
soporte de contencion de la misma.

3.1.1.Materiales utilizados

Para poder llevar a cabo la preparacion de la pasta de carbono de los
electrodos de trabajo, hemos hecho uso de los siguientes materiales del
laboratorio:

+» Grafito Ultracarbon F purity
+ Espatulas

++ Vidrios de reloj
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% Pipetas Pasteur

%+ Aceite mineral (Nujol)

+ Nanoparticulas de Titanio en base aceite

++» Balanza analitica de precision Precisa 125A

En cuanto a la fabricacion de los soportes de contencion de la pasta de
carbono, los materiales necesarios han sido:

++ Jeringuillas PVC 1 mL (Cod. 07642157 1 ml BD Suministros Jimeno)

+* Bobina de cable Cu/Sn (diametro = 1,5 mm)

X/
°

Cuter, tijeras, pinzas

>

% Mechero

L)

% Clips

3.1.2.Preparacion de la pasta

Se han usados dos composiciones diferentes en cuanto a la pasta de
carbono, por lo que los sensores utilizados para los estudios experimentales
se clasifican en dos tipos:

++ Electrodos de carbono: para la fabricacion de 4 sensores de este tipo
se han utilizado 0,20 gramos de carbono y 0,13 gramos del aceite
mineral Nujol.

++ Electrodos de carbono modificados con nanoparticulas de Titanio: en
este caso, y ya que las nanoparticulas de Titanio estan dispuestas en
base de aceite, para el mismo nimero de sensores, las cantidades
usadas seran 0,17 gramos de carbono, 0,10 gramos de Nujol y 0,03
gramos de nanoparticulas de titanio.

Se depositan las cantidades de cada uno de los casos anteriores en un vidrio
de reloj diferente y se pesan en la balanza analitica de precision Precisa 125A
(Figura 3.1).

28



CAPITULO 3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 3.1. Balanza analitica de precision Precisa 125A

Se debe controlar que las cantidades sean las correctas, ya que una mala
eleccion las mismas puede provocar que la pasta quede excesivamente
liquida, y que por tanto, no se introduzca bien en los soportes de las
jeringuillas, o que quede demasiado espesa, Yy COmo consecuencia se
produzcan poros al realizarse el llenado. Es importante que la pasta se
introduzca correctamente, de forma homogénea y que no exista porosidad en
el sensor final, por o que es necesario seguir los pasos con mucho cuidado.

Una vez que se depositan los diferentes componentes en el vidrio de reloj se
procede a la homogeneizacion de la mezcla con la ayuda de una espatula.

En primer lugar se junta toda la pasta en el centro del vidrio de reloj, con
cuidado de que no queden restos de algun componente en los laterales, como
en la Figura 3.2. (a).

A continuacion se procede a homogeneizar la pasta. Para ello, se presiona la
pasta poco a poco con la espatula, extendiéndola lentamente en una
direccion determinada como indica la Figura 3.2. (b) hasta que queda una
fina capa repartida en el vidrio de reloj (Figura 3.2. (c)). A continuacion, se gira
el vidrio unos 45° aproximadamente y se repite el mismo proceso en esa
direccion. Se repite el proceso hasta que se retorna a la posicion inicial.
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Figura 3.2. Proceso de homogeneizacion de la pasta de carbono

Se repite todo el proceso durante unos 45 minutos, y se deja reposar la
mezcla durante 4 o0 5 horas.

Pasado este tiempo vuelve a repetirse el procedimiento anterior durante otros
45 minutos. En ese momento la pasta ya esta lista para introducirse en los
soportes, por o que el siguiente paso es preparar estos para que el contacto
eléctrico posterior se realice satisfactoriamente.

3.1.3.Fabricacion de los electrodos

Como soportes para la contencion de la pasta de carbono se han usado
jeringuillas PVC de 1 mL de capacidad, como la mostrada en la Figura 3.3.

Figura 3.3. Jeringuilla PVC 1 mL
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Sera necesaria una preparacion previa de los mismos, antes de poder
introducir la pasta, por lo que deberan seguirse los pasos comentados a
continuacion.

En primer lugar, se separan los diferentes elementos que componen la
jeringuilla y se desecha la aguja, ya que ésta parte no sera necesaria para la
fabricacion de los electrodos.

En segundo lugar, para poder introducir el cable de cobre, que servira de
elemento conductor eléctrico, sera necesario realizar una perforacion en la
pieza de goma de la jeringuilla para que el cable pueda atravesarlo. Dicha
perforacion se realizara con un clip puesto al rojo con la ayuda de un
mechero, y debera quedar lo mas centrada posible, para que el cable que
posteriormente se introducira en ella sea lo mas equidistante posible a las
paredes del soporte. El resultado quedaria de la forma representada en la
Figura 3.4.

Figura 3.4. Proceso de perforacion del émbolo

A continuacion debe realizarse un corte plano, con la ayuda de un cuter, en el
extremo esférico final del émbolo, y otro de forma triangular en la parte
superior para que el cable pueda deslizarse sin encontrarse con ningln
obstaculo (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Proceso de corte de émbolo

Por ultimo debera cortarse el cable de cobre con la ayuda de unas tijeras.
Este debera tener una longitud de 20 cm, y sera necesario pelarlo por ambos
lados, con una longitud diferente en cada uno de ellos. En el extremo en el
que el cable hace contacto con la pasta de carbono, debera existir una
longitud pelada de 1 cm, y en el extremo en el que va conectado al
potenciostato, ésta sera de 2 cm (Figura 3.6).

Figura 3.6. Cable de cobre de diametro 1,5 mm

Finalizada la preparacion de las diferentes partes del soporte, se colocara el
cable junto al émbolo, se hara pasar la pieza de goma por ambos
componentes para mantenerlos unidos y todos ellos se introduciran en el
soporte. Se debe procurar que el extremo del cable que posteriormente se
encontrara en contacto con la pasta quede un par de milimetros por debajo
de la superficie del final del soporte, ya que si sobresale algo de cable se
produciran errores en las mediciones.
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El resultado final de la jeringuilla preparada para la introduccion de la pasta
se representa en la Figura 3.7.

Figura 3.7. Jeringuilla modificada para su utilizacion como CPE

El Gltimo paso es introducir la pasta de carbono en el soporte preparado. Para
ello, se extendera cuidadosamente la pasta por el vidrio de reloj, procurando
que la capa que queda sea muy fina, para que dicha pasta se introduzca con
suavidad en el soporte.

Realizado esto, se colocara la jeringuilla a unos 45° respecto a la mesa de
trabajo y se llevara ésta desde el extremo del vidrio de reloj hasta el centro,
barriendo la pasta que encuentre en el camino. Al llegar a la posicion central,
se colocara la jeringuilla en posicion vertical, para que la pasta barrida se
introduzca en el volumen inferior del soporte.

Se repite esta operacion durante unos 45 minutos y se deja reposar el
electrodo en posicion horizontal durante una noche. Es importante que en
esta primera parte de la operacion la pasta se introduzca de forma suave, sin
forzarla a entrar en la jeringuilla con movimientos bruscos o impactos de la
superficie de entrada de la pasta contra el vidrio de reloj o la espatula.

Pasada esa noche de reposo, se vuelve a repetir el proceso de nuevo,
pudiéndose realizar en esta ocasion “picoteos” de la superficie de la
jeringuilla contra el vidrio de reloj, para eliminar los posibles poros que se
puedan producir, y con el fin de compactar toda la pasta en el volumen
afinado para que el contacto eléctrico posterior se realice de forma
satisfactoria.
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Pasados esos 45 minutos de proceso, se deben colgar los electrodos finales
durante una noche, para lo que hemos usado las pinzas del laboratorio

(Figura 3.8).

Figura 3.8. Pinzas de sujecion

El motivo de colgar los electrodos se debe al propdsito de que éstos
permanezcan en posicion vertical durante el tiempo de reposo, para que el
electrodo exude el Nujol que contiene la mezcla. Durante el tiempo de reposo
se deberan cubrir con papel de aluminio para que permanezcan aislados del

exterior (Figura 3.9).

Figura 3.9. Sistema de reposo vertical de los electrodos
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Una vez pasado el tiempo de espera ya puede descolgarse y almacenarse
para las posteriores mediciones que se realizaran con él. El electrodo
preparado para la medicion de los resultados se puede ver en la Figura 3.10.

Figura 3.10. CPE preparado para su utilizacion

Por dltimo, se representa una imagen con los dos tipos de sensores
diferentes, el inferior es el electrodo de grafito, y el superior el modificado con
nanoparticulas de titanio (Figura 3.11)

CPE-TiNP’s

CPE-C

i g

Figura 3.11. Comparativa de electrodo CPE-C con CPE-TiNP’s

Una vez que se ha detallado el procedimiento de creacion de los electrodos
de pasta de carbono, se procedera a explicar como éstos se transforman en
biosensores, ya que para la realizacion de la parte experimental se ha
trabajado con ambos tipos de electrodos.
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3.2. Preparacion de biosensores

Para su fabricacion se parte de los sensores de pasta de carbono, cuya
elaboracion se ha explicado anteriormente, y se les adiciona una enzima
especifica, que reaccionara con el analito para su deteccion, convirtiendo asi
el sensor en especifico. En los apartados siguientes se detallaran las enzimas
utilizadas para la medicion de cada uno de los diferentes analitos y el
procedimiento que se ha seguido para la deposicion de los mismos en los
CPE.

3.2.1.Elementos utilizados

El elemento que diferencia a los biosensores de los sensores comentados en
el apartado anterior es la adicion a la pasta de carbono de una enzima. Por
ello, en primer lugar, es necesario determinar las enzimas usadas. Para el
estudio del presente trabajo se han utilizado dos enzimas diferentes,
habiéndose elegido cada uno de ellas para la medicion de un compuesto
determinado:

+« Tirosinasa from mushroom (tyr): con esta enzima se realizaran
mediciones de antioxidantes. En este caso serd utilizado para la
medicion de catecol, hidroquinona, y mezclas de ambos analitos.

*» Glucosa Oxidasa G7141 Type X-S (GOx): esta enzima es especifica
para la medicion de azlcares. Por tanto, sera utilizada para la
caracterizacion de la glucosa.

El resto de elementos necesarios para poder llevar a cabo la preparacion de
los biosensores son los siguientes:

¢+ Micropipeta Pluripet (Figura 3.12): Debido a que la cantidad de enzima
depositada en el electrodo es de 10 L, es necesario disponer de un
instrumento que sea capaz de administrar esta cantidad. Debido a ese
motivo se ha usado esta micropipeta de alta precision, que tiene un
rango de medida de O a 10 pL.

36



CAPITULO 3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Figura 3.12. Micropipeta Pluripet

+»+ Soporte para colocar los electrodos en posicion vertical (Figura 3.13).
Esto permite que la deposicion de la gota de enzima se pueda
depositar correctamente. Esta caja tiene unas perforaciones con un
diametro igual al de los electrodos, para que asi puedan mantenerse
en la posicion indicada.

Figura 3.13. Soporte de mantenimiento vertical de electrodos

% Tapa para vaso de precipitados (Figura 3.14). La funcion de ésta es el
acoplamiento con el vaso de precipitados que contiene la solucion de
glutaraldehido. Lo que se busca es un cierre hermético para que los
vapores del glutaraldehido actien Unica y exclusivamente sobre la
superficie de los electrodos, y que no haya escape de ellos al
ambiente. Esta tapa tiene unas perforaciones de igual diametro que la
boquilla de la jeringuilla para que se adapten a ella adecuadamente, y
de forma que puedan mantenerse en posicion vertical durante el
proceso.
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Figura 3.14. Tapa para vaso de precipitados

3.2.2.Procedimiento de deposicion de enzimas

Como se ha comentado en el apartado 2.4, en la deposicion de enzimas se
produce un proceso de adsorcion de los mismos por la pasta, y otro proceso
posterior, denominado cross-linking, provocado por el efecto de los vapores
del glutaraldehido que sirve de fijador aunque también ejerce un cierto efecto
pantalla.

En primer lugar se introduciran los sensores a los que se les vaya a depositar
la enzima en una solucion buffer fosfato durante 2 minutos. La razdén de
realizar este paso es debido a que la enzima debe trabajar con compuestos a
pH neutro para que ésta se mantenga en perfectas condiciones, por lo que
debe asegurarse que se eliminan correctamente los restos que pudieran
quedar en el electrodo de anteriores disoluciones con las que haya podido
entrar en contacto. En nuestro caso, antes de depositar la enzima, todos se
ciclaron en KCI 0,1 M de pH 5 para observar si existia algin posible error en
alguno de ellos, por lo que después se introducian en una solucién tampén
buffer fosfato 0,01 M de pH 7 para la eliminacion de los posibles restos de
KCI que hubieran quedado en el electrodo.

A continuacion deben colocarse en posicion vertical, posicionandose el
extremo en el que se encuentra la pasta hacia arriba, para posibilitar la
deposicion de la enzima en ese extremo. Para ello, se colocan en la caja con
perforaciones y se deposita en la punta del electrodo una gota de 10 uL de
enzima, previamente descongelada, controlandose la cantidad con la
micropipeta Pluripet. En la Figura 3.15 se representa la disposicion de los
electrodos en la caja, y puede visualizarse la gota en la punta del electrodo.

Después de la deposicion de la primera gota es necesario dejar reposar el
electrodo unos 45 minutos, ya que ese es el tiempo que se tarda
aproximadamente en absorber por completo la gota. Esperado ese tiempo, se
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procedera a depositar la segunda y ultima gota sobre el electrodo, y se dejara

reposar otros 45 minutos. Con este proceso se ha completado la primera
parte de adsorcion de la enzima.

Figura 3.15. Deposicion del enzima en la superficie de los electrodos

A continuacion se pondran en contacto los electrodos con los vapores del
glutaraldehido durante 20 minutos para que se produzca el efecto de
entrecruzamiento de las enzimas con la pasta de carbono, denominado cross-

linking, y asi asegurar que las enzimas se pegan de forma correcta a la pasta
del sensor.

Figura 3.16. Proceso de contacto de electrodos con vapores del
glutaraldehido
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Para ello se ha disenado una tapa con diferentes agujeros del mismo tamano
que la boquilla de la jeringuilla, asi es posible poner en contacto el vaso de
precipitados que contiene el glutaraldehido con la superficie del electrodo en
la que se encuentra la pasta de carbono. Se procurara que los sensores se
encuentren lo mas verticales posibles. La disposicion se puede observar en la
Figura 3.16.

Una vez transcurridos los 20 minutos, se dejaran reposar al aire los
electrodos durante 15 minutos y se congelara el glutaraldehido para futuros
procesos. Por Ultimo, se volveran a introducir los electrodos en la solucion de
buffer fosfato durante 30 segundos. Con este Ultimo proceso se habra
completado la creacion de biosensores.

Estos biosensores pueden usarse inmediatamente después para realizar las
mediciones oportunas. Otra alternativa es guardarlos de forma horizontal a
4 °C hasta que sea necesaria su utilizacion. Se aconseja no demorarse en
exceso en la utilizacion de los biosensores una vez colocada la enzima, ya que
ésta puede perder propiedades con el paso del tiempo.

3.3. Medicion de resultados

Una vez que se han preparado los (bio) sensores se procede al uso de los
mismos para la caracterizacion de los diferentes compuestos que se vayan a
usar, siendo en nuestro caso el catecol, la hidroquinona y la glucosa. A
continuacion se detallaran los elementos usados para la realizacion de las
mediciones, las diferentes disoluciones preparadas para la obtencion de los
resultados, y la caracterizacion de nuestro proceso de medicion.

3.3.1.Elementos utilizados

En primer lugar se enumeraran los elementos del laboratorio utilizados y en
segundo lugar se comentaran los diferentes elementos necesarios para la
creacion de la celda electroquimica y la realizacion del proceso experimental.

Material de laboratorio

Se ha hecho uso de los siguientes elementos:

< Guantes de latex
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+ Matraces de 50, 100 200, 500 y 1000 mL
*+ Vasos de precipitado
+ Espatulas

« Cucharillas

%+ Vidrios de reloj

+» Capsulas de eppendorf
s Probetas

% Pipetas Pasteur

s Parafilm

% Tijeras

+ Papel de aluminio

¢ Mechero

% Micropipeta Ecopipette

3

Figura 3.17. Micropipeta Ecopipette

Elementos para las mediciones electroquimicas

Como elementos constitutivos de la celda electroquimica han sido necesarios
los siguientes instrumentos:

+ Electrodo de trabajo: como electrodo de trabajo se han utilizado los
(bio)sensores preparados como se ha determinado en apartados
anteriores. Se coloca en la posicion central del sistema.
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7
L X4

R/
0‘0

Electrodo de referencia: se usara el electrodo Ag/AgCl/KCl 3M (Figura

3.18). Para purificarlo se lava el extremo con agua ultra pura
desionizada. La disposicion del mismo en el sistema es la izquierda.

Figura 3.18. Electrodo de referencia Ag/AgCl/KCI 3M

Contraelectrodo: se ha usado un hilo de platino (Figura 3.19). Antes de
la utilizacion del mismo es necesario purificarlo, para ello se quema el
extremo que estara en contacto con la disolucion con un mechero
durante unos segundos. El electrodo ocupa la posicion izquierda de la
celda.

Figura 3.19. Contraelectrodo de platino

El analito se dispondra en una celda, de tamano grande o pequeno, en
funcion de la cantidad con la que se trabaje del mismo (Figura 3.20).

Figura 3.20. Celda de tamano grande
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En la Figura 3.21 se representan los electrodos y contraelectrodo
determinados formando el circuito explicado, y habiendo siempre contacto
entre la disolucion que se pretenda medir y todos los elementos del sistema.

Electrodo
de trabajo

Electrodo

de referencia

Contraelectrodo

Figura 3.21. Celda electroquimica

Como herramienta para establecer el potencial de polarizacion necesario,
registrar la densidad de corriente para cada valor de potencial y representar
los resultados por medio del software especifico, se ha usado el
Potenciostato/Galvanostato PARStat 2273 (Figura 3.22).

Figura 3.22. Potenciostato/Galvanostato PARStat 2273
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La disposicion de los elementos que se han comentado en este apartado,
necesarios para la realizacion de mediciones, se visualizan en la Figura 3.23.

Figura 3.23. Disposicion de elementos para el analisis experimental

El software utilizado para la representacion y generacion de resultados a
partir de los que se ha realizado posteriormente el tratamiento de datos es
Electrochemistry PowerSuite, de Princeton Applied Research (Figura 3.24).

Electrochemistry PowerSuite"
Princeton Applied Research

Figura 3.24. Software Electrochemistry PowerSuite
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3.3.2.Disoluciones utilizadas

Para poder llevar a cabo la realizacion de las mediciones descritas en el
apartado anterior, se han preparado diferentes disoluciones. El agua que se
ha utilizado como disolvente en las diferentes soluciones ha sido agua
ultrapura destilada y desionizada MilliQ MILLIPORE (Figura 3.25).

Figura 3.25. Sistema MilliQ MILLIPORE

Para la medicion de las diferentes masas necesarias en la preparacion de
cada disolucion se ha utilizado la balanza digital analitica Precisa 125A
correspondiente a la Figura 3.1.

Para asegurar que los reactivos se disolvian correctamente se utilizd el
dispositivo de ultrasonidos Selecta Ultrasons, que se muestra en la Figura
3.26.

Figura 3.26. Dispositivo de ultrasonidos Selecta Ultrasons
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A continuacion se presentan las distintas disoluciones preparadas durante la
realizacion de este trabajo.

X/
°

X/
L X4

Solucién de cloruro potasico (KCl) 100 mL 0,1 M.

Se disuelven 0,7518 g de KCI en agua ultrapura desionizada. Esta
disolucion se usa como base para medir los electrodos y comprobar
que funcionan de la manera adecuada, y como disolvente para
preparar disoluciones de catecol e hidroquinona. También es la
disolucién que contiene el electrodo de referencia, por lo que es
necesario prepararla cuando sea necesario cambiar la disoluciéon del
interior del electrodo.

Solucién de buffer fosfato 1L 0,1 M (pH=7)

Para la preparacion de esta disolucion, que se usara como disolvente
de los antioxidantes y la glucosa, es necesario disolver dos elementos
diferentes en agua ultrapura desionizada, cuyas denominaciones y
cantidades necesarias se presentan a continuacion:

» Fosfato monosodico (NaH2Po4) — 0,7318 g

» Fosfato disédico (Na2HPQ4) ==  (0,5393 g

La utilizacion de buffer fosfato como disolvente de los analitos en lugar
de KCI aporta al medio un pH neutro, a diferencia de la solucion de
KCI, que tiene un pH de, aproximadamente, 5. Esta diferencia es
crucial cuando las mediciones se realizan con enzimas, ya que éstas
deben trabajar en un medio neutro, por lo que la utilizaciéon de un
disolvente u otro se determinara en funcion de si las mediciones se
realizan con sensores, en cuyo caso el disolvente seria KCl, o si se
trabaja con biosensores, que se usaria buffer fosfato como disolvente.

Como ultimo punto a destacar sobre la preparacion y uso del buffer
fosfato, cabe decir que puede usarse hasta semanas después de su
preparacion, siempre y cuando se mantenga guardado en el frigorifico.

46



X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

CAPITULO 3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Solucion de catecol 100 mL 103 M

Para esa cantidad determinada, se disuelve una cantidad de 0,011 g
de catecol en el disolvente correspondiente. Como disolventes se han
usado KCl o buffer fosfato, dependiendo del pH que se deseaba
aportar a la solucion en cada momento. En el caso de mediciones con
sensores, el disolvente que se ha usado en la fase de experimentacion
ha sido KCl, y para las pruebas con biosensores, donde el pH requerido
era 7, se ha usado como medio solvente buffer fosfato.

Esta disolucion debe prepararse en el momento de uso y es necesario
que se proteja con papel de aluminio, ya que se oxida con facilidad.

Solucion de hidroquinona 100 mL 103 M

Para la preparacion de la misma cantidad de disolucion que en el caso
anterior, la cantidad que deberda aportarse del elemento sera la
misma, ya que las masas moleculares de ambos analitos son
idénticas. Asimismo, como en el caso del catecol, el disolvente
utilizado sera KCI o buffer fosfato, dependiendo del medio en el que se
desee trabajar.

También se han preparado las disoluciones requeridas en el momento
de la utilizacion y se han protegido adecuadamente, ya que la
hidroguinona es igualmente sensible a la oxidacion.

Solucién de glucosa 100 mL 103 M

Se utilizaran 0,036 g de a-D-glucosa para esa cantidad determinada.
Ya que la glucosa unicamente se ha medido con enzima Glucosa
Oxidasa, y la enzima necesita un pH neutro para comportarse de forma
adecuada, el disolvente que se ha usado siempre ha sido buffer
fosfato.

Esta disolucion puede permanecer varios dias en perfecto estado
posteriormente a su preparacion, siempre que se guarde a 4 ‘Cy
protegida con papel de aluminio.
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¢ Solucion de glutaraldehido

Se prepara una disolucion de glutaraldehido al 25%, que se usara para
poner en contacto los vapores con los sensores con la enzima
depositada, y asi producirse el entrecruzamiento de la enzima con la
pasta.

Esta solucion puede usarse mas de una vez, siempre que se proteja
con parafilm y papel de aluminio, y se mantenga la solucién guardada
y congelada.

3.3.3.Voltametria ciclica

Los sensores de pasta de carbono con y sin modificar son sensores
voltamétricos y por tanto se utiliza la voltametria ciclica como técnica de
medicion en todos los ensayos realizados, aunque los parametros de ensayo
varian en funcion del analito y del tipo de (bio)sensor. En este apartado se
detallan los valores de potenciales y el nimero de ciclos realizados para cada
tipo de estudio realizado.

A continuacion se explicara la puesta en marcha del mismo para nuestro
proceso de medicion en concreto, que ha sido el de la realizacion de
mediciones a partir de voltametria ciclica en rampa.

A lo largo de la definicion de todos los parametros necesarios para la
realizacion de una medicion, se muestran diferentes ventanas en el software,
en las cuales establecemos los datos necesarios en cada caso.

En el momento de iniciar un nuevo experimento, debemos elegir qué tipo de
método estableceremos. Como se ha dicho anteriormente, para este trabajo
se ha elegido la opcion de voltametria ciclica en rampa (Cyclic Voltammetry
(Ramp)). Como bien se muestra en la descripcion, para definir completamente
este método, serda necesario introducir el potencial inicial y los dos
potenciales extremos, que en nuestro caso variaran dependiendo del analito
con el que se trabaje en cada momento.

De este modo, en la primera ventana (Figura 3.27) se elige el tipo de
experimento a realizar, en nuestro caso se elegiria Cyclic Voltammetry (Ramp).
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X

Choose a technique template

Current Database [grafito-titanio)

|ettings\U suanohEscritoriohElenahgrafito-titanio. mdb Browse...

+-- ] GEIS ~
= f? PowerCaor
+-H Linear Sweep
+- ] Galvanic Step
+-HH Cyclic Polarization
+- 5 Potential Step
+-##] OperCircuit
+-H Galvanic Sweep
= ;Z PowerCy
+ m Cuclic Voltammetry [Ramp]
+- ##] Uncompensated Resistance Determination
] + m Cuclic Valtammetry [Staircasze)
1 -1 4% PowerPulse
+- ] Recurent Potential Pulses
+-H# Recurent Galvanic Pulses v

Comment:

Select the waveform graphically. enter the potentials, choose a scan rate,
and click Finizh

Narne of DataSet: Don't communicate with Instument [

Run on Finish [

| Siguiente > | | Cancelar | Apuda |

Figura 3.27. Eleccion del proceso eletroquimico

Una vez que se ha seleccionado se escoge un template, el cual se ha debido
guardar anteriormente para poder elegirlo. En nuestro caso, se han guardado
y elegido diferentes templates para cada tipo de operacion. De este modo se
habria guardado uno para la medicion en KCI, otro diferente para
antioxidantes y, por ultimo, uno para la caracterizacion de la glucosa. En
cualquier caso, se pueden cambiar las caracteristicas de uno que ya esté
guardado para adaptarlo a una medicion.

A continuacién se muestra una ventana nombrada “Cell Definition” (Figura
3.28). En ella se elige el instrumento de medicion, en nuestro caso el
Potenciostato/Galvanostato PARStat 2273. También se definen en él las
caracteristicas del electrodo de trabajo (electrodo de grafito) y del electrodo
de referencia (Ag/AgCl/KCl 3M).
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Cell Definition

X

Comment

A Cyclic Yoltammetry template with Two Vertes Potentials. Enter Initial,
ertenl, Vertex2, and Final potentials and Scan Rate / Step Time / Step
Height.

Instrument

Instrument 5 et: |F'AF|Stat 2273.01 5N 08259720 ﬂ [~ PowerBooster

Background D ataset

D ataset | Browsze...
‘working Electrode
Type: | Sold Electiode | Ae=[1.00000000 cme
Reference Electrode
Type: |AaAaCIKEI [3M) =]

Offset Patential v Mormal Hydrogen Electrode: 00222 Volts

< Blrds | Siguiente > | Finizh | Cancelar | Apuda |

Figura 3.28. Definicion de los elementos de la celda electroquimica

En la ventana siguiente se determina la definicion de los parametros
necesarios para la voltametria ciclica. Es decir, se establece un potencial
inicial, y dos potenciales extremos. Estos son los parametros que han variado
en el estudio de KCI, antioxidantes y glucosa. Todos ellos comienzan en un
potencial de O V, pero los potenciales extremos son diferentes en todos los
casos. Estos potenciales se han determinado a partir de la experimentacion,
donde se ha estudiado a qué potenciales aparecian los picos de oxidacion y
reduccion en cada caso, y se han determinado dichos potenciales extremos
para ajustar la respuesta voltamétrica obtenida.

Estas condiciones se reflejan en el esquema correspondiente a la Figura
3.29.
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KCl Antioxidantes

Potencial A Potencial Potencial
inicial: 0V inicial: 0V inicial: 0V
Potencial Potencial Potencial
= extremo E,, = extremo E,. = extremo E,.
1v 1v 0,1V
Potencial Potencial Potencial
= extremo E,: = extremo E,: = extremo E,:
-1V -0,5V -0,5V
Velocidad de Velocidad de Velocidad de
= barrido: 100 = barrido: 100 = barrido: 100
mV/s mV/s mV/s
Nimero de || Numero de Numero de
ciclos: 5 ciclos: 5 ciclos: 5

Figura 3.29. Parametros de la voltametria ciclica para cada medicion

Con esos datos se rellenan los parametros necesarios de la ventana (Figura
3.30).

Scan Definition |X|

W aveformm:

1 cycle

Initial Potential E: IW Waolte [ ws Open Circuit Patertial
Wertew Patertial E13 W Walts [ ws Open Circuit Patential
“Wertew Potertial E21 IW Walts [ ws Open Circuit Patential

Scan rate: IW ImWS VI
Cycles: |5—

" Store Cycle: |1 in addition to last

@ Store All Cycles

£ Alas | Siguiente>| Finish | Cancelar | Ayuda |

Figura 3.30. Definicion de parametros de la voltametria ciclica
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A continuacion se establecen las condiciones de estabilizacion anterior al
proceso de medicion de la Figura 3.31. Se ha establecido la opcién “Measure
Open Circuit Potential as Required”, con un tiempo de equilibrado de 5
segundos.

PreScan Definition §|

Tirne with Cell OFF, Stirrer ON

[ Condtioning
E Forward: ’7 walks |
E Reverse: ,7 volte [
Frequency: ’7 l—_|
Duration: ’7 ,—_|

Open Circuit Potential
& Measure Dpen Circuit Potential as Bequired
" Usze Previously Measured Open Circuit Potential

™ Deposition

Time at |nitial Potential with Stirer ON

[+ Equilibration

Time |5 zBC w | at Initial Potential with Stirer OFF

< Bitras | Siguiente » | Finish | Cancelar | Ayuda |

Figura 3.31. Definicion de parametros adicionales de trabajo

Por dltimo, la Ultima ventana que se muestra seria la representada en la
Figura 3.32. En ella se establecen condiciones avanzadas de operacion. En
este caso en particular no se ha marcado ninguna de las opciones que ofrece
esta ventana.

Una vez que se han determinado todos los parametros necesarios, ya puede
comenzarse el experimento. Para ello, se pulsa la tecla de inicio del
experimento, aparecera una ventana en la que se puede elegir el tipo de
celda, en este caso siempre se ha elegido la opcion “External Cell”. El
programa pedira habilitar esta celda, a través del potenciostato.
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Figura 3.32. Condiciones avanzadas de la voltametria ciclica

El programa generara entonces el voltamograma de ese caso particular
(Figura 3.33). Cuando en pantalla se muestre el mensaje “Cell Off” en
sustitucion de Cell On, el experimento habra terminado y se habra guardado
un archivo de texto, otro con formato .hdr y un Gltimo archivo de extension .dll
a partir de los que se podran tratar los resultados obtenidos.
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Este ha sido el proceso seguido para la consecucion de toda la parte
experimental de este trabajo. A continuacion se estudiaran y comentaran los
resultados obtenidos en cada uno de los casos, y las comparativas entre las
graficas obtenidas de los electrodos de grafito, y aquellos que se han
modificado con nanoparticulas de titanio, con objeto de conocer si las
nanoparticulas de titanio tienen o no, un efecto autocatalitico.
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Como Ultimo capitulo de caracterizacion experimental se ha realizado un
estudio del comportamiento electroquimico de los electrodos de pasta de
carbono con y sin nanoparticulas en la deteccion de cloruro potasico, catecol,
hidroguinona y glucosa. En los apartados sucesivos, se estudiara la respuesta
voltamétrica obtenida con cada tipo de sensor, las comparativas entre los
electrodos modificados y aquellos sin modificar, y la variacion de la senal
obtenida con el uso de biosensores en relacion a la que aportan los sensores
sin enzima.

4.1. Estudio de viabilidad

Anteriormente al comienzo de mi Trabajo de Fin de Grado se realizaron unas
pruebas comparativas preliminares de los sensores de carbono y sensores
modificados con nanoparticulas de titanio. El fin de este estudio preliminar
fue la determinacion de la concentracion de nanoparticulas en la pasta de
grafito que mejores resultados aportaba a los estudios, observar si existian
grandes diferencias entre unas concentraciones y otras y comprobar si eran
visibles los efectos autocataliticos de las nanoparticulas de titanio.

Debido al interés por la deteccion de antioxidantes en mostos, el primer
estudio fue enfocado a la caracterizacion de catecol como analito, al ser este
uno de los antioxidantes mas importantes presentes en el mosto. Por tanto
esta parte de la experimentacion se realiz6 con catecol, con objeto de
comprobar si existia un efecto autocatalitico por parte de las nanoparticulas
de titanio. Se realizaron ensayos con los sensores modificados con
nanoparticulas y sin modificar en una disolucion en catecol 103 M. La
cantidad que se anadid de nanoparticulas fue de 0,03 gramos por cada
cuatro electrodos. Los resultados para ambos electrodos se muestran en la
Figura 4.1.
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Figura 4.1. Respuesta voltamétrica de los cinco ciclos en catecol 103 M para
CPE-C (rojo) y CPE-TIiNP’s (negro).

En el caso del estudio con los dos sensores se visualizan dos picos de
reduccion (catédicos) y dos de oxidacion (anédicos). Es visiblemente
apreciable que las nanoparticulas aportan una senal de mayor intensidad de
corriente y un ligero desplazamiento de los picos, que provoca que la
diferencia de potencial entre el pico de reduccion y oxidacion sea menor y, por
tanto, se mejore la reversibilidad del proceso redox. Como primera conclusion,
por tanto, se comprueba que las nanoparticulas aportan una mejora
cualitativa en la deteccion de catecol.

Se realizd un segundo trabajo preliminar en el cual se estudié la posible
influencia en los resultados de la concentracion de nanoparticulas que
contenian los sensores modificados con titanio. Para ello, se fabricaron tres
tipos de sensores diferentes, el primero con una cantidad de 0,03 gramos de
nanoparticulas por cada 4 electrodos, el segundo con 0,06 gramos y el dltimo
con 0,09 gramos. El analito utilizado fue el mismo que en el caso anterior y la
concentracion utilizada tampoco se modifico. En la Figura 4.2 se muestra una
comparativa de los cinco ciclos en catecol para todos los tipos de electrodos
diferentes.
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Figura 4.2. Respuesta voltamétrica de los cinco ciclos en catecol 103 M para
CPE-TiNP’s con una cantidad de nanoparticulas: 0,03 g (rojo), 0,06 g (azul) y
0,09 g (negro).

Como conclusion a este estudio se observd que el aumento de la
concentracion de las nanoparticulas en la pasta no suponia una mejora
considerable de los resultados, siendo incluso menores las senales
observadas para los electrodos con 0,09 g de nanoparticulas que las que se
tenian para 0,03 g 0 0,06 g. Los sensores con una cantidad de 0,06 g de
nanoparticulas tienen un comportamiento ligeramente mejor que el CPE de
cantidad menor, debido a que el pico de reduccién es mas intenso y mejora
ligeramente la reversibilidad del proceso, pero la diferencia no es sustancial
como para determinar la utilizacion de esa cantidad en los sensores
modificados. Por tanto se concluye que la utilizacion de 0,03 gramos de
nanoparticulas de titanio para 0,17 gramos de grafito es suficiente para
obtener el efecto catalitico deseado.

El tercer y Ultimo estudio previo a mi trabajo fue enfocado a la caracterizacion
de antioxidantes con biosensores. La enzima utilizada fue la misma con la
gue se trabajara en la parte final de este trabajo, siendo ésta tirosinasa (Tyr);
se trata de una enzima especifica para antioxidantes y se eligié catecol, en
una concentracion 103 M; el mismo que se ha utilizado en el caso de
sensores sin enzima. Los ensayos se realizaron con los electrodos de grafito y
con los electrodos modificados con las tres cantidades diferentes de
nanoparticulas. Los resultados para todos los ciclos se presentan en la Figura
4.3.

57



APLICACION DE SENSORES Y BIOSENSORES NANOESTRUCTURADOS PARA LA DETECCION DE ANTIOXIDANTES

-10 4

Intensidad (uA)

15 4

-20 4

25 ]

T T T T T T T 1
1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

Potencial (V)

Figura 4.3. Respuesta voltamétrica de los cinco ciclos en catecol 103 M para
CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s con una cantidad de nanoparticulas: 0,03 g (verde),
0,06 g (azul) y 0,09 g (negro).

Las mediciones se realizaron entre diferentes potenciales limite, para estudiar
si aparecian nuevos picos de oxidacion o reduccion al verse modificados
estos potenciales. A la vista de los resultados la mayor reduccion se produce
para la mayor cantidad de nanoparticulas, aunque no se observa ningun pico
de oxidacion, por lo que se desecho la utilizacion de este sensor para futuros
estudios. Es probable que la adicion de esta cantidad de nanoparticulas
desplace en exceso hacia potenciales positivos el pico de oxidacion ya que el
efecto catalitico si que se observa claramente con un fuerte incremento de la
intensidad en el pico de reduccion respecto al electrodo no modificado. El
electrodo modificado que mejor resultado presentd en cuanto a la
reversibilidad del proceso y que ademas supone un claro incremento de la
densidad de corriente en el pico de oxidacion fue el que contenia 0,03 g de
nanoparticulas, ya que es el que mostraba los picos mas definidos y un pico
de oxidacion mas intenso que el perteneciente al electrodo no modificado.

Por tanto y como conclusion de este estudio previo de viabilidad se decidid
trabajar con electrodos fabricados a partir de una relacion fija de
nanoparticulas/grafito. Por tanto, para la realizacion de mi trabajo se utilizd
una cantidad de 0,03 g de nanoparticulas por cada 0,17 g de grafito,
cantidad necesaria para la preparacion de la pasta de 4 electrodos.
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En los apartados sucesivos se estudiara el comportamiento de los sensores
CPE-C y CPE-TiNP’s en KCI, catecol e hidroquinona y en mezclas de ambos
isdmeros. También se analizara el efecto del pH en las soluciones obtenidas y
la repetibilidad y reproducibilidad de los sensores. Por Gltimo se realizara un
estudio del comportamiento de biosensores en los mismos antioxidantes y en
glucosa.

4.2. Caracterizacion de sensores en KCI

En una primera instancia se analiza el comportamiento de los sensores de
grafito y sensores de grafito modificados con nanoparticulas de titanio en un
electrolito basico como es el cloruro potasico (KCI).

Las medidas que se realizaron en KCl sirvieron como base para determinar el
comportamiento de los electrodos sin analito, asi como para analizar posibles
fallos del electrodo, detectar un mal comportamiento del electrodo de
referencia y/o del contraelectrodo o de cualquier elemento del equipo, y como
parte del estudio de los limites de deteccion calculados, que se explicaran en
los siguientes apartados. Por tanto, antes de estudiar el analito en cuestion,
en nuestro caso antioxidante, se realizaban siempre las mediciones de todos
los electrodos en KCI y se observaba su respuesta; usando este ensayo como
referencia previa.

En la Figura 4.4 se representan las mediciones de los 5 ciclos de los 4
sensores de carbono (CPE-C).

La morfologia del voltamograma es similar en cada caso, existiendo alguna
diferencia en cuanto a las intensidades alcanzadas para un potencial E=-1V,
que varian desde -5 YA a -18 pA. Diferencias que son poco significativas,
maxime teniendo en cuenta el procedimiento manual de formacion de los
electrodos de grafito.
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Figura 4.4. Medicion voltamétrica en KCl 0,1 M de los 5 ciclos en sensores: a)
CPE-C1, b) CPE-C2, c) CPE-C3, d) CPE-CA4.

En cuanto a los sensores modificados con nano particulas de Titanio (CPE-
TiNP’s), el resultado se representa en la Figura 4.5.

De la misma forma que en el caso anterior, la senal producida es plana y los
voltamogramas son muy similares entre si, existiendo en este caso menor
diferencia en cuanto a las intensidades de los 4 electrodos en relacion a las
producidas por los electrodos de Carbono al mismo potencial, ya que éstas
varian de -4 pA a -7 pA. En ningun caso se observan picos correspondientes al
electrodo que pudieran interferir después en la deteccion del analito.

En comparacion con los electrodos de grafito se puede concluir una mejor
reproducibilidad de los sensores CPE-TiNP’s frente a los CPE-C y por tanto,
mayor igualdad y fiabilidad en los resultados obtenidos con estos sensores,
aunque en ambos casos los resultados son suficientemente reproducibles.
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Figura 4.5. Medicion voltamétrica en KCl 0,1 M de los 5 ciclos en sensores: a)
CPE-TiNP’s1, b) CPE- TiNP’s2, ¢) CPE- TiNP’s3, d) CPE- TiNP’s4.

Como también puede observarse, la repetibilidad de los ciclos del CPE-TiNP’s
en esta disolucion es bastante buena, ya que no existen diferencias
considerables entre los 5 ciclos realizados.

Las curvas originadas por los dos tipos de sensores son muy similares, y sus
intensidades también lo son. Para poder determinarlo de forma mas exacta,

en la Figura 4.6 se presenta una comparacion de los dos tipos en el quinto
ciclo.

En la figura podemos observar que la senal obtenida en ambos tipos de
electrodos es muy similar, no existiendo diferencias significativas en la forma
de los picos, y no produciéndose ninguna oxidacion o reduccion de los
mismos al medir con esta disolucion.

Por tanto, a continuacion se procedera a caracterizar los diferentes analitos
con los que se ha trabajado en este trabajo. Esto es la deteccion de catecol e
hidroquinona.
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Figura 4.6. Comparativa del quinto ciclo de la medicién en KCI 0,1 M de CPE-
C (rojo) y CPE-TiNP’s (negro).

4.3. Deteccion de antioxidantes con sensores

En el estudio preliminar ya se ha observado la capacidad que tienen tanto los
electrodos de grafito como de grafito modificado con nanoparticulas en la
deteccion de antioxidantes como el catecol. En este apartado estableceremos
en primer lugar el efecto de la modificaciéon con nanoparticulas de titanio en
la deteccion de catecol e hidroquinona; para ello se ha realizado una
comparativa en cuanto a las senales obtenidas en ambos tipos de sensores
con y sin modificar. A continuacion se ha estudiado el limite de deteccion para
cada uno de ellos con objeto de evaluar cuantitativamente el efecto de las
nanoparticulas de titanio y por ultimo se ha realizado un estudio analitico de
la cinética de ambos con objeto de observar diferencias o similitudes entre
ambos electrodos.

Como complemento a este estudio se analizara el efecto que supone el pH en
la solucion obtenida y la repetibilidad de estos sensores a ser reutilizados.

Por dltimo se estudiara la posibilidad de discriminacion de diferentes analitos
en una mezcla de ambos y se discutira la capacidad de estos sensores de
realizar esta distincion.
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4.3.1. Deteccion de catecol

En cuanto al estudio de deteccion de catecol, en primer lugar se ha realizado
una comparativa en cuanto a las senales obtenidas en ambos tipos de
sensores. A continuacion se ha estudiado el limite de deteccion para cada
uno de ellos y por Ultimo se ha realizado un estudio analitico de la cinética de
ambos.

Se realizaron mediciones de catecol con ambos tipos de sensores a 5
concentraciones diferentes, comprendidas entre 10> M y 103 M. Para cada
concentracion se realizaron 5 ciclos, en los que la senal variaba ligeramente,
hasta estabilizarse en el quinto y ultimo ciclo.

Con objeto de mostrar estas variaciones se ha representado a modo de
ejemplo la Figura 4.7 con los 5 ciclos de la concentracion 103 M de la
medicion del CPE-TiNP’'s en catecol, ya que es representativa de los
fendmenos que ocurrian con ambos sensores en las diferentes
concentraciones.

15,0
12,5
10,0
7,54
5,04

2,54

Intensidad (uA)

0,0 4

2,5

T
0,6 04 0,2 0,0 0,2 04 06 08 1,0
Potencial (V)

Figura 4.7. Comparativa de los ciclos 1 (rojo), 2 (azul), 3 (verde), 4 (naranja) y
5 (negro) de la medicion voltamétrica en catecol 103 M.

Las diferencias en intensidad entre los cinco ciclos no son importantes,
aunque cabe destacar un fendmeno que se aprecié durante estos ciclos. En el
primer ciclo aparecia un Unico pico de oxidacion, en este caso concreto a un
potencial E=0,9 V, y dos picos de reduccion, a potenciales E=0,15 Vy E=0,05
V respectivamente. A partir del segundo ciclo pudo observarse que aparecia
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un segundo pico de oxidacion al potencial E=0,4 V, que crecia a medida que
avanzaban los ciclos. También se apreciaban cambios en el pico de reduccion
que se encuentra en E=0,05 V apreciandose que aumenta su senal con los
ciclos. Esto ocurre para todas las concentraciones de analito, siendo tanto
mas acusadas las diferencias entre el primer y Gltimo ciclo cuanto mayor es
la concentracion de analito en disolucion.

Con objeto de justificar estos picos se realizd un estudio bibliografico [23] que
nos permitié asociar estos picos al fendmeno de dimerizacion del catecol, por
lo que los picos redox asociados a la oxidacion y reduccion del monémero
serian los que ocurren a potenciales E=0,15 V y E=0,9 V y los picos que
ocurren a potenciales E=0,05 V y E=0,4 V se asociarian al dimero. Al
aumentar el namero de ciclos aumenta la concentracion del dimero y
disminuye la del mondémero. Este proceso de dimerizacion se observo en
todas las mediciones, generalmente para concentraciones superiores a
104 M. Como veremos en el siguiente apartado, este proceso de dimerizacion
también se observa en el otro isomero del catecol, la hidroquinona, siendo
mas acusado este fendmeno en este Ultimo analito como tendremos ocasion
de comprobar mas adelante.

En cuanto al efecto de las nanoparticulas de titanio se observa en los
voltamogramas registrados en catecol un claro aumento de la intensidad de
la senal en el caso de los sensores CPE-TiNP’s en relacion a la obtenida con
los sensores de grafito sin modificar. Ademas se observa igualmente una
mejora en la reversibilidad de los picos, ya que los sensores modificados con
nanoparticulas de titanio tienen los picos a potenciales menores y existen
menos diferencias entre el potencial de oxidacion y reduccion. Por todo ello, el
efecto autocatalitico de las nanoparticulas es claramente identificable. Para
ilustrar estas mejoras en las caracteristicas se ha realizado una comparativa,
correspondiente al primer y quinto ciclo a la menor concentracion con la que
se ha trabajado (10 M) en ambos tipos de sensores (Figura 4.8).

A la vista de los resultados, las nanoparticulas de titanio aportan un claro
aumento de la intensidad de corriente tanto en el pico de oxidacion como en
el de reduccion y este aumento es visible en todos los ciclos. En el primer
ciclo, los picos redox en el caso del CPE-C aparecen a una intensidad de -0,20
MA 'y 0,60 pA respectivamente y en el caso de CPE-TINP’s las intensidades
varian hasta -0,37 pyA 'y 0,80 pA. Ademas los picos de oxidacion y reduccion
estan mejor definidos y son mas reversibles, ya que aparece desplazado el
pico de oxidacion hacia la izquierda y el de reduccion hacia la derecha, siendo
la diferencia de potenciales en el caso del CPE-C igual a AE=0,80 V y para el
CPE-TiNP’s esta diferencia de potencial tomaria un valor AE=0,65 V.
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Figura 19. Voltamograma en catecol 10> M de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s
(negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

En el quinto ciclo, a diferencia del primero, se aprecia un segundo pico de
oxidacion. Se observé que este pico aparecia a partir del segundo ciclo y va
creciendo en intensidad con el ciclado por lo que tal y como se ha comentado
anteriormente se asocia con la dimerizacion del catecol. Este aumento en la
intensidad de corriente de los picos asociados a la dimerizacion produjo una
clara reduccion de la intensidad de los picos asociados al mondmero,
especialmente en el pico de oxidacion, con lo que a medida que se realizan
los ciclos, el pico de dimerizacion aumenta y el del mondmero disminuye. En
los dos sensores con y sin modificar se observan estos efectos pero no de la
misma manera. Por ello, la diferencia de intensidades de corriente entre
ambos tipos de sensores es mas acusada en el dltimo ciclo que en el primero
tal y como se observa en la figura, lo mismo ocurre en la reversibilidad lo que
se traduce en otra ventaja aportada por la presencia de nanoparticulas de
titanio, senales mas intensas y picos de dimerizacion claramente mas
distinguibles que con electrodos de grafito.

En el caso del estudio a una concentracion mayor (103 M), correspondiente a
la Figura 4.9, se puede seguir observando la mejora de las caracteristicas del
voltamograma del CPE-TiNP’s frente al CPE-C, ya que se detecta una mayor
reversibilidad de los picos respecto a concentraciones menores, aunque la
diferencia de intensidades en este caso no es tan acusada. Esta observacion
es coherente si tenemos en cuenta que por su caracter nano el efecto
autocatalitico de estas nanoparticulas puede ser mas notable cuando se
trabaja con concentraciones menores. Para mayores concentraciones el
grafito por si sélo es un buen sensor y por tanto el efecto de la modificacion
es menos notable aunque igualmente evidente.
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Figura 4.9. Voltamograma en catecol 103 M de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s
(negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Una vez que se han observado las diferencias cualitativas entre los dos
sensores en la deteccion de catecol se tratara de cuantificarlas a partir de la
determinacion del limite de deteccion. Un limite de deteccion (LOD) se define
como el nivel mas bajo de concentracion que se puede determinar como
estadisticamente diferente del blanco, es decir, de una disolucion sin analito
presente. Es un parametro que caracteriza un tipo de sensor determinado, y
que lo identifica de forma que cuanto menor sea el limite de deteccion, mayor
capacidad de deteccion tendra el sensor a bajas concentraciones. Por tanto,
en el campo de la quimica analitica se buscan sensores con limites de
deteccion de valor pequeno y, por tanto, de gran selectividad.

A continuacion se muestran los resultados del estudio del limite de deteccion
realizado con los dos tipos de sensores con los que se ha trabajado, para asi
poder analizar cuantitativamente el efecto que supone la utilizacion de
nanoparticulas en los electrodos de pasta de carbono. Este método consiste
en la realizacion de 5 voltamogramas diferentes, en los que se comienza con
una concentracion inicial del analito en KCI 105 M, y se realiza un aumento
progresivo de la misma hasta alcanzar una concentracion 103 M. A partir de
ellos se realizan los calculos necesarios, detallados en el proximo apartado,
para la caracterizacion numérica del limite de deteccion.

«+ Limite de deteccion

Se comenzara el estudio con la representacion y calculo del limite de
deteccion para el CPE-C. Los 5 voltamogramas obtenidos se indican en la
Figura 4.10. Se ha representado Unicamente el Ultimo ciclo de cada
concentracion para poder realizar una mejor visualizacion de la comparativa,
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ya que las diferencias entre el primer y quinto ciclo se han explicado
anteriormente. Aln asi, no debe olvidarse el efecto de dimerizacion producido
a partir del segundo ciclo, que provoca un cambio en la morfologia del
voltamograma.

Intensidad (uA)

Potencial (V)

Figura 4.10. Limite de deteccion de CPE-C en catecol con concentraciones:
105 M (negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-103 M (azul)y 103 M
(rojo).

En cuanto a las conclusiones que se aprecian realizando una comparacion de
voltamogramas, pudo observarse que a medida que aumentaba la
concentracion de catecol, los picos de oxidacion y reduccion aumentaban
considerablemente en intensidad como era de esperar. Ademas se produce
un desplazamiento del pico de oxidacion, que en concentraciones menores
aparece a un potencial en torno a 0,80 V y se desplaza hasta un potencial
igual a 1 V para las mayores concentraciones. El pico de reduccion no sufre
un desplazamiento tan acusado, ya que en todo momento se mantiene en
torno a un potencial ligeramente inferior a 0,1 V, por tanto la reversibilidad
disminuye al aumentar la concentracion del analito en el caso de electrodos
de carbono sin modificar.

En cuanto al calculo analitico del limite de deteccién, se ha realizado tomando
como objeto de estudio uno de los dos picos (reduccion u oxidaciéon). En este
trabajo se ha escogido el pico de oxidacion para todos los calculos (excepto
en el caso de la glucosa, por motivos que se comentaran en su apartado
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correspondiente), ya que es el pico de mayor intensidad, y se ha calculado el
limite de deteccion de la forma:

3-5D )
LOD = — (Ecuacion 4.1)

Siendo SD la desviacion tipica de las intensidades de los 3 Ultimos ciclos del
blanco (KCI) para el potencial al que aparece el pico de oxidacion y m la
pendiente de la recta de calibracion.

En cuanto al término SD, ya que el potencial al que aparece el pico varia con
las concentraciones, se ha establecido un potencial E=0,80 V para la medida
de las intensidades del blanco del CPE-C, siendo éste el potencial al que
aparece el pico de oxidacion para la concentracion menor. En la tabla
siguiente se presentan estos 3 valores de intensidades de la medicién en KCl,
junto a su media y desviacion tipica.

Calculo SD de CPE-C en catecol

Valores de intensidad Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5
(LA) 8,33102 8,40-102 7,86-102
Media (pA) 8,19:102
Desviacion tipica (uA) 2,95103

Tabla 4.1. Calculo SD de CPE-C en catecol para el calculo de LOD

Con respecto al calculo de la pendiente de calibracion, se toman las
intensidades a las que aparece dicho pico de oxidacion en el dltimo ciclo de
todas las concentraciones con las que se ha trabajo. Se representa entonces
una grafica de las 5 concentraciones (en mol/L) en funcién de las
intensidades obtenidas en cada caso (en pA), y se obtiene la pendiente de
dicha grafica (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Recta de calibracion de CPE-C en catecol para el calculo de LOD.

Ya disponemos de todos los datos para realizar el calculo del limite de
deteccion, por tanto:

3-SD 3-295-10-3

LOD (CPE — C en catecol) = 14365

=6,17-10"7mol - L1

De igual forma se realiz6 el limite de deteccion para el electrodo CPE-TiNP’s,
obteniéndose la Figura 4.12 con la comparativa de todas las concentraciones.
Del mismo modo que en el caso anterior, se tomo sélo el dltimo ciclo para
poder realizar mejor la comparativa. También debe tenerse en cuenta el
efecto de la dimerizacion, aunque en el caso de los sensores modificados con
nanoparticulas es menos acusado que en el de los sensores de grafito, pero
también es un fendmeno a tener en cuenta durante el proceso.

En el caso de los electrodos modificados con nanoparticulas se observa que
también la intensidad de corriente de los picos de oxidacion y reduccion
aumenta considerablemente a medida que aumenta el contenido de catecol
en la disolucion, de la misma forma que ocurria en el caso del CPE-C. También
se observa un pico catodico debido a la oxidacion del monémero catecol y
otro anddico a causa de la reduccion del mismo. De nuevo se aprecia la
aparicion del fenomeno de dimerizacion, por el cual aparece un nuevo pico de
oxidacion y otro de reduccion a potenciales mas negativos.
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Figura 4.202. Limite de deteccion de CPE-TiNP's en catecol con
concentraciones: 105 M (negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-10-3
M (azul) y 103 M (rojo).

Una de las diferencias mas significativas a la vista de los resultados respecto
al CPE-C es el desplazamiento del pico de oxidacion a potenciales menores
respecto al electrodo sin modificar. También se observa que los potenciales
de reduccion correspondientes al mondémero y dimero se desplazan a
potenciales mas positivos a medida que aumenta la concentracion de catecol.
Por ello se observa un claro efecto positivo de las nanoparticulas, ya que
transforman el proceso en uno mas reversible, tanto mas cuanto mayor es la
concentracion del analito. Ademas, en los voltamogramas se observan
mayores intensidades en ambos picos, anddicos y catodicos, para las cinco
concentraciones en estudio lo que también nos indica cualitativamente el
efecto beneficioso de las nanoparticulas de titanio. Por tanto, parece que el
comportamiento de los sensores modificados con nanoparticulas de titanio es
visiblemente mejor que el de los sensores de carbono, especialmente a
concentraciones menores. Trataremos de cuantificar este efecto a través de
la medida del limite de deteccion.

De igual forma que en el caso anterior, éste se ha calculado a partir de la
Ecuacion 4.1 para el CPE-TiNP’s. En este caso los valores necesarios para el
calculo de la desviacion tipica del blanco se presentan en la Tabla 4.2. Se ha
elegido como potencial para la medida de las intensidades en KCI aquél al
que aparece el pico de oxidacion en la concentracion mas baja, que seria
E=0,75 V.
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Calculo SD de CPE-TiNP’s en catecol

Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo b
Valores de intensidad el el clo
(A) 5,35.102 5,70-102 5,41.102
Media (uA) 5,49.102
Desviacion tipica (uA) 1,85103

Tabla 4.2. Calculo SD de CPE-TiNP’s en catecol para el calculo de LOD.

En la Figura 4.13 se presenta la recta de calibracion en este caso de estudio.

15
z y = 12558x + 0.6412
2 _
210 - R?=0.997
©
©
z
2
§ 5
£
0 T T T

0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8.E-04 1.E-03 1.E-03

Concentracién (mol/L)

Figura 4.13. Recta de calibracion de CPE-TiNP’s en catecol para el calculo de
LOD.

Por tanto, el limite de deteccion para el CPE-TiNP’s seria igual a:

3-.S'D_3~1,85-10_3

LOD (CPE — TiNP's en catecol) = 12558

=4,42-10""mol - L*

Realizando una comparacion entre los valores obtenidos, el limite de
deteccion es menor en el caso de CPE-TiNP's frente al de CPE-C lo que

confirma el mejor comportamiento de los sensores modificados en la
deteccion de catecol.
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Para concluir este apartado dedicado a la caracterizacion de los sensores en
catecol se ha realizado un estudio cinético con los dos tipos de sensores, con
y sin modificar. En él, se ha tomado la mayor concentracion objeto de estudio,
103 M, y se han realizado 6 voltametrias ciclicas aumentando en cada una de
ellas la velocidad de barrido respecto a la anterior, pasando asi por unas
velocidades de 25mV/s, 50 mV/s, 100 mV/s, 200 mV/s, 500 mV/s y 1000
mV/s con objeto de tener una mayor informacion acerca de los mecanismos
de reaccion.

+ Estudio cinético
Se comenzara estudiando los resultados para el sensor CPE-C. La Figura 4.14
representa los 6 voltamogramas diferentes correspondientes a las diferentes

velocidades de barrido, todos ellos representados (nicamente en el quinto
ciclo para facilitar la comparacion de resultados.
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Figura 4.14. Estudio cinético de CPE-C en catecol 103 M con velocidades de
barrido: 25 mV/s (negro), 50 mV/s (morado), 100 mV(s (verde), 200 mV/s
(amarillo), 500 mV/s (azul) y 1000 mV/s (rojo).

A la vista de los resultados, es claro el cambio que se produce en los
voltamogramas a medida que se modifica la velocidad de barrido. A mayores
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velocidades las intensidades de los picos son notablemente mayores, y la
reversibilidad de los mismos se reduce, ya que la diferencia de potenciales
entre los dos picos cada vez es mayor.

Como caracterizacion del estudio cinético, se ha tomado la intensidad del pico
mas intenso (pico de oxidacion) en el Gltimo ciclo en pA para las 6 velocidades
diferentes en mV/s (Tabla 4.3) y se ha representado graficamente en funcion
de la velocidad y en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad con objeto de
determinar en cual se consigue un mejor ajuste lineal.

Calculo cinética CPE-C en catecol

Velocidad¥2 Velocidad Intensidad

(mV/s) (WA)
5,00 25 9,25
7,07 50 11,88
10,00 100 15,17
14,14 200 19,57
22,36 500 27,86
31,62 1000 34,02

Tabla 4.3. Calculo estudio cinético CPE-C en catecol 103 M.

A partir de estos valores se han representado las dos graficas, en la primera
de ellas la intensidad del pico de oxidacion en cada caso (en PA) se
representa en funcion de la velocidad de barrido (en mV/s), y en la segunda
se grafica en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
Realizando una regresion lineal en ambas graficas, se buscara aquella que
mejor se aproxime a una recta, es decir, la que mayor coeficiente de regresion
lineal tenga. Ello nos permitira conocer el mecanismo cinético asociado al
proceso de oxidacion-reduccion del catecol.

Para el CPE-C los datos se representa en la Figura 4.15, a partir de la cual
puede comprobarse que se realiza una mejor aproximacion lineal a la
segunda grafica (b), siendo esta la que representa la raiz cuadrada de la
velocidad en funcion de la intensidad, con un coeficiente de regresion lineal
de R2=0,9894.
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Figura 4.15. Rectas de calibracion de CPE-C en catecol para el estudio
cinético de: (a) intensidad en funcion de la velocidad, (b) intensidad en
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad.

Se llega a la conclusion con el estudio cinético del CPE-C de que el proceso
debe estar controlado por difusion mas que por transferencia de carga.
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Figura 4.16. Estudio cinético de CPE-TiNP’s en catecol 103 M con velocidades
de barrido: 25 mV/s (negro), 50 mV/s (morado), 100 mV(s (verde), 200 mV/s
(amarillo), 500 mV/s (azul) y 1000 mV/s (rojo).
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Del mismo modo, en el caso del CPE-TiNP’s, los datos del estudio cinético se
representan en la Figura 4.16.

Se observan los mismos fenémenos que en el caso anterior en cuanto al
desplazamiento de los picos y el aumento de las intensidades de corriente
con el aumento de la velocidad. Sin embargo si se observa que en el caso de
los CPE-TiNP’s el comportamiento de los picos es mas reversible y sus
intensidades son mayores que las observadas en los electrodos sin modificar
para cualquier velocidad de barrido. La Tabla 4.4 presenta los valores de la
intensidad del pico de oxidacion en el quinto y Udltimo ciclo para las 6
velocidades de estudio.

Calculo cinética CPE-TiNP’s en
catecol

Velocidad¥¥2 Velocidad Intensidad

(mV/s) (WA)
5,00 25 7,67
7,07 50 10,03
10,00 100 13,22
14,14 200 17,82
22,36 500 27,00
31,62 1000 36,43

Tabla 4.4. Calculo estudio cinético CPE-TiNP’s en catecol 103 M.

Graficando los resultados de la tabla superior, de igual forma que en el caso
de los electrodos de grafito no modificados, se obtienen las graficas
representadas en la Figura 4.17.

Como en el caso de los CPE-C, en cuanto a los electrodos de grafito
modificados con nanoparticulas observamos que la Ultima grafica
correspondiente a la representacion de la intensidad en funcion de la raiz
cuadrada de la velocidad, Figura 4.17.(b), es la que presenta mejor ajuste,
con un coeficiente de regresion lineal R2=0,9996, con lo que se puede
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obtener la misma conclusion con los dos electrodos, ya que en ambos casos
el proceso esta controlado por la difusion.

(a) B}
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Figura 4.17. Rectas de calibracion de CPE-TiNP’s en catecol para el estudio
cinético de: (a) intensidad en funcion de la velocidad, (b) intensidad en
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad.

A continuacion se realizardan los mismos estudios tratados en la
caracterizacion del catecol con el otro isomero del catecol, es decir, con la
hidroquinona.

4.3.2. Deteccion de hidroquinona

En este apartado nos proponemos realizar un estudio similar al realizado
anteriormente utilizando como analito el isomero que presenta los grupos
hidroxilo en posicion para, esto es la hidroquinona. De la misma forma que en
el caso del catecol, en primer lugar se han comparado las respuestas
obtenidas con los dos tipos de sensores, con objeto de observar el efecto de
las nanoparticulas para comprobar si existe una mejoria en la respuesta de
los sensores modificados con nanoparticulas de titanio en relaciéon con los
sensores de grafito. A continuacion se ha estudiado el limite de deteccion en
ambos casos, y como Ultimo punto se ha realizado un estudio cinético y se
han comparado los resultados obtenidos con los dos sensores.

En primer lugar en la Figura 4.18 se muestran las respuestas obtenidas para
los dos sensores, con y sin modificacion, correspondientes al primer y quinto
ciclo en una disolucion con una concentracion 105 M de hidroquinona en KCl
0,1 M.
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(b)

Intensidad (uA)
Intensidad (ur)
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Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.18. Voltamograma en HQ 10> M de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s (negro)
para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Para ambos tipos de sensores se observa la aparicion de un pico debido a la
oxidacion de la hidroquinona, que en el primer ciclo se presenta a un
potencial E=0,6 V para el CPE-C y siendo E=0,7 V para el CPE-TiNP’s. También
se observa en los voltamogramas un pico de reduccion a E=-0,05 V en el caso
del CPE-C, siendo el potencial para el CPE-TiNP’s de E=-0,1 V para este pico.
Para esta concentracion los potenciales de oxidacion y reduccion de los picos
no varian notablemente a lo largo de los ciclos siendo semejantes en el
primer y quinto ciclo tal y como observamos en la figura.

Al igual que ocurria en el caso del catecol, en la disolucion de hidroquinona se
observa que las intensidades de corriente son claramente mayores para el
electrodo modificado con nanoparticulas, hecho constatable en el primer y
también en el quinto ciclo. Esto ocurre tanto en reduccion como en oxidacion.
Sin embargo, en el caso de la hidroquinona, la reaccion redox es mas
reversible para el electrodo de carbono, siendo la diferencia de potenciales
para el sensor de grafito de AE=0,65 V mientras que para el modificado con
nanoparticulas de titanio de AE=0,80 V.

Este comportamiento se observa también para otras concentraciones de
hidroquinona. De igual forma que en la caracterizacion del catecol, el
comportamiento de los sensores CPE-TiNP’'s es notablemente mejor a
concentraciones menores, aumentando de forma acusada la intensidad de la
senal frente a los sensores CPE-C, que pasa de tomar un valor en el primer
ciclo para el pico de oxidacion de 0,1 pA a 0,55 pA; es para esta
concentracion donde las diferencias son maximas. Esta es una conclusion
muy positiva en lo que respecta al efecto de las nanoparticulas ya que los
antioxidantes se encuentran en concentraciones bajas en mostos, y el hecho
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de tener un sensor que sea capaz de detectar un antioxidante a bajas
concentraciones es algo muy interesante.

En la Figura 4.19 se comparan las respuestas voltamétricas de ambos
sensores en una disolucion de concentracion mayor (103 M) en hidroquinona.

(b)

Intensidad (uA)
N
h
Intensidad (uA)
~

T T T T T T T T T T T T T T
0,6 -04 -0,2 0,0 02 04 0,6 08 1.0 0.6 -04 -02 0,0 0,2 04 0,6 08 1.0

Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.19. Voltamograma en HQ 103 M de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s (negro)
para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Se observa que en este caso si que aparece el fendmeno de dimerizacion que
se ha observado en catecol. Se observa que hay un segundo pico a
potenciales E=0,4 V para la oxidacion y E=0,1 V para la reduccion. Estos picos
tienen intensidades de corriente mas acusadas en relacion al pico asociado al
monoémero que los picos asociados a la dimerizacion del catecol. Al respecto
el efecto es mas significativo para los sensores de grafito que para los
modificados con nano particulas. Teniendo en cuenta que el aumento en la
intensidad de los picos asociados al dimero hace disminuir la intensidad de
los picos asociados al mondmero se observa que los picos asociados al
dimero son de intensidad mas elevada en el electrodo de grafito mientras que
los picos asociados al mondmero son mas intensos para el electrodo
modificado con nanoparticulas. En cualquier caso se observa que, como ya
ocurria en el caso del catecol, las diferencias entre los dos electrodos son
menores para altas concentraciones de analito.

Con objeto de constatar de forma cuantitativa el efecto de las nanoparticulas
de titanio de forma similar al estudio en catecol, se han realizado los calculos
para conocer el limite de deteccion y se ha realizado el estudio cinético para
los dos tipos de sensores. Los resultados obtenidos se analizan en los
siguientes apartados.
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¢+ Limite de deteccion

Se ha estudiado el limite de deteccion de ambos electrodos, comenzando
por el CPE-C. En la Figura 4.20 se muestran los voltamogramas obtenidos
para el grafito para las cinco concentraciones de hidroquinona en estudio.

Intensidad (uA)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Potencial (V)

Figura 4.20. Limite de deteccion de CPE-C en HQ con concentraciones: 10° M
(negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-10-3 M (azul) y 103 M (rojo).

A la vista de los voltamogramas podemos observar como el pico de oxidacion
de la hidroquinona se desplaza desde un potencial E=0,6 V en las
concentraciones menores hasta E=0,8 V para las mayores concentraciones.
También se produce un desplazamiento del pico de reduccion, desde un
potencial E=-0,05 V para la concentracion 105 M hasta alcanzar un valor E=-
0,2 V para 103 M. Es claro el aumento de intensidades de ambos picos a
medida que la concentracion de hidroquinona aumenta, asi como también se
aprecia la aparicion de dimerizacion en las mayores concentraciones, siendo
éste fendmeno todavia mas acusado que en el estudio del catecol.

Respecto a la caracterizacion numérica del limite de deteccion para el CPE-C
se ha utilizado, igual que para los casos anteriores, el pico de oxidacion como
objeto de estudio. Los valores necesarios para el calculo de la desviacion
tipica del blanco se presentan en la Tabla 4.5, donde se presentan las
intensidades en KCI para un potencial determinado E=0,6 V, correspondiente
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al potencial al que se muestra el pico de oxidacion para la menor
concentracion estudiada (105 M).

Calculo SD de CPE-C en HQ

Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5
Valores de intensidad (pA)
3,95102 3,33102 3,83102
Media (pA) 3,71102
Desviacion tipica (pA) 3,31:103

Tabla 4.5. Calculo SD de CPE-C en HQ para el calculo de LOD.

Se ha representado también la recta de calibracion con las intensidades del
pico de oxidacion en el quinto ciclo para cada concentracion (Figura 4.21).

6 -

<5 y=4713.4x +0.22

=, R?=0.990

T

S 3

g2
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£1
0 T T T T T 1
0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8E-04 1E-03 1.E-03

Concentracion (mol/L)

Figura 4.21. Recta de calibracion de CPE-C en HQ para el calculo de LOD.

Con el valor de la pendiente de dicha recta y la desviacion tipica del blanco se
calcula el limite de deteccion del CPE-C en HQ:

3-.S'D_3-3,31-1O_3

LOD (CPE — Cen HQ) = 17134

=2,10-10"°mol - L1
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De forma analoga, en el caso de los electrodos modificados con
nanoparticulas de titanio, se ha calculado también el limite de deteccion de
la hidroquinona. En la Figura 4.22 se muestra la grafica comparativa con los
voltamogramas registrados para las distintas concentraciones de
hidroquinona en KCI.

Intensidad (uA)
A\

T T T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Potencial (V)

Figura 4.22. Limite de deteccion de CPE-TiNP’s en HQ con concentraciones:
105 M (negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-103 M (azul)y 103 M
(rojo).

En este caso de estudio, los potenciales a los que aparecen los picos redox
son muy similares a los del CPE-C, aunque la intensidad de la senal es
visiblemente mayor debido a la adicion de nanoparticulas, especialmente
para concentraciones menores en las que muestran un efecto mas intenso.

Respecto a los calculos necesarios para el LOD, en la Tabla 4.6 se presenta la
desviacion tipica de las intensidades de los 3 Ultimos ciclos del blanco para el
potencial al que aparece el pico de oxidacion a 10-° M, es decir, E=0,7 V.

A partir de este dato, y el valor de la pendiente de la recta de calibracion,
obtenida en la Figura 4.23, ya puede calcularse el limite de deteccion.
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Calculo SD de CPE-TiNP’'s en HQ

Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5
Valores de intensidad (uA)
4,70102 4,57102 4,45102
Media (pA) 4,57-102
Desviacion tipica (JA) 1,22:103

Tabla 4.6. Calculo SD de CPE-TiNP’s en HQ para el calculo de LOD.

6 -

5 - y = 5266.3x +0.2188

2, R? = 0.9922

e]
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]
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0.E+00 2.E-04 4.F-04 6.E-04 8E-04 1.E-03 1.E-03

Concentracion (mol/L)

Figura 4.23. Recta de calibracion de CPE-TiINP’s en HQ para el calculo de
LOD.
El valor del LOD para el electrodo modificado tomaria el siguiente valor:

3-SD 3-1,22-1073
m  5266,3

LOD (CPE — TiNP's en HQ) = =6,95-10""mol - L1

Del mismo modo que en la caracterizacion de catecol se obtiene un menor
limite de deteccion para los sensores modificados con nanoparticulas de
titanio. En este caso las diferencias son todavia mas acusadas que las
observadas en catecol con lo que cabe concluir que la utilizacion de
nanoparticulas de titanio es favorable en la deteccion de ambos isdmeros.

Por dltimo se ha realizado el estudio cinético para ambos sensores de modo
analogo al realizado en el caso del catecol.
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¢ Estudio cinético

Se ha comenzado, de la misma forma que en todos los casos anteriores, por
el estudio del electrodo de grafito, CPE-C.

La Figura 4.24 representa la comparativa de los 6 voltamogramas registrados
para las seis velocidades de barrido en una disolucion 103 M de HQ en KCI.
Se observa el claro aumento de senal acorde al aumento de velocidad de
barrido y una mayor irreversibilidad del proceso a velocidades mayores. A La
mayor velocidad de barrido (1000 mV/s) se presenta una intensidad del pico
de oxidacion (anddico) de 15 pA y de -8 YA para el pico de reduccion
(catodico).

20

Intensidad (uA)

Potencial (V)

Figura 4.24. Estudio cinético de CPE-C en HQ 103 M con velocidades de
barrido: 25 mV/s (negro), 50 mV/s (morado), 100 mV(s (verde), 200 mV/s
(amarillo), 500 mV/s (azul) y 1000 mV/s (rojo).

Las intensidades correspondientes al pico de oxidacion para cada velocidad
de barrido junto con los valores de velocidades y las raices cuadradas de cada
velocidad se indican en la Tabla 4.7, en las unidades indicadas en dicha
tabla.

Estos datos son necesarios para la caracterizacion numérica del estudio
cinético. Para ello, se han representado graficamente en las Figuras 4.25 (a)
y (b).
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Calculo cinética CPE-C en HQ
Velocidad/2 Velocidad Intensidad
(mV/s) (HA)
5,00 25 2,16
7,07 50 3,25
10,00 100 4,35
14,14 200 6,27
22,36 500 10,07
31,62 1000 14,42

Tabla 4.7. Calculo estudio cinético CPE-C en HQ 103 M.

y=0.0121x + 2.9637

(a)

R?=0.9663

20
ERL
o
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(%]
=
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Velocidad (mV/s)

Figura 4.25. Rectas de calibracion de CPE-C en HQ para el estudio cinético

de: (a) intensidad en funcion de la velocidad, (b) intensidad en funcion de la
raiz cuadrada de la velocidad.
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A la vista de las graficas resultantes, el

y:
20 -

0.4585x - 0.1389 (b)
R2 = 0.9996

10 20 30

Velocidad/2 (mV?/2/s1/2)

mejor ajuste lineal

ocurria en el caso del estudio en la disolucién de catecol.

40

es el
correspondiente a la Figura 4.25. (b), con un coeficiente de regresion lineal de

R2=0,9996, por lo que el ajuste es mejor con la raiz cuadrada de la velocidad.
Por tanto, el mecanismo dominante en el proceso es la difusibn como ya
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Por Gltimo, se realiza el estudio cinético del electrodo con nanoparticulas de
titanio. Se muestran los voltamogramas obtenidos en funcion de la velocidad
de barrido para el CPE-TiNP’s en la Figura 4.26.

Se visualiza el mismo comportamiento que en el CPE-C, a diferencia de que
los picos redox se presentan a mayores intensidades, observandose el pico de
oxidacion para una velocidad de 1000 mV/s a 18 pAy el de reduccion a -8 pA.
La dimerizacion en este caso se presenta de forma menos acusada que con
los electrodos sin modificar.
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Figura 4.26. Estudio cinético de CPE-TiNP’s en HQ 10-3 M con velocidades de
barrido: 25 mV/s (negro), 50 mV/s (morado), 100 mV(s (verde), 200 mV/s
(amarillo), 500 mV/s (azul) y 1000 mV/s (rojo).

La Tabla 4.8 contiene los valores de la intensidad del pico de oxidacién para
cada velocidad de barrido, representados respecto a la velocidad de barrido y
respecto a la raiz cuadrada de la misma en las dos graficas de la Figura 4.27.

A partir de estas representaciones se obtiene la misma conclusion que en
todos los casos anteriores. Se observa una vez mas que también para el
electrodo CPE-TiNP’s en hidroquinona, la intensidad correlaciona mejor con la
raiz cuadrada de la velocidad, asi se observa una mejor regresion lineal en la
representacion de la raiz cuadrada de la velocidad en funcion de la
intensidad, con R2=0,9993.
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Calculo cinética CPE-TINP’s en HQ
Velocidad®/2 Vt(%rlssl/ds?d Inte(zi\.)dad
5,00 25 2,97
7,07 50 3.85
10,00 100 5,37
14,14 200 7,56
22,36 500 11,43
31,62 1000 16,48

Tabla 4.8. Calculo estudio cinético CPE-TiNP’s en HQ 10-3 M.

y =0.0134x + 3.7544 (a) (b)
2 _
R*=0.9674 y = 0.5065x + 0.33
20 _ 201 R?=0.9993
< <
215 215
-g ©
3 10 3 10 -
2 2
2 5 § 5 -
£ [=4
O T T T 1 - O T T T 1
0 500 1000 1500 0 10 20 30 40
Velocidad (mV/s) Velocidad/2 (mV?/2/s1/2)

Figura 4.27. Rectas de calibracion de CPE-C en HQ para el estudio cinético
de: (a) intensidad en funcion de la velocidad, (b) intensidad en funcion de la
raiz cuadrada de la velocidad.

Por tanto, el mecanismo predominante en la cinética para los dos tipos de
sensores y en ambos tipos de isdmeros antioxidantes es el de la difusion mas
que el de la transferencia electronica.

Los voltamogramas obtenidos en las disoluciones de ambos isomeros, catecol
e hidroquinona, son lo suficientemente diferentes como para plantearnos la
capacidad que podrian tener nuestros electrodos para detectar mezclas de
ambos isdmeros, cuestion de alto interés tecnologico y de dificil solucién. Por
tanto a continuacion se planted un estudio que permitiera conocer la
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posibilidad de discriminacion de nuestros electrodos en mezclas de catecol e
hidroguinona con objeto de comprobar si los electrodos de pasta de carbono
modificados con nanoparticulas eran capaces de discriminar ambos
componentes en una misma mezcla. Esta capacidad de discriminacién seria
muy importante y aportaria un gran valor anadido a los electrodos, ya que el
objetivo de los mismos es realizar su aplicacion al estudio de mostos y vinos,
en los cuales coexisten una cantidad elevada de compuestos que
normalmente se incluyen de forma conjunta ya que usualmente los sensores
utilizados no son capaces de discriminar entre ambos isémeros.

Poder fabricar unos electrodos que sean capaces de detectar dos
componentes diferentes en una misma muestra es objeto de un gran interés
cientifico, y los resultados previos mostrados en este trabajo muestran la
viabilidad de ello debido a la aparicién de los picos de reduccion de catecol e
hidroquinona a potenciales ligeramente diferentes, especialmente tras la
adicion de nanoparticulas de titanio.

En la Figura 4.28 se comparan el primer y quinto ciclo de la concentracion
105 M para ambos tipos de antioxidantes en el caso del electrodo
modificado, CPE-TiNP’s.

Intensidad (uA)
o
N
L

Intensidad (uA)
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06 04 0.2 ojo ojz OtA 06 08 1,0 06 -0.4 0.2 0.0 0.2 04 06 08 10
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.28. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s para concentracion 10%
M de catecol (rojo) e hidroquinona (negro) en: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Se comprueba que el pico de reduccion del catecol (rojo) aparece en torno a
un potencial de 0,05 V, mientras que el pico asociado a la hidroquinona
(negro) se muestra a un potencial negativo, siendo este de -0,1 V. Las
intensidades de ambos, sin embargo, si que son considerablemente
diferentes. Esta distincion de potenciales se realiza con los picos de
reduccion, ya que no seria posible discriminar componentes a partir de los
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picos de oxidacion por encontrarse a potenciales demasiado proximos. Esta
misma conclusion se observa también en el electrodo de grafito sin modificar
aunque en este caso las diferencias entre los dos picos de reduccion son
menores y también lo es la intensidad de corriente asociada a los picos de
reduccién, especialmente para concentraciones bajas.

De la misma forma, se ha realizado una comparacion en la Figura 4.29 de los
mismos ciclos (primero y quinto) pero a una concentracion 103 M, para
comprobar que sigue existiendo esa diferencia de potencial a medida que
aumenta la concentracion, ya que en el estudio anterior hemos podido
comprobar que el aumento de concentracion origina un desplazamiento de
los picos de oxidacion y reduccion del analito.

Intensidad (uA)
Intensidad (ua)

T T T T T T
06 04 02 00 02 04 06 08 1,0 06 04 02 0,0 02 04 06 08 10
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Figura 4.29. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s para concentracion 103
M de catecol (rojo) e hidroquinona (negro) en: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Como resultado de esta comparacion se observa de nuevo una acusada
diferencia entre los potenciales a los que ocurre la reduccion del analito,
encontrandose en torno a un valor igual a 0,15 V en el caso del catecol y de
-0,2 V para la hidroquinona. En este caso el rango de intensidades de ambos
antioxidantes es mucho mas similar, lo cual podria facilitar la distincion de
ambos componentes en una mezcla. Para estas concentraciones se observa
también una ligera diferencia de potenciales de los picos de oxidacion, mucho
mas intenso y ligeramente desplazado a potenciales mas altos en el caso del
catecol.

Como conclusion a este estudio inicial se vio posible realizar una
discriminacion de ambos componentes en una mezcla de los mismos. Este
estudio se recoge en el apartado 4.3.5 de esta memoria.
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Un aspecto que debe tenerse en cuenta es el posible efecto del pH en los
resultados obtenidos. Se ha trabajado con dos tipos de sensores diferentes a
lo largo de este trabajo, y cada uno de ellos se ha utilizado en un medio
distinto, siendo acido en el caso de los sensores y neutro en el de
biosensores. Se ha creido necesario, por tanto, dedicar el siguiente apartado
de este trabajo al estudio del efecto del pH en las soluciones obtenidas, y asi
poder entender mejor el comportamiento de los sensores en diferentes
medios de trabajo.

4.3.3. Efecto del pH

Una vez que ya se ha analizado el efecto de la concentracion y de la velocidad
de barrido nos proponemos en este apartado, con objeto de completar el
estudio de los sensores modificados con nanoparticulas en la deteccion de
antioxidantes, conocer el efecto que pudiera tener el pH del medio en los
procesos de oxidacion y reduccion del catecol. Para ello se utilizd una
disolucion de catecol en KCI 103 M, cuyo pH es igual a 5, y se aumenté la
basicidad adicionando pequenas cantidades de hidroxido potasico (KOH),
consiguiéndose dos disoluciones adicionales, con pH=7 y pH=9.

Esta prueba se realizO para ambos tipos de sensores, a continuacion se
presentaran los resultados para los electrodos modificados CPE-TiNP’s,
debido a que las conclusiones en ambos casos fueron similares en lo que al
efecto del pH se refiere.

En la Figura 4.30 se realiza una comparativa de los voltamogramas obtenidos
para el primer y quinto ciclo para las tres disoluciones de pH diferentes.

Intensidad (uA)
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Figura 4.30. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s en catecol 103 M para
pH=5 (negro), pH=7 (azul), pH=9 (rojo) en: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.
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Una vez mas existen diferencias entre el primer y Ultimo ciclo consecuencia
de un claro efecto del pH en la dimerizaciéon asi como una diferencia en la
intensidad y posicion de los picos a medida que el pH aumenta, detalle que es
necesario comentar.

En primer lugar, en lo que respecta al fendmeno de dimerizacion
anteriormente comentado, es claramente mas acusado cuanto mayor es el
pH, viendo que para un pH=9 aparece el pico de oxidacion asociado al dimero
en el primer ciclo, efecto que no se habia observado en el medio acido en el
gue hemos trabajado hasta el momento incluso para las concentraciones mas
altas. Este aumento de intensidad del pico asociado al dimero provoca, por
tanto, una disminucion de la intensidad de los picos asociada a la reaccion
redox del monémero catecol, por lo que se observa que para pH=9 los picos
son claramente menos intensos que los observados a pH menores; siendo
esto especialmente cierto para el Ultimo ciclo donde el proceso de
dimerizacion es mas acusado.

Otra caracteristica que queda clara a la vista de ambas imagenes,
especialmente a partir de la representacion del primer ciclo, es el
desplazamiento de los picos tanto de oxidacion como de reduccion hacia
potenciales mas negativos con el aumento de pH, este desplazamiento es
mas acusado en el pico de reduccion. Esto provoca que la diferencia de
potenciales entre los picos de oxidacion y reduccidbn sea mayor y la
irreversibilidad crezca también a medida que lo hace el pH.

Teniendo en cuenta ambas observaciones se concluye que los sensores
tienen un mejor comportamiento a un pH menor, que coincide con el de las
disoluciones empleadas en los ensayos anteriores de catecol e hidroguinona
en KCI 0,1 M. Sin embargo en el caso de los ensayos de deteccion realizados
con biosensores surge la necesidad de trabajar a pH mayor ya que las
enzimas precisan de un medio neutro que evite su degradacion. Por ello
debemos tener en cuenta este efecto al analizar los resultados de los ensayos
realizados con biosensores.

En el caso de los sensores de grafito no modificados, tal y como hemos dicho,
el efecto del pH es similar siendo la observacion mas evidente el acusado
aumento de la dimerizacibn cuando aumenta el pH. A continuacion se
muestran las comparativas entre los electrodos con y sin modificar para las
tres disoluciones con pHs distintos (Figura 4.31), en las que también se
comprueba que las senales son significativamente mas intensas para el CPE-
TiNP’s.
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Figura 4.31. Respuesta voltamétrica de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s (negro) en el
quinto ciclo de catecol 103 M para: (a) pH=5, (b) pH=7, (c) pH=9.

Podemos observar que para cualquier valor de pH de la disolucién los
electrodos modificados presentan intensidades de corriente tanto en
oxidacién como en reduccion mucho mas altas que los electrodos de grafito.
También se observa que la tendencia a la dimerizacion al aumentar el pH es
todavia mayor en el electrodo con nanoparticulas de titanio. Por otra parte el
fuerte desplazamiento de los picos de reduccion hacia valores mas negativos
al aumentar el pH en los electrodos modificados hace que la mejora en la
reversibilidad como consecuencia de la adicion de nanoparticulas
desaparezca para pHs mas elevados.

También se ha realizado un estudio del efecto de pH para la concentracion de
catecol mas baja, esto es 105 M, con el fin de comprobar si los efectos
observados siguen siendo los mismos que para concentraciones mayores. Los
resultados obtenidos para el electrodo modificado con nanoparticulas de
titanio son los siguientes, Figura 4.32, para los ciclos 1y 5 respectivamente.
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Figura 4.32. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s en catecol 10 M para
pH=5 (negro), pH=7 (azul), pH=9 (rojo) en: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

La conclusion para esta concentracion es similar a la que se observa para
concentraciones mas altas. El efecto mas evidente es la dimerizacion, para el
pH mas bajo no se observa el pico de oxidacion del dimero ni en el primer ni
en el Gltimo ciclo. Sin embargo, a medida que aumenta el pH crece el pico de
oxidacion y reduccion del dimero, lo que se traduce en una disminucion de
intensidad del pico de oxidacion y reduccion del monémero. De hecho, para
pH=9 sélo los picos redox del dimero son evidentes. Esta misma tendencia se
observa en el caso del electrodo de grafito sin modificar.

Como siguiente apartado de esta parte de caracterizacion de antioxidantes se
tratara otro tema de gran importancia en cuanto al trabajo con estos sensores
fabricados a partir de pasta de carbono, y es la posibilidad de ser reciclados y
utilizados de nuevo para la medicion de diferentes analitos. Se estudiara, por
tanto, el comportamiento de los mismos respecto a su reutilizacion.

4.3.4. Repetibilidad de los sensores

Otra de las caracteristicas beneficiosas de la utilizacion de este tipo de
sensores es su posible reciclaje y posterior uso con un nuevo analito, sin que
la senal se vea contaminada por mediciones anteriores.

Dicho reciclaje se lleva a cabo presionando el extremo de la jeringuilla con
suavidad y limpiando la superficie en la que se encuentra la pasta de carbono
con un papel de filtro. A continuacién se vuelve a ciclar el electrodo en KCl,
para comprobar que durante este proceso no se ha danado o contaminado de
algun componente.
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Los resultados de este reciclaje fueron satisfactorios, ya que los electrodos
volvieron a dar una senal correcta después de haber sido utilizados como
electrodo de referencia de mediciones anteriores.

Como ejemplo grafico de esta buena repetibilidad, se ha realizado una
comparativa en el quinto ciclo (Figura 4.33) de un mismo sensor ciclado
inicialmente en KCl y volviendo a ser medido en la misma disolucion después
de ser reciclado.

Intensidad (¢A)

T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Potencial (V)

Figura 4.33. Respuesta voltamétrica CPE-TiNP’s quinto ciclo en KCl 0,1 M
para electrodo sin reciclar (negro) y electrodo reciclado (rojo).

La diferencia entre ambos voltamogramas es insignificante, por lo que puede
demostrarse que la repetibilidad de los sensores es suficientemente buena vy,
por tanto, pueden volver a utilizarse para caracterizar diferentes analitos.

En el apartado siguiente se realizara una caracterizacion exhaustiva de
mezclas de catecol e hidroquinona ya que, como hemos visto anteriormente
en este mismo capitulo, creimos posible poder realizar esta discriminacion
con los sensores de pasta de carbono, debido a la diferencia de potenciales a
la que aparecen los picos de reduccion de ambos isdmeros.
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4.3.5. Caracterizacion de mezclas de hidroquinona y catecol

Con objeto de poder realizar un estudio de la posible discriminacion de
catecol e hidroguinona en una mezcla de ambos componentes se llevaron a
cabo dos tipos de ensayos diferentes.

En primer lugar se realizaron tres voltametrias ciclicas con 3 mezclas
diferentes en concentracion de ambos analitos, una primera en la que la
concentracion de ambos componentes en la mezcla era 10> M, una segunda
de concentracion 104 M y una tercera de concentracion 103 M de ambos
isdbmeros.

Como segundo estudio, cuyo objetivo era poder relacionar de forma correcta
cada pico con su antioxidante determinado, se partié de una mezcla en la que
ambos componentes tenian una concentracion 10-5 M, y se adiciond
progresivamente uno de los dos componentes hasta obtener las
concentraciones de ese componente en la mezcla de 0,5104 M, 104 M,
0,4103 My 103 M, mismas concentraciones que se utilizaron para los limites
de deteccion anteriores.

Estos dos métodos de caracterizacion de mezclas se realizaron con los dos
tipos de sensores, el electrodo de grafito y el electrodo de grafito modificado
con nanoparticulas de titanio, y los resultados obtenidos se muestran en los
siguientes apartados.

+* Mezclas de catecol 105 M/HQ 105 M, catecol 104 M/HQ 104 M
y catecol 103 M/HQ 103 M

En primer lugar, se realizaron tres ensayos en tres mezclas a concentraciones
diferentes, equimolares en ambos isomeros, para comprobar si se observan
diferencias entre los picos de oxidacion y reduccion de los dos analitos para
las diferentes concentraciones. Los resultados para el electrodo de grafito
(Figura 4.34) muestran la variacion que sufren los picos acorde al aumento
de la concentracion de ambos antioxidantes.

Nos fijaremos Unicamente en los picos de reduccion ya que, como se
comentd anteriormente, no sera posible distinguir dos picos diferentes en
oxidacion, por ser los potenciales a los que se oxidan ambos isdmeros muy
similares.
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Figura 4.34. Voltamograma quinto ciclo de CPE-C para mezclas: (a) catecol
10 M/HQ 10° M, (b) catecol 104 M/HQ 104 M, (c) catecol 103 M/HQ 103
M.

En el apartado anterior se habia observado que el pico de reduccidén asociado
a la hidroquinona aparecia a potenciales mas negativos (en torno a -0,1 V) y
el pico asociado al catecol se producia a un potencial cercano a 0,15 V.
También se vio que las intensidades a las que se producian eran mas
semejantes a concentraciones mayores, por |0 que con estas concentraciones
se prevé una mejor discriminacion de componentes. Ademas, la dimerizacion
no influye en la deteccion de ambos picos, ya que su intensidad asociada es
considerablemente menor.

Observando ahora la Figura 4.34 vemos que se siguen observando dos picos
de reduccion claramente resueltos en las tres mezclas analizadas. Las
diferencias entre los picos se observan en cualquier concentracion aunque es
mas notable la diferenciacion a concentraciones mayores, en todos los casos
los potenciales de aparicion de ambos picos correspondiente a los dos
isdbmeros son los esperados. Es para las concentraciones mas bajas en las
qgue este electrodo de grafito tiene mas dificultades para distinguir entre los
dos analitos ya que como podemos observar en la Figura 4.34. (a) no existen
dos picos completamente resueltos para la mezcla con concentracion 105 de
ambos analitos.
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Por tanto, como primera conclusion a este estudio, puede deducirse que los
sensores de grafito podrian ser capaces de realizar una discriminacion de
mezclas de los dos isdbmeros siempre y cuando estén en concentraciones
suficientemente altas. A continuacion se estudiara el comportamiento de los
sensores modificados con nanoparticulas de titanio en las mismas mezclas y
se realizara un estudio comparativo con los electrodos de grafito con objeto
de dilucidar el papel de las nanoparticulas al respecto.

En el caso del electrodo modificado, CPE-TiNP’s, la Figura 4.35 recoge los
voltamogramas obtenidos para las mezclas para las tres concentraciones en
estudio.

(a) . (b)

054

0,04

Intensidad (1A)
Intensidad (uA)

0,5+

T T T T T J T T T T T
-0,6 -0.4 -0.2 0,0 0.2 04 06 08 1.0 -0.6 -04 -0.2 0,0 02 04 06 08 10

Potencial (V) Potencial (V)

(c)
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Figura 4.35. Voltamograma quinto ciclo de CPE-TiNP’s para mezclas: (a)
catecol 10°% M/HQ 10°% M, (b) catecol 104 M/HQ 104 M, (c) catecol 103
M/HQ 103 M.

La figura correspondiente al quinto ciclo muestra de manera clara esos dos
picos relacionados con ambos antioxidantes, que en este caso aparecen a
unos potenciales ligeramente desplazados, siendo el asociado a la reduccion
de la hidroguinona en torno a E= 0V, y el pico producido por la reduccion de
catecol a E=0,25 V. Como una ventaja detectable en estos sensores
modificados con nanoparticulas, puede advertirse la mejor capacidad de
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deteccion de los picos, ya que ambos son mucho mas claros a la
concentracion intermedia (104 M) e incluso pueden detectarse a la menor
concentracion con la que se ha trabajado (105 M), algo que no son capaces
de hacer los electrodos de grafito no modificados.

De esta forma, la primera conclusion de este estudio de mezclas seria la
verificacion de la capacidad de los electrodos de deteccion de catecol e
hidroquinona en una mezcla de ambos a partir del pico de reduccion y, en
segundo lugar, la mejora de capacidad de deteccion observada con la adicion
de nanoparticulas a la pasta de grafito.

Como Ultima parte de este primer estudio se ha realizado la comparacion
respecto a la senal voltamétrica obtenida entre los electrodos de grafito CPE-C
y los electrodos modificados, CPE-TiNP’s. Observando las intensidades de
cada sensor se puede comprobar que, ademas de convertir el proceso en uno
mas reversible, los electrodos CPE-TiNP’s aportan mayor resolucion en los
picos y dan lugar a una senal de mayor intensidad de corriente. A modo de
ejemplo se presenta la Figura 4.36 con el primer y quinto ciclo de la
concentracion 103 M, en la que se observa claramente el efecto positivo de
las nanoparticulas. Cabe destacar que a la concentracion 105 M también es
mas intensa la senal para los sensores modificados, aunque se ha preferido
representar el voltamograma de mayor concentracion por mostrar mejor la
mezcla de ambos mondmeros.

Intensidad (uA)
Intensidad (uA)

T T T T T T T J
06 04 02 00 02 04 06 08 10 T T T T T
06 04 02 0,0 02 04 06 08 10
Potencial (V)

Potencial (V)

Figura 4.36. Respuesta voltamétrica en mezcla catecol 103 M/HQ 103 M de
CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s (negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Con objeto de realizar una correcta caracterizacion de los picos y poder, por
tanto, asegurar que cada pico de reduccion pertenece a un antioxidante
diferente, se realiz6 un segundo experimento en relacion a las mezclas. Esto
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es necesario teniendo en cuenta que ademas de los picos de los mondmeros
contamos con el proceso de dimerizacion que dificulta la interpretacion de los
voltamogramas. Este consistia en partir de una mezcla de ambos
componentes, en la que la concentracion de cada uno de ellos era la mas
baja de las utilizadas, 10 M (mismos voltamogramas, por tanto, que los
referentes a las Figuras 4.34. (a) y 4.35. (a)), y aumentar progresivamente la
concentracion de uno de ellos. De esa forma, el pico de reduccion asociado a
ese componente seria el que creceria con el aumento de concentracion del
analito, y podrian caracterizarse de esta forma los picos sin ningun tipo de
duda por la posible interferencia del proceso de dimerizacion. El desarrollo de
este estudio se realiza en el apartado siguiente.

< Mezclas de catecol e hidroquinona manteniendo Ila
concentracion de hidroquinona en 105 M y aumentando la
concentracion de catecol hasta 103 M

En los apartados anteriores se ha podido comprobar que la senal se ha
mejorado debido a la adicion de nanoparticulas, y se ha visto que estos
sensores son capaces de realizar una discriminacion de ambos antioxidantes
en una mezcla. En este apartado se ha trabajo exclusivamente con electrodos
modificados, CPE-TiNP’s ya que se ha visto que presentaban mayor capacidad
de resolucion de picos en reduccion. El fin de realizar el experimento de este
apartado es poder asociar de forma correcta los picos a cada componente de
la mezcla, caracterizandolos de forma adecuada ya que también aparecen
picos procedentes de la dimerizacion de los analitos, que podrian dar lugar a
confusion.

Para ello se comenzd con una mezcla de catecol e hidroquinona de
concentracion de ambos en la misma 10° M, y se realizd una adicion
sucesiva de catecol en la mezcla hasta alcanzar una concentracion de ésta de
103 M, como si de un limite de deteccion se tratara. Asi pudo estudiarse qué
pico de reduccion estaba asociado a cada isémero, ya que a la menor
concentracion deberian aparecer los picos asociados a ambos y, conforme la
concentracion de catecol aumentaba en la mezcla, el pico asociado a ella
aumentaria de igual forma.

En la Figura 4.35. (a) ya pudo estudiarse la mezcla de catecol e hidroquinona
con una concentracion de ambas 105 M, por lo que no se ha incluido en este
apartado, por tratarse de un voltamograma similar.

Por tanto, para comprobar la posicion de los picos a mayores concentraciones
de catecol se presentan en la Figura 4.37 las graficas correspondientes al
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quinto ciclo para la concentracion intermedia (104 M) y la mayor
concentracion utilizada (103 M). Asi podra estudiarse la variacion de los picos
a lo largo de los ciclos y el posible desplazamiento en funcion de la
concentracion. No se ha representado graficamente la variacion entre el
primer y quinto ciclo porque, como bien pudo observarse en el apartado de
caracterizacion de catecol, este analito apenas sufre dimerizacion y la
variacion entre los ciclos es minima.

(a) _ (b)

Intensidad (xA)
Intensidad (uA)
IS

T T T T T T T T ] T T T T T T T ]
-06 -0,4 -0,2 0,0 02 04 06 038 1.0 1.2 -0.6 -04 -0.2 0,0 0.2 04 06 08 1,0
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.37. Respuesta voltamétrica de CPE-TINP’s en quinto ciclo de mezcla:
(a) HQ 105 M/catecol 104 M, (b) HQ 105 M/catecol 10-3 M.

En la Figura 4.37. (a), correspondiente a la concentracion 104 M, el pico que
se define mejor con mayor intensidad es el que aparece a un potencial de
0,30 V. En la Figura 4.37. (b) el potencial al que aparece el pico de mayor
intensidad se desplaza ligeramente a 0,35 V aunque se mantiene en torno a
ese valor, y la intensidad del mismo es visiblemente mayor que a menor
concentracion. Se puede confirmar entonces que el pico que se encontraba a
potenciales mayores en el apartado anterior se puede asociar a la reduccion
del catecol.

Como Ultima comprobacion se realizara este mismo proceso a la inversa,
aumentando en este caso la concentracion de hidroquinona para asi poder
estudiar el potencial al que aparece la reduccion del otro isdbmero
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s Mezclas de catecol e hidroquinona manteniendo Ila
concentracion de catecol en 105 M y aumentando la
concentracion de hidroquinona hasta 103 M

El proceso seguido se define de la misma forma que en el apartado anterior,
aumentando en este caso la concentracion de hidroquinona hasta obtenerse
una mezcla de catecol 105 M/hidroquinona 103 M. De igual forma que en el
apartado anterior, se ha representado el quinto ciclo de la concentracion
intermedia y la mayor concentracion de hidroquinona en la mezcla (Figura
4.38).

(a) (b)

Intensidad (uA)
Intensidad (uA)
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Figura 4.38. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s en quinto ciclo de mezcla:
(a) catecol 10°* M/HQ 104 M, (b) catecol 10> M/HQ 103 M.

A estas concentraciones ya s6lo se aprecia un pico de reduccion, légicamente
el de reduccion del catecol tiene una intensidad muy baja y queda englobado
debido a que la intensidad del pico de reduccién de la hidroquinona
experimenta un claro aumento de intensidad con el aumento de
concentracion del analito, y por tanto este pico a potenciales claramente
menos positivos puede asociarse sin lugar a dudas a la reduccion de la
hidroquinona. Como el potencial al que aparece se encuentra en torno a los
0 V vy, por tanto, a un potencial menor que el asociado al catecol puede
concluirse que los picos obtenidos en el primer apartado de caracterizacion
de mezclas pertenecen cada uno de ellos a un isémero diferente y, por tanto,
estos sensores son capaces de discriminar entre ambos analitos cuando
aparecen como componentes en una mezcla.

Ya se comentd anteriormente que la hidroquinona sufre un proceso de
dimerizacion mas acusado que el catecol, especialmente a concentraciones
altas. Para visualizarlo, se ha representado el primer y quinto y ciclo de la
respuesta voltamétrica en 103 M como ejemplo de este comportamiento
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(Figura 4.39). Se observa que, como resultado de la dimerizacion, la
morfologia del voltamograma cambia especialmente en la zona de oxidacion.
En el quinto ciclo el pico correspondiente al dimero, a potenciales mas
negativos, aumenta de intensidad mientras que el asociado al mondémero, a
potenciales mayores, se reduce. Por ello, en el primer ciclo la intensidad del
pico de oxidacion del monémero es mayor que en el quinto ciclo y a la inversa,
la intensidad del pico de oxidacion del dimero es mayor en el quinto ciclo que
en el primero. En la reduccion para el quinto ciclo se observa un fuerte
desplazamiento del pico de reduccion hacia potenciales mas negativos como
consecuencia de la mayor reduccion del dimero.

15 4

10

Intensidad (1A)

-10 T T T T T T L T T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Potencial (V)

Figura 4.39. Respuesta voltamétrica de CPE-TiNP’s en mezcla catecol 105
M/HQ 103 M para primer ciclo (linea punteada) y quinto ciclo (linea
continua).

Por ultimo se abordara en el siguiente apartado el comportamiento de los
biosensores con y sin nanoparticulas de titanio en los que, como ya se ha
comentado anteriormente, todas las mediciones deben realizarse en medio
neutro, por lo tanto se han utilizado disoluciones en buffer fosfato en lugar de
cloruro potasico, lo que sin duda influira en los resultados obtenidos.
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4.4. Deteccion de antioxidantes y azdcares con
biosensores

En este apartado se detallan los resultados que se han obtenido utilizando
biosensores sin modificar y modificados con nanoparticulas de titanio. En
primer lugar se comentaran los estudios realizados con biosensores en los
que se ha depositado como enzima tirosinasa (Tyr). Con esta enzima,
especifica para la deteccion de antioxidantes, se ha realizado en primer lugar
la deteccion del catecol, junto con el calculo de los limites de deteccion y la
comparacion de senales entre sensores y biosensores para este analito. A
continuacion se ha trabajado de la misma forma con el otro isdmero, es decir,
con la hidroquinona. Se ha visto la posibilidad de distinguir entre ambos
isdmeros con la utilizacion de estos biosensores, por lo que se ha realizado un
estudio de mezclas de catecol e hidroquinona en una linea semejante a la
realizada con sensores sin enzima; finalmente se han comparado los
resultados obtenidos con biosensores con tirosinasa con los aportados por los
sensores sin enzima.

Como ultima parte de este apartado, se estudiara la deteccion de la glucosa,
otro de los componentes basicos de mostos y vinos, para la cual resulta
imprescindible la utilizacion de una enzima especifica que es la glucosa
oxidasa (GOx).

4.3.2.Deteccion de catecol

En primer término cabe senalar que la morfologia de los voltamogramas
obtenidos con la enzima es diferente a la obtenida sin ella, tanto para los
sensores de grafito como para los sensores de grafito modificados con
nanoparticulas de titanio. En primer término se observa un importante
incremento de densidad de corriente, no se observa dimerizacion y las
posiciones de los picos de oxidacion y reduccion se desplazan a potenciales
mas negativos.

Como primer estudio de la caracterizacion de catecol con biosensores se
presenta la Figura 4.40 con el limite de deteccion realizado con el CPE-
TiNP’s/Tyr.
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Figura 4.40. Limite de deteccion de CPE-TiNP’s/Tyr en catecol con
concentraciones: 105 M (negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-10-3
M (azul) y 103 M (rojo).

Como primera observacion de este estudio se constata que, en todas las
pruebas realizadas, los biosensores no fueron capaces de detectar el
antioxidante a bajas concentraciones, ya que el voltamograma no muestra
ninguna reaccion redox a la concentracion 105 M, por lo que la morfologia del
mismo es plana. A mayores concentraciones, por ejemplo 0,510, si que se
observa una reaccion redox; con un pico de oxidacion y reduccion claramente
definido. El aumento de la concentracion produce un desplazamiento del pico
de oxidacion hacia potenciales mas positivos lo que hace que para la mayor
concentracion (103 M) apenas sea visible; se ha utilizado la misma escala con
objeto de hacer las comparaciones oportunas con y sin enzima. Las
conclusiones obtenidas a partir de la respuesta voltamétrica del CPE-C/Tyr
son similares a éstas.

Se han calculado, de igual forma que en apartados anteriores, los valores
numéricos del limite de deteccion en ambos tipos de sensores con y sin
nanoparticulas de titanio anadidas. Para ello, se ha calculado en primer lugar
para el CPE-C/Tyr el valor de la desviacion tipica de las intensidades de los
tres Ultimos ciclos del sensor medido en el blanco (que en el caso de los
biosensores es buffer fosfato) para un potencial E=0,9 V, que es el potencial
al que aparece el pico de oxidacion para la concentracion 0,5-104 M. Ademas
se ha representado la curva de calibracion tomando la intensidad del ultimo
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ciclo para el pico de oxidacion en todas las concentraciones. En la Figura 4.41
se presenta la recta de calibracion para el electrodo CPE-C/Tyr.

50
40
30
20
10

y =44407x + 0.1883
R?=0.9953

Intensidad (nA)

0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8.E-04 1.E-03 1.E-03

Concentraciéon (mol/L)

Figura 4.41. Recta de calibracion de CPE-C/Tyr en catecol para el calculo de
LOD.

El limite de deteccion del electrodo CPE-C/Tyr se calcularia como:

3-SD 3-833-107°
T 44407

LOD (CPE — C/tyr en catecol) =
=5,63-10"7mol - L1
Este valor obtenido es menor que el que se habia calculado para el caso del

sensor CPE-C en catecol, por lo que es un resultado positivo en cuanto al uso
de enzimas.

De igual forma, la recta de calibracion correspondiente al CPE-TiNP’s/Tyr seria
la correspondiente a la Figura 4.42.

20
15 y=17571x-0.5231
10 R*=0.995
5
0 T T !

0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8.E-04 1.E-03 1.E-03

Intensidad (nA)

Concentracion (mol/L)

Figura 4.42. Recta de calibracion de CPE-TiNP’s/Tyr en catecol para el calculo
de LOD.
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El limite de deteccion en este caso seria igual a:

3-SD_3-2,03-10_3

LOD (CPE —TiNP’s/Tyr en catecol) = 17571

=3,46-10""mol - L1

Este valor obtenido también es inferior al que se habia calculado para el
mismo sensor modificado con nanoparticulas pero sin enzima, por lo que se
muestra en este caso también un efecto positivo de las enzimas. Ademas el
valor obtenido para el CPE-TiNP’s/Tyr también es menor que el calculado para
el CPE-C/Tyr, por lo que se sigue observando un comportamiento mejorado de
los sensores con nanoparticulas de titanio.

Por Gltimo se muestra una comparativa para el electrodo CPE-TiNP’s con y sin
enzima, para observar las diferencias asociadas al uso de sensores y
biosensores (Figura 4.43). No se ha realizado una comparaciéon a la menor
concentracion (10> M) ya que, como hemos comentado, a simple vista no se
han observados picos de oxidacion-reduccion definidos con el uso de
biosensores para estas concentraciones.

Intensidad(uA)
Intensidad(uA)

T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
06 04 0.2 0,0 02 04 0.6 08 10 -06 04 -0,2 0,0 02 04 06 08 10
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.43. Voltamograma en catecol 10-3 M de CPE-TiNP’s (rojo) y CPE-
TiNP’s/Tyr (negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Tal y como se ha comentado se observa un incremento en la intensidad de
corriente en los voltamogramas con el uso de biosensores, especialmente
para el pico de reduccion. El pico de oxidacion también sufre un aumento de
intensidad, aunque se ve muy desplazado a potenciales mayores. Este
desplazamiento también ocurre en el pico de reduccion que se desplaza a
potenciales mas negativos; la diferencia de potencial entre los picos es
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considerablemente mayor que sin el uso de la enzima tirosinasa, por lo que la
irreversibilidad de los picos también aumenta sustancialmente.

A continuacion se ha procedido de igual forma en la caracterizacion de la
hidroguinona, por lo tanto se realizarda un analisis similar en el siguiente
apartado.

4.4.2. Deteccion de hidroquinona

En este caso se procedera de la misma forma que en el apartado anterior. En
primer lugar se muestran los voltamogramas obtenidos en las distintas
concentraciones de hidroquinona con objeto de calcular el limite de deteccion
del electrodo modificado CPE-TiNP’s/Tyr (Figura 4.44), a continuacion se
compararan los limites de deteccion obtenidos en ambos tipos de sensores
con los que se habia calculado para los sensores y por Ultimo se comparara la
diferencia existente en los voltamogramas obtenidos con biosensores con las
respuestas obtenidas por los sensores sin enzimas para las mismas
concentraciones de analito.

Intensidad (uA)

-4 T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Potencial (V)

Figura 4.44. Limite de deteccion de CPE-TiNP's/Tyr en HQ con
concentraciones: 105 M (negro), 0,5-104 M (naranja), 104 M (verde), 0,4-10-3
M (azul) y 103 M (rojo).
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A la vista de los voltamogramas obtenidos, se observa un Unico pico de
oxidacion y reduccion en todas las concentraciones, con lo que tampoco se
observa dimerizacion en este caso. A diferencia de lo que ocurria en los
sensores sin enzima en este caso no hay apenas diferencia entre el primer
ciclo y los siguientes. El potencial al que aparece el pico de oxidacion se
encuentra en torno a un valor E=0,8 V y el pico de reduccion a E=-0,1 V y, de
la misma forma que en el caso del catecol, no se observa ningln pico redox
de relevancia para la menor concentracion (10° M).

Para el calculo del limite de deteccion, de igual forma que en el caso del
catecol, se ha escogido el pico de oxidacion, ya que es el pico mas intenso. El
valor de la desviacion tipica del blanco se ha calculado a partir de las
intensidades del sensor ciclado en buffer fosfato para el potencial en el que
aparece el pico de oxidacion cuando existe analito en una concentracion
0,5104 M, que corresponde a E=0,85 V, en el CPE-C/Tyr y E=0,75 V para
CPE-TiNP’s/Tyr. No se ha utilizado el pico de la concentraciéon mas baja ya
que, como hemos comentado, no existen picos cuando se trabaja con
concentraciones reducidas con biosensores.

A continuacion (Figura 4.45) se muestra la recta de calibrado para el
biosensor de grafito sin modificar.

y =5127.8x - 0.0492

Intensidad (nA)

0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8.E-04 1.E-03 1.E-03

Concentracion (mol/L

Figura 4.45. Recta de calibracion de CPE-C/Tyr en HQ para el calculo de LOD.

El limite de deteccion asociado al electrodo CPE-C/Tyr seria el siguiente:

I*’»-.S’D_3~2,95-10_3

— . 10-6 L7-1
— 51278 1,73-107°mol - L

LOD (CPE — C/Tyren HQ) =

Este valor obtenido es muy similar, aunque ligeramente mas bajo, que el que
se habia calculado para la hidroquinona en el electrodo de grafito sin enzima,
por lo que en este caso se sigue observando, al igual que con el catecol, que
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el uso de la enzima supone una ligera mejora en lo que respecta al limite de
deteccion cuando se trata de la determinacion de hidroquinona. Este efecto
beneficioso es menos importante que el observado en el otro isémero.

Se hizo el mismo estudio para el sensor de grafito modificado con
nanoparticulas de titanio con tirosinasa como enzima. De igual forma, la recta
de calibracion del CPE-TiNP’s se representa en la Figura 4.46.

6

< y = 5572.8x + 0.0258

= 4 R% = 0.9986

T

2 2

£

- O T T T T T 1

0.E+00 2.E-04 4.E-04 6.E-04 8.E-04 1.E-03 1.E-03

Concentracion (mol/L)

Figura 21. Recta de calibracion de CPE-TiNP’s/Tyr en HQ para el calculo de
LOD.

El limite de deteccion en este Gltimo tomaria el valor siguiente:

3—SD_3-1,1O-1O_3

_ 10-7 7-1
— 5272.8 =591-10""mol - L

LOD (CPE —C/Tyren HQ) =

Una vez mas se observa que el valor del limite de deteccion es menor que en
el electrodo sin modificar, con lo que las nanoparticulas estan realizando un
efecto de transferencia electronica efectivo en el proceso. Si se realiza una
comparacion con respecto a los sensores modificados sin enzima, el
biosensor tiene una mayor capacidad de deteccion, aunque las diferencias
son poco significativas. En todos los casos se obtienen limites de deteccion
muy bajos.

Como conclusion tanto para el catecol como para la hidroquinona, lo que si se
deduce del comportamiento de los biosensores es que los menores limites de
deteccion y los mejores ajustes se consiguen con los biosensores modificados
con nanoparticulas. Esto también ocurre con los sensores sin enzima con lo
que podemos concluir que, desde el punto de vista cuantitativo, en todos los
casos el uso de nanoparticulas supone una mejora de resultados respecto a
los sensores de grafito sin modificar.
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Por Gltimo se ha incluido una comparativa entre el sensor CPE-TiNP’s y el
biosensor CPE-TiNP’s/Tyr para comprobar si la deposicion de la enzima
induce cambios a los voltamogramas obtenidos como ya se ha visto que
ocurria en el caso de la deteccion del catecol. Esta comparativa (Figura 4.47)
se ha realizado en el primer y quinto ciclo de la concentracion mas alta, ya
que es donde se ha comprobado que el biosensor tiene los picos mas
definidos y son mas intensos.

Intensidad (uA)
N
L
Intensidad (uA)

T T T T T T
06 04 02 0,0 0,2 04 06 08 1.0 06 04 02 00 02 04 06 08 1,0
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.47. Voltamograma en HQ 103 M de CPE-TiNP’s (rojo) y CPE-
TiNP’s/Tyr (negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Se observa un comportamiento similar entre ambos sensores, ya que las
intensidades son muy similares en este caso, 10 que confirma que apenas
exista diferencia en el limite de deteccion. De la grafica correspondiente al
altimo ciclo queda clara la diferencia entre sensor y biosensor en lo que
respecta al fendmeno de dimerizacion, que no se observa cuando se trabaja
con enzimas como la tirosinasa, lo cual provoca una senal mas clara y un
desplazamiento del pico de reduccion hacia potenciales mas positivos
aumentando la reversibilidad del proceso.

Por ultimo se ha realizado un estudio de mezclas de catecol e hidroguinona,
para comprobar si estos biosensores con tirosinasa eran capaces de detectar
diferencias entre los dos isOmeros y asi comparar el estudio en disoluciones
hechas con estas mezclas con el realizado con sensores sin enzima. También
se analizara el efecto de las nanoparticulas al respecto. Este tema se
abordara en el siguiente apartado.
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4.4.3. Caracterizacion de mezclas de hidroquinona y catecol

Con el objetivo de observar las diferencias de comportamiento de los
sensores y biosensores en el estudio de antioxidantes, se llevd a cabo la
misma experimentacion en cuanto a las mezclas que en apartados anteriores.
Se realizaron tres mezclas de catecol e hidroquinona, cuyas concentraciones
en la mezcla fueron equimolares, y de valores 105 M, 104 y 103 M. La
primera conclusion obtenida de estas pruebas es la constatacion de que a
concentraciones menores (10> M) los biosensores no son capaces de
detectar antioxidantes. En la Figura 4.48 se presentan los resultados
obtenidos a las dos concentraciones mayores, ya que de la primera no puede
extraerse ninguna informacion del voltamograma.

Intensidad (xA)
Intensidad (A)
o
L

T T T T T T T T 1
-0,6 04 02 0,0 02 04 0.6 08 1,0 -06 0.4 02 00 0.2 04 06 08 1,0

Potencial (V) Potencial (V)

Figura 4.48. Voltamograma quinto ciclo de CPE-TiNP’s para mezclas: (a)
catecol 104 M/HQ 104 M, (b) catecol 103 M/HQ 103 M.

A la vista de los resultados y observando el voltamograma correspondiente a
la mayor concentracion, que es el que presenta unos resultados mas claros,
Unicamente se observa un pico de oxidacion a un potencial E=0,9 V y otro
pico de reduccion a E= 0V, por lo que los resultados difieren de los obtenidos
sin enzima. Ya se habia comentado en anteriores apartados que en el estudio
de biosensores no aparecia el fendmeno de dimerizacion, lo cual se puede
comprobar también en este caso, al no aparece un segundo pico de oxidacion
y reduccion cuando se trabaja con concentraciones mayores. Tampoco se
observa un pico asociado a cada isdmero, por lo que se puede deducir que el
biosensor engloba ambos componentes en el mismo pico de oxidacion y
reduccion. Por lo tanto, se comprueba que el sensor sin enzima tiene un
mejor comportamiento en cuanto a la caracterizacion de mezclas de catecol
e hidroquinona.
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Como ultima comparativa en cuando al estudio de mezclas con sensores se
presenta la Figura 4.49, con una comparativa en el Ultimo ciclo a la
concentracion mas alta de ambos analitos, que es la concentracion a la que
mejor comportamiento se ha visto de los biosensores.

30

20

Intensidad (xA)

-20 T T T T T T T 1
06 04 02 0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

Potencial (V)

Figura 4.49. Voltamograma del quinto ciclo de mezcla catecol 103 M/HQ 103
M de CPE-TiNP’s (linea discontinua) y CPE-TiNP’s/Tyr (linea continua).

Existe una notable mejora de intensidad de senal para los sensores sin
enzima (linea discontinua), ademas de la clara diferenciacion de
componentes en la mezcla, por la aparicion de dos picos de reduccion a
potenciales visiblemente diferenciados.

Por ultimo, aunque no se hayan presentado los resultados para el CPE-C/Tyr
con el objeto de centrarnos en la comparativa acerca del comportamiento de
sensores con y sin enzima, cabe destacar que si que se realizaron estas
pruebas con los sensores sin nanoparticulas con la enzima tirosinasa,
obteniéndose unos picos mejor definidos y mas reversibles para el CPE-
TiNP’s. Un ejemplo de este resultado se refleja en la Figura 4.50, en la que se
realiza una comparacion de voltamogramas en el quinto ciclo a la
concentracion 103 M para los dos analitos.
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Intensidad (uA)
o
L

Potencial (V)

Figura 4.50. Respuesta voltamétrica quinto ciclo de mezcla catecol 103
M/HQ 103 M para CPE-C/Tyr (rojo) y CPE-TiNP’s /Tyr (negro).

4.4.4. Deteccion de glucosa

Como ultimo apartado de este trabajo se muestran los resultados obtenidos
en biosensores fabricados con enzima de glucosa oxidasa con objeto de
conocer su viabilidad para la deteccion de glucosa, que como es conocido
necesita de esta enzima para su deteccion. El objetivo principal de la
investigacion es la deteccion de antioxidantes, sin embargo nos ha resultado
interesante conocer si el efecto beneficioso de las nanoparticulas de titanio
observado en la deteccion de antioxidantes es también visible para la
deteccion de azucares, en concreto glucosa, que es sin duda otro de los
componentes esenciales de vinos y mostos.

Para comprender el comportamiento de estos biosensores debemos tener en
cuenta el esquema de la reaccion enzimatica y la deteccién electroquimica
mostrados en la Figura 4.51.

La enzima electrocataliza la reduccion del oxigeno disuelto lo que hace que
aparezca un pico de reduccion; en presencia de oxigeno la enzima reducida
se oxida en la superficie y retiene la actividad catalitica. Esta regeneracion
disminuye la reversibilidad y aumenta el pico de reduccion. Al anadir glucosa
en la solucién aireada el pico de reduccion disminuye cuando aumenta la
concentracion de glucosa, al ocurrir las reacciones 1 y 2 de la figura. La
glucosa es el sustrato de la enzima, su presencia dara lugar a una reaccion
catalizada por la enzima y una disminucion de la forma oxidada en la
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superficie del electrodo, consecuencia de la competencia entre los dos
mecanismos.

Glucosa
Glucosa Acldo Glucbnico
Glucosa oxidasa Glucosa oxidasa

(reducida)

3 Glucosaoxidasa 4 g g Glucosaoxidasa + H, 0
{reducida) ! e

| 4 H; 0, ; H,0
Ebkecirodo Ll

Figura 4.51. Reaccion enzimatica de la Glucosa Oxidasa (GOx).

Por tanto es esperable que un aumento en la concentracion de glucosa
genere una disminucion del pico de reduccion. La disminucion de intensidad
del pico de reduccién se pude usar para detectar la glucosa y probar por tanto
la actividad enzimatica de la glucosa oxidasa.

Con objeto de comprobar lo anterior se trabajo con un electrodo de grafito no
modificado y se realizaron ensayos de voltametria ciclica en soluciones de
buffer fosfato aireadas a las que progresivamente se incrementa la
concentracion de glucosa desde 2-104 M como concentracion mas baja hasta
2102 M como maximo. En la Figura 4.52 se muestran los voltamogramas
obtenidos en los ensayos.

Se aprecia notablemente que en el voltamograma correspondiente a la
concentracion menor, esto es 2-104 M, se observa un pico de reduccion muy
intenso a un potencial de -0,3 V que corresponde a la reduccion del oxigeno;
el correspondiente pico de oxidacion se encuentra a -0,22 V. Cuando
aumentamos la concentracion de glucosa hasta 2103 M se observa
claramente que el pico de reduccion se desplaza ligeramente a potenciales
mas positivos y, sobre todo, que disminuye su intensidad de corriente.
Ulteriores incrementos de la concentracion de glucosa originan el mismo
efecto, el pico de reduccion se desplaza y disminuye de intensidad, mientras
el pico de oxidacion apenas se desplaza ligeramente hacia valores mas
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positivos al aumentar la contraccion de glucosa y su intensidad de corriente,
en lugar de disminuir como en el pico catédico aumenta ligeramente.

0,2 5

0,0

-0,2

-0,4 4

-0,6 4

Intensidad (uA)

-0,8

T T T T T T T T T T T 1
-0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1

Potencial (V)

Figura 4.52. Efecto de la concentracion de glucosa en el electrodo CPE-C/GOx
en: 22104 M (negro), 104 M (naranja), 2-103 M (verde), 103 M (azul) y 2-10-3
M (rojo).

Por tanto la disminucion de la intensidad de corriente correspondiente al pico
de reduccién podria utilizarse para calcular el limite de deteccion del
electrodo.

De igual forma que en anteriores casos, se ha calculado la desviacion
estandar de la intensidad de los tres Gltimos ciclos del blanco (buffer fosfato)
para un potencial E=-0,3 V, que se presenta en la ecuacion final, y se ha
representado la Figura 4.53 con la recta de calibracion.

Cabe destacar que para la obtencion de la recta de calibracion Gnicamente se
tomaron los puntos a concentraciones menores ya que, segin aumentaba la
concentracion se perdia la tendencia lineal, cuyo motivo ha podido ser la
sobresaturacion debido a una concentracion demasiado grande de analito.
Aun asi, el resto de calculos son similares al de todos los casos.
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L 2

Figura 4.53. Recta de calibracion de CPE-C/GOx en glucosa para el calculo de
LOD.

El limite de deteccion seria igual a:

3-5‘D_3-2,16-10_3

LOD (CPE — C/GOx en glucosa) = 7

=8,65-10"°mol - L7

Se observa que este limite de deteccion es de un orden menor que el
obtenido para los biosensores de tirosinasa.

A continuacion se muestran los voltamogramas obtenidos en el electrodo de
grafito modificado con nanoparticulas de titanio cuando se aumenta la
concentracion de glucosa en el mismo rango que se ha utilizado en el
electrodo no modificado. En la Figura 4.54 se muestran los resultados
obtenidos.

La figura muestra que el electrodo modificado tiene un comportamiento
similar al observado para el electrodo de grafito, ya que se comprueba como
éste es sensible a las variaciones de glucosa en el medio e incluso los
cambios son mas acusados, lo que indica que las nanoparticulas de titanio
parecen tener también un efecto en este caso. Asi, se observa que para la
concentracion de glucosa menor, 2:104 M, en el voltamograma se observa un
pico de reduccion claro a un potencial de -0,28 V, ligeramente desplazado
hacia valores mas positivos en comparacion con el electrodo sin modificar; el
pico de oxidacion se encuentra en -0,25 V, con lo que hay una mejora en la
reversibilidad con la adicion de nanoparticulas. Cuando se incrementa la
concentracion de glucosa a 2:10-3 M se observa claramente el desplazamiento
del potencial del pico de reduccion a valores mas positivos a la vez que
disminuye su intensidad de corriente. El efecto de adiciones sucesivas de
glucosa sobre el electrodo con nanoparticulas es mas evidente incluso que el
observado en el electrodo no modificado.
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Figura 4.54. Efecto de la concentracion de glucosa en el electrodo de CPE-
TiNP’s/GOx en: 2104 M (negro), 104 M (naranja), 2-103 M (verde), 103 M
(azul) y 2-103 M (rojo).

También en este caso la disminucion de la intensidad de corriente
correspondiente al pico de reduccion podria utilizarse para calcular el limite
de deteccion del electrodo.

Se ha procedido de la misma forma que para el electrodo de carbono, se ha
calculado la desviacion tipica de la intensidad de los tres Gltimos ciclos del
electrodo en buffer fosfato, tomandose en este caso para el potencial E=-0,28
V. También se representa en la Figura 4.55 la recta de calibracion para las
tres concentraciones menores, debido al mismo motivo que en el caso
anterior.

0.E+00 5.E-04 1.E-03 2.E-03 2.E-03 3.E-03
O- E+00 T T T T 1

-2.E-02 - y =34.465x - 0.1109
A4E-02 - R?=0.9004
-6.E-02 - *

-8.E-02 -
-1.E-01 -
-1.E-01 -

2

Figura 4.55. Recta de calibracion de CPE-TiNP’s/GOx en glucosa para el
calculo de LOD.
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El limite de deteccion para el CPE-TiNP’s/GOx se calcula a continacion:

E’>-SD_3-8,60-10_4

LOD (CPE — TiNP's/GOx en glucosa) = 34.465

=749-10"5mol - L1

Se ha obtenido un resultado del mismo orden de magnhitud que para el
electrodo sin modificar, pero menor para el caso del electrodo con
nanoparticulas de titanio. Por tanto, una vez mas se muestra el
comportamiento mejorado que supone la adicidon de nanoparticulas.

Con objeto de comparar ambos sensores se muestra en la Figura 4.56 el
comportamiento de los dos electrodos con y sin modificacion para dos
concentraciones de glucosa. En el caso de la concentracion de glucosa 2:104
M se observa que la intensidad del pico de oxidacion es similar en ambos
electrodos, sin embargo la intensidad del pico de reduccion es claramente
menor en el caso del electrodo modificado con nanoparticulas. Esto podria
indicar que las nanoparticulas estan activando el proceso de oxidacion-
reduccion de la glucosa con lo que queda menos cantidad de oxigeno
disponible para su reduccion y la intensidad del pico disminuye. Por otra parte
este hecho es visible tanto en el primer como en el ultimo ciclo.
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<024
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06
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Intensidad (uA)
Intensidad (uA)

T T T T T T T J
-0.6 -05 -04 -03 0.2 0,1 0,0 01
Potencial (V)

T T T T T T T J
06 05 04 03 02 01 00 01
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Figura 4.56. Voltamograma en glucosa 2-104 M de CPE-C/GOx (rojo) y CPE-
TiNP’s/GOx (negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.

Cuando la concentracion de glucosa en la disolucion aumenta hasta 2-102 M
(Figura 4.57) se observa que en los electrodos modificados los picos de
oxidacion y reduccion se desplazan a potenciales positivos y disminuyen las
intensidades de los picos de oxidacion y reduccion. EI comportamiento es
similar en todos los ciclos. Por tanto podemos concluir que, una vez mas, las
diferencias entre los electrodos modificados y sin modificar son menores
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cuando se incrementa la concentracion de analito en la disolucién. Esto
podria implicar que las nanoparticulas tienen un efecto electrocatalitico
especialmente visible para concentraciones bajas de analito.
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Figura 4.57. Voltamograma en glucosa 2-102 M de CPE-C (rojo) y CPE-TiNP’s
(negro) para: (a) primer ciclo, (b) quinto ciclo.
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Las conclusiones obtenidas a lo largo de este trabajo de investigacion pueden

resumirse en los puntos siguientes:

++ Los electrodos fabricados a partir de pasta de carbono han
demostrado tener un buen comportamiento en cuanto a la deteccion
de antioxidantes y azlcares, por lo que se comprueba que como ya se

conocia son una buena herramienta de analisis.

< El uso de los sensores modificados con nanoparticulas de Titanio
aporta una clara mejora de la intensidad de la senal respecto a los
sensores de carbono en la deteccion de antioxidantes, especialmente
a concentraciones menores, donde se observa la mayor diferencia

entre las senales de ambos electrodos.

+ La modificacion con nanoparticulas tiene un efecto beneficioso en
cuanto a la reversibilidad de los picos asociados a la oxidacion-
reduccion de catecol consiguiéndose una aproximacion mejor con la

diferencia de potencial a la ecuaciéon de Nernst.

+ Los limites de deteccion calculados para los CPE-TiNP’s son inferiores
en todos los casos a los calculados para los CPE-C, por lo que se
comprueba que existe un comportamiento mejorado de los sensores
modificados con nanoparticulas de titanio para la deteccion de
antioxidantes. En todos los casos se obtienen limites de deteccion muy
bajos comparados con otros sensores tipicos utilizados en este campo

siendo incluso mas bajos que los obtenidos con biosensores.

X/

+ El efecto de dimerizacibn que se observa especialmente para alta

concentracion de antioxidantes es menos acusado en los sensores
CPE-TiNP’s, por lo que los picos de interés, referentes a la oxidacion y
reduccion del analito, son mayores y estan mas diferenciados. Este
fenébmeno de dimerizacion no se observa cuando se trabaja con
biosensores, por lo que Unicamente se advierte un pico de oxidacion y

otro de reduccién.

+ El comportamiento de los sensores modificados con nanoparticulas
es similar al de los biosensores utilizados para detectar antioxidantes
cuando se trabaja con concentraciones altas (103 M), observandose
una mejor respuesta de los sensores sin enzima a las menores

concentraciones (10> M).
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Para los dos tipos de sensores (CPE-C y CPE-TiNP’s) y en ambos
antioxidantes (catecol e hidroquinona) el mecanismo cinético que
controla el proceso es el de difusion.

Los sensores fabricados con pasta de carbono tienen la capacidad de
discriminar dos isdmeros en una mezcla de ambos, siendo los picos
mas intensos y mejor diferenciados los de los electrodos modificados,
CPE-TiNP’s.

El estudio del efecto del pH presenta una mejora en las caracteristicas
del voltamograma cuando se trabaja en un medio acido que si se
aumenta la basicidad de la disolucién, ya que a mayor pH se produce
mayor dimerizacion, por lo que los picos redox se muestran menos
defindos y con menor intensidad.

Los sensores de pasta de carbono presentan una buena repetibilidad,
ya que pueden volver a reutilizarse para medir diferentes analitos,
limpiando previamente la superficie de contacto de la pasta de
carbono con la disolucion.

La reproducibilidad de los sensores CPE-TiNP’s es mejor que la de los
CPE-C, teniendo en cuenta que los coeficientes de variacion en su
respuesta electroquimica en KCl son menores a los detectados en el
caso de los sensores sin nanoparticulas.

Los biosensores de glucosa oxidasa modificados con nanoparticulas
de titanio son adecuados para la deteccion de glucosa siendo
especialmente recomendables para bajas concentraciones.

En general el efecto beneficioso de las nanoparticulas de titanio en
sensores y biosensores es mas visible a escala mas reducida, esto es
en la deteccion de bajas concentraciones de analito, lo que es logico
teniendo en cuenta su caracter nanométrico.

Por altimo se ha decidido plantear posibles lineas futuras de investigacion de
acuerdo con los resultados que se han obtenido con este estudio. Estas se
resumen en los siguientes puntos:

R/
¢

Aplicar estos sensores fabricados a partir de pasta de carbono
modificados a la medicion directa de mostos y vinos, creando de esta
forma una lengua (bio)electronica que sea capaz de discriminar
diferentes variedades de mostos acorde a su contenido en polifenoles
y azucares.
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Utilizar los CPE-TiNP’s para realizar estudios de otros polifenoles y
azucares diferentes que puedan resultar de interés asi como a otros
componentes de diferente naturaleza presentes en los mostos y vinos,
como pueden ser los acidos.

Siguiendo esta misma linea de investigacion, utilizar nanoparticulas de
otros metales diferentes, como pueden ser de niquel, cerio u oro para
realizar detecciones de los mismos componentes y asi obtener una red
de sensores que sean capaces de discriminar polifenoles y azlcares
en mostos o en otros productos alimenticios.

Trabajar con disoluciones todavia mas diluidas de antioxidantes vy
azlcares a las usadas en esta investigacion con objeto de delimitar el
rango de sensibilidad de estos sensores y asi determinar los rangos de
concentraciones oOptimos en los pueden ser utilizados estos
(bio)sensores.

Utilizacion de otras enzimas como lacasa y fructosa en electrodos de
grafito para poderlos utilizar en una red mixta de sensores vy
biosensores de grafito y de grafito modificados con titanio.
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