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Capitulo 1: Introduccion

1.1 INTRODUCCION

En este primer capitulo se describiran los motivos que justifican la
realizacion de este trabajo de investigacion sobre los sensores poliméricos, que
continda en la linea de pasados estudios acerca de este tema. A continuacion se
describen los objetivos que se han pretendido conseguir durante el desarrollo de
este trabajo. Por ultimo, se describird brevemente la estructura general del

presente trabajo con sus diferentes apartados.

1.2 JUSTIFICACION

La realizacion del presente trabajo se ha llevado a cabo en el
Departamento de Ciencia de los Materiales e Ingenieria Metallrgica de la
Escuela de Ingenierias Industriales de Valladolid. De manera general, este
departamento mantiene una linea de investigacién en la que se trabaja en la
preparacion y caracterizacion de peliculas poliméricas y su aplicacién como
sensores en liquidos; y lineas de investigacidon aplicadas en las que se disefian
distintos tipos de sensores, creando redes para el analisis y control de bebidas y
alimentos. Todo esto se consigue gracias a la colaboracién del Departamento de
Quimica Fisica y Quimica Inorganica, en el que tienen lineas de investigacidon

similares, y colabora en la fabricacién de los distintos sensores.

Estos equipos de investigacion llevan dedicando varios afios de esfuerzo
al desarrollo de sensores y redes de sensores para el analisis de vinos. Estas
investigaciones, en colaboracion con diferentes bodegas, han permitido
discriminar y clasificar vinos segun la variedad del tipo de uva, tipo de crianza,
afiada, etc. En el presente trabajo, dichas investigaciones se han orientado a la
construccion de una red de biosensores que, acoplada a un software de

reconocimiento de patrones, sea capaz de analizar y diferenciar mostos.
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Por lo tanto, este trabajo se enmarca en la necesidad de desarrollar
sistemas que de forma sencilla, rapida y econdmica permitan conocer la calidad
de la uva, asi como establecer el momento 6ptimo para la vendimia lo cual
depende en gran medida tanto de la madurez fendlica, como del grado de
azUcar. Este trabajo trata, de forma preliminar, un primer sistema capaz de
discriminar mostos. Para esto, se desarrollardn diferentes sensores capaces de
detectar fenoles y azlcares, y a continuacién la red de sensores se utilizard para

analizar mostos proporcionados por la Bodega Cooperativa de Cigales.

1.3 OBJETIVOS

De una forma general, el objetivo de este trabajo es desarrollar una red
de sensores poliméricos capaz de discriminar mostos de distintas variedades de

uvas, basandose en su diferente contenido de antioxidantes y azucares.

Para llegar a este objetivo general, se ha marcado una serie de objetivos

mas especificos:

a) En primer lugar, ser capaces de construir sensores poliméricos
modificados con nanoparticulas de oro, de modo que den a los
sensores propiedades electroquimicas y electrocataliticas que
mejoren las propiedades de los mismos y los conviertan en un nuevo

material sensible para nuestra red de sensores.

b) Estudiar la capacidad de estos sensores para detectar la presencia de
polifenoles y azlcares, los cuales se pueden encontrar en mostos y
vinos en muy bajas concentraciones. Para ello se utilizardn técnicas
voltamétricas que permitirdn conocer la respuesta caracteristica de

cada distinto tipo de sensor segun el analito en el que esté sumergido.
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Se pretende realizar un estudio cuantitativo mediante limites de

deteccion

c) Desarrollar biosensores formados por glucosa oxidasa y tirosinasa
para dotar a dichos sensores de mayor selectividad de azlcares vy
fenoles y con respuesta diferente para conseguir nuevos sensores

para nuestra red.

d) Construir una red de sensores formada por los sensores poliméricos y
los biosensores, y estudiar su capacidad de discriminacién frente a

mostos de distintas variedades de uva.

1.4 DESCRIPCION DEL PROYECTO

Después de mostrar los objetivos y la justificacion de la realizacion de
este trabajo, se explican de forma mas detallada los aspectos tedricos basicos
necesarios para entender el desarrollo de este trabajo. Se incluyen los conceptos
de sensor quimico, electrodos poliméricos, biosensores, técnicas
electroquimicas, antioxidantes, etc. En el siguiente capitulo se explica la
metodologia experimental que se ha seguido en la realizacién del trabajo en los
laboratorios, ambos departamentos, de Ciencia de Materiales y de Quimica
Inorganica. En primer lugar se describe la construccion de los sensores
poliméricos, y codmo se realizan las medidas en distintos analitos. También se
hace una descripcion de la fabricacién de biosensores con enzimas, y el
procedimiento estadistico seguido para evaluar los resultados. Por dltimo se
muestran los resultados obtenidos, tanto del estudio de viabilidad de los
sensores, como los del analisis de mostos, y finalmente se concluye discutiendo
las conclusiones a las que se llega con el trabajo realizado y se proponen lineas

de futuro.
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2.1 SENSORES QUIMICOS

Los sensores quimicos tienen hoy en dia un interés renovado debido a las
necesidades actuales de disponer de mas y mejor informacion analitica en unas
condiciones no convencionales. La combinacion de microelectrénica e ingenieria
guimica ha supuesto el desarrollo de este tipo de sensores, hasta ser
ampliamente utilizados en aplicaciones tales como control de procesos,
seguridad, higiene industrial, control de la calidad de productos, control de
emisiones, diagndsticos clinicos, alarmas de seguridad en el hogar, etc. Los
sensores quimicos cuentan con varias ventajas que hardn aun mas amplio su
campo de desarrollo, estas son sus pequefias dimensiones, bajo coste, utilizacion

sencilla y generacién de la informacién en tiempo real [1].

2.1.1 CONCEPTO DE SENSOR QUIMICO

Mediante una definicién de caracter general, los sensores quimicos
pueden ser descritos como unos dispositivos auténomos capaces de proveer
informacién analitica en tiempo real acerca de una muestra de prueba. Como
informacién quimica se entiende en este caso la concentracién de una o mas
especies quimicas en la muestra. Estas especies a estudiar son normalmente
llamadas analitos. Ademads de especies quimicas, existen sensores capaces de
detectar virus y microorganismos mediante biocompuestos especificos, como su
acido nucleico o los componentes de la membrana. Los sensores quimicos no
han de ser confundidos con los sensores fisicos, siendo estos ultimos dispositivos
encargados de medir magnitudes fisicas, como la fuerza, presién, temperatura y

velocidad, entre muchas otras.

11
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En funcionamiento, un sensor quimico realiza dos distintas funciones:
reconocimiento y transduccion, como se muestra en el ejemplo de la figura 1. En
primer lugar, el analito interactia de un modo mas o menos selectivo con el
elemento sensor (o elemento de reconocimiento), que muestra cierta afinidad
hacia el analito. El elemento sensor ha de estar compuesto por un material capaz
de interactuar con el analito.

El transductor se encarga de transformar o convertir la energia de entrada, en
otra diferente a la salida. En un sensor quimico, las funciones de reconocimiento

y transduccidn estan integradas en el mismo dispositivo [2].

Transduccién Reconocimiento

Unidad de transduccion Elemento sensor Analito

Figura 1: Esquema de un sensor quimico. Un sensor es el conjunto de una unidad

de recepcion y de transduccion.

Considerando el tema de la fabricacion de los sensores, en este trabajo se
destaca la técnica de polimerizacidn electroquimica para la preparacion de los
sensores poliméricos. La polimerizacion electroquimica presenta una serie de
ventajas frente a los métodos de polimerizacién quimicos. Entre esas ventajas
cabe citar que el producto de reaccién es una pelicula electroactiva con una
conductividad elevada que se fija a la superficie del electrodo y cuyas
propiedades pueden controlarse directamente en el transcurso de su

preparacion, incluyendo el grosor y la masa de la misma.

12
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2.1.2 BIOSENSORES:

Los biosensores son sensores quimicos cuyo sistema de reconocimiento

esta basado en mecanismos bioquimicos o bioldgicos.

El desarrollo de los biosensores es un campo relativamente nuevo, siendo
el primer biosensor un analizador de glucosa desarrollado por Clark y Lyons en
1962, consistiendo en una enzima glucosa oxidasa acoplada a un electrodo para
oxigeno. Posteriormente se desarrollaron diferentes sensores enzimaticos

especializados para distintas sustancias.

Los biosensores son usados, normalmente, en la determinacion de
concentraciones de sustancias y otros parametros de interés bioldgico,
representando un campo en rapida expansidn, con un gran uso en la industria de
la salud, pero también en la del medio ambiente y en la alimentaria como es el

caso de este trabajo.

Es frecuente el uso de la inmovilizacion de moléculas biolégicas, por
adsorcién fisica directa, para el desarrollo de los biosensores. Las enzimas
inmovilizadas tienen condiciones ventajosas que las hacen aplicables para estos
sistemas, donde la respuesta bioldgica del sensor es determinada por la

membrana biocatalitica, lograndose la conversion del reactivo a producto.

La inmovilizacién de las enzimas consiste en un proceso en el que se
confina la enzima en una region definida del espacio, para dar lugar a formas
insolubles que retienen su actividad catalitica. El estudio de este trabajo se
centra concretamente en biosensores de tipo amperométrico, utilizados para la

medida de la corriente resultante de procesos de oxidaciéon y reduccion [3].

13
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Pues bien, las enzimas utilizadas en el desarrollo de los sensores en los

gue se centra este trabajo son las siguientes:

- Glucosa oxidasa:

La enzima glucosa oxidasa (GOX) es una oxidorreductasa que cataliza la
oxidacién de la glucosa para formar perdéxido de hidrégeno y D-glucono-6-

lactona. En las células contribuye a degradar los azucares hacia sus metabolitos.

La glucosa oxidasa es una de las
enzimas mas estudiadas, dado el amplio
interés en el desarrollo de un sensor fiable
para la medida de glucosa en la industria
alimentaria. Asi mismo es ampliamente

utilizada en la determinacion y cuantificacion

de glucosa en fluidos bioldgicos, como la
sangre y la orina.

Figura 2: Modelo 3D de la glucosa oxidasa.

En un medio con pH neutro, la glucosa se encuentra disuelta A pH 7, en
forma de hemiacetal ciclico, siendo un 63,6% B-D-glucopiranosa y un 36,4% a-D-
glucopiranosa. Pues bien, la glucosa oxidasa se une especificamente a la glucosa
B y no interacciona con la a, aun asi es capaz de oxidar toda la glucosa presente
en la disolucion ya que el equilibrio entre los andmeros a y B es conducido hacia

la forma B segun ésta va siendo consumida en la reaccion.

La glucosa oxidasa es una proteina dimérica, encargada de catalizar la

oxidaciéon de la D-glucosa usando oxigeno molecular para dar lugar a la

14
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formacién de D-glucono-1,5-lactona y posteriomente, acido glucénico y peréxido

de hidrégeno (H,0,):

—
Gluconolactona + H,0,

Glucosa + O,

Los biosensores que utilizan esta enzima en el electrodo permiten
detectar los niveles de glucosa al llevar un registro de los electrones que pasan a
través de la enzima. La enzima se encuentra depositada sobre el electrodo y lo

gue se mide es la corriente eléctrica generada por la reaccion.

La ventaja de utilizar la glucosa oxidasa es que aumenta la selectividad del
sensor, es decir, que el sensor se centrard mas en detectar los azlcares que haya
en la disolucidn, dandoles mas importancia que al resto de elementos presentes

la disolucion [4].

- Tirosinasa:

La tirosinasa, también llamado monofenol monooxigenasa o catecol
oxidasa, es un fenol oxidasa de cobre. Dicho enzima se encarga de catalizar la
oxidacién de fenoles, concretamente, la oxidacién de o-difenoles a o-quinonas, y
también la o-hidroxilacién de los monofenoles a o-difenoles, de este modo

también es utilizada para dar selectividad al sensor.

Figura 3: Modelo 3D de la enzima tirosinasa
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Se han desarrollado distintos tipos de electrodos amperométricos
basados en la inmovilizacion de la enzima tirosinasa en varios tipos de materiales,
como por ejemplo, electrodos de carbono vitreo modificados con polimeros,
materiales sol-gel, monocapas autoensambladas en oro, electrodos de Clark,
carbono vitreo reticulado, serigrafiado, pasta de carbono y electrodos con otros

composites [5].

En este trabajo se hara un estudio del uso del sensor con tirosinasa en
disoluciones con catecol y en disoluciones con acido cafeico. La oxidacién de un
fenol como es el catecol da lugar a benzoquinona y agua como se muestra en la

siguiente reaccion:

Catecol +1/20, —» Benzoquinona + H,0

OH O

OH Catecol 0

1 oxidasa
+ > l::l2 [ > + HO

Cafecol Benzodfuinona

Figura 4: Reaccion de oxidacion del catecol

Por ello los biosensores de tirosinasa han tenido una amplia aplicacion

para la determinacién de fenoles en medio acuoso, por ejemplo dentro de la

industria alimentaria en vinos, té, y agua.

16
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2.2 POLIMEROS CONDUCTORES:

Como se ha podido observar en el anterior apartado, el campo de los
sensores quimicos es amplio y abarca diferentes tipos de sensores. Conforme al
material en el que se basa el electrodo del sensor, en este trabajo se estudiaran

sensores basados en polimeros conductores, concretamente el polipirrol.

Un polimero es la macromolécula resultante de la repeticion de unidades
monoméricas unidas entre si mediante enlaces covalentes a lo largo de la cadena.
Las propiedades fisico-quimicas y mecanicas del polimero estaran determinadas

por la naturaleza del mondmero y el tipo de enlace covalente entre ellos.

Normalmente los polimeros han sido considerados como materiales
aislantes, que solo podian hacerse conductores o semiconductores cambiando
drasticamente su naturaleza quimica, por ello sus principales aplicaciones en el
campo de la electrénica han sido como aislantes o dieléctricos. El descubrimiento
en 1977 de la alta conductividad del poliacetileno dopado dio lugar a una serie
de investigaciones sobre la sintesis y estudio de polimeros conjugados [6]. De
este modo se desarrollaron polimeros conductores que poseen las propiedades
electrénicas de los metales y las propiedades mecanicas y de procesamiento

propias de los polimeros convencionales.

Los polimeros conductores eléctricos como la polianilina, el polipirrol, etc
han sido de un gran interés durante las dos ultima décadas como una nueva
clase de material, gracias a su combinaciéon unica de caracteristicas, tanto
electrdnicas, dpticas, magnéticas y las ventajas del tratamiento de polimeros. Por
ello, el desarrollo de polimeros conductores quimica y eléctricamente estables
ha hecho posible la implementaciéon de dichos polimeros en una gran cantidad
de campos, como en el de la proteccidon contra la corrosidn, baterias, circuitos

impresos, y para el caso de este trabajo, en sensores [7].

17
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Para entender la baja conductividad de los polimeros sin dopar hay que
conocer la naturaleza de los enlaces por los que estan formados. Los polimeros
conductores orgdnicos estdn formados principalmente por dtomos de carbono y
de hidrégeno, dispuestos en unidades de mondmeros repetidos, y en algunos
casos estos mondmeros puede llevar algun heterodtomo como azufre, oxigeno, o,

como en el caso del pirrol, nitrégeno.

Ir—=

Figura 5: Molécula de pirrol

Este tipo de polimeros utilizan enlaces dobles y sencillos alternos en sus
cadenas, que les permiten conducir la electricidad a través del desplazamiento
de cargas que pueden atravesar la cadena polimérica. Aunque las estructuras
conjugadas de polimeros conductores tienen la propiedad de poseer orbitales
electronicos m extendidos sobre toda la estructura, es decir, los electrones de
estos niveles tienen libertad de movimiento, esto no es suficiente para que un
polimero pueda conducir la corriente eléctrica. Para ello es necesario provocar
una distorsiéon en su cadena. Esta alteracién consiste en extraer electrones
(oxidacion) o insertar electrones (reduccién) en la cadena, mediante un proceso

de dopado.

Figura 6: Orbitales . en una molécula de pirrol

18
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2.2.1 DOPANTES:

Aunque clasicamente los polimeros han sido considerados aislantes,
pueden adquirir una alta conductividad gracias a la incorporacién en su matriz de
una pequena cantidad de dopantes (especies idnicas), obteniéndose materiales
con una conductividad tipica de semiconductores o metales. El dopado se realiza
mediante una oxidacion (en el caso del dopado tipo p), o una reduccion (en el
dopado tipo n) quimica o electroquimica del polimero. Para mantener la
electroneutralidad del material se incorporan dopantes que actian como contra

iones en la matriz polimérica.

El dopado es reversible, mediante la eliminacidn del dopante (desdopado)
se llega una situacion con el polimero con su estructura inicial intacta. El control
del grado de dopado abre la posibilidad de preparar una gran variedad de

polimeros conductores con distinta conductividad eléctrica.

En los polimeros conductores con unidades monoméricas aromaticas o
heteroaromaticas la eliminacion de un electréon de la cadena polimérica en su
estado neutro da lugar a la aparicion de un polarén (radical catién), en este

estado al eliminarse un segundo electrén se genera un bipolardn.

En este trabajo se estudiaran tres dopantes diferentes para aumentar la

conductividad de la pelicula de polipirrol, el DBSA, el DSA, y el acido sulfurico.

Dopantes estudiados:

Dodecilbencenosulfonato de sodio, su férmula quimica es CigH,9NaOsS.

Sus principales aplicaciones se encuentran de la industria de la limpieza y la

19
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industria alimentaria [8], pero en este caso se utilizard como dopante en la
disolucién de pirrol, ya que se ha estudiado como el uso de algunas sales de

sodio utilizadas como dopantes pueden mejorar la conductividad [9].

- DSA:

Decano sulfonato de sodio, su férmula quimica es CHs(CH,)sCH,SOsNa. Al
igual que el DBSA, es una sal de sodio utilizada como dopante gracias a que una
vez introducida en la matriz de polipirrol, su tamafio molecular ayuda a mejorar

mas la conductividad de este polimero.

o
CHB(CHE)BCHQ—#—ONa
0O

Figura 7: Molécula de DSA

-Acido sulfdrico (H,S04):

El dopado del polipirrol puede llevarse a cabo con distintos acidos a
parte del acido sulfurico. En este caso el idn sulfato serd el contra anién
incorporado a la cadena del polipirrol. La conductividad eléctrica del polipirrol
dopado con &cido sulfurico estara en torno a 3,26x10° S/cm, pudiendo variar con

la temperatura [7].

Se realizaron ensayos con estos tres distintos dopantes, y estudiando el
diferente comportamiento de ellos y su efecto en los sensores de polipirrol, se
determind que el dopante utilizado para posteriores ensayos sobre mostos sera

el DBSA.
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2.2.2 PIRROL

El pirrol es un compuesto organico, heterociclico aromatico, formado por
un anillo de cinco miembros siguiendo la formula C4HsN. A temperatura
ambiente se presenta como un liquido incoloro con una densidad de 0,97 g/ml.
Gradualmente se torna marrdon al contacto con el aire, y es ligeramente
higroscdpico. Tiene una baja solubilidad en agua, en torno al 6%, pero se puede
mezclar con la mayoria de disolventes organicos [10]. Se comporta como una
base muy débil y es susceptible de sufrir sustitucion electréfila aromatica en las
posiciones 2 y 5 del anillo, esta es una de las condiciones que hacen posible su

polimerizacién.

ZL

/
\ / N

Figura 8: Estructura del polipirrol

El polipirrol es el compuesto resultante de la polimerizacién del pirrol. El
potencial de oxidacidn del mondmero es siempre mayor que el del polimero por
lo que tanto la formacion del polimero como su oxidacién son dos procesos que
ocurren en paralelo, y a su vez se produce el dopado, incorporando contraiones
en la matriz polimérica. El grado de dopado del Ppy (niumero de aniones por
unidad de mondmero) depende tanto de la naturaleza de los aniones como de
las condiciones de sintesis. La masa de la pelicula generada es proporcional a la

carga usada en el proceso [11].
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La oxidacion del polipirrol es irreversible, y se produce mediante el
acoplamiento oxidativo de las moléculas de mondmero, siguiendo el patron

mostrado en la figura 9.

En la primera etapa las moléculas del monédmero se oxidan dando lugar a
cationes radicales con el estado radical deslocalizado sobre el anillo pirrdlico. Los
cationes radicales dimerizan y se liberan 2 protones. Los dimeros debido a su
fuerte conjugacion son mas propensos a ser oxidados que el mondmero. El
crecimiento de las cadenas ocurre por adicién de los cationes radicales a los
oligdmeros existentes. La estabilidad de los cationes radicales es un factor
importante en la electropolimerizacién. Los cationes radicales con una
estabilidad moderada tienen una selectividad quimica que favorece el

acoplamiento radical en la formacion de la pelicula.

M He
N - N. . ’
{ /? - { \P -— ‘c Iniciacién
HP HPH*
H H
r~|4' ,i; H N R\ .
2 ¢ oy o
H
HPPH
H H
) /N . N /A
N/ Y — N7 " Propagacién
H H
HPPH~*
H H H H
N - N a .
\/ . \ W/ ) \ /5
HP(P) H HP(P) H-
H H
N N /' \ N .
“\ / U CJ YA
Terminacion

Figura 9: Mecanismo de la polimerizacion del pirrol para dar lugar a polipirrol.
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La naturaleza del electrodo es crucial en la preparacion de peliculas de
polipirrol. Ya que estas finas capas de producen mediante un proceso de
oxidacién, es fundamental que el electrodo no se oxide en competencia con el
pirrol. Por esta razén se utilizan anodos inertes, como por ejemplo de platino,
aunque desde un punto de vista mas econdmico también es factible utilizar
acero o aluminio [12]. En este trabajo nos planteamos trabajar con un material
noble como el platino y a la vez usar acero inoxidable austenitico como sustrato

mucho mas barato.

El polipirrol se puede obtener directamente en su estado conductor, ya
que la polimerizacion tiene lugar con la presencia de sales oxidantes que actuan
como agentes dopantes [11]. Esta es una de la ventajas, con la que, ademas de
poder depositar una pelicula de polipirrol sobre un sustrato de manera estable y
pudiendo controlar su crecimiento, hace posible y extendido el uso del polipirrol

en la fabricacidon de sensores.

2.3 TECNICAS ELECTROQUIMICAS

Se hard un breve repaso sobre los fundamentos de las técnicas
electroquimicas, comentando los principios de las técnicas que se han empleado
para el desarrollo de electrodos modificados mediante electropolimerizacion de
polimeros conductores, que seran las utilizadas en este trabajo para el disefio de

la red de sensores.

Todas las técnicas requieren el uso de una celda electroquimica formada
por tres electrodos, el de trabajo, contraelectrodo y electrodo de referencia,
como muestra la figura 10. Estos electrodos estaran sumergidos en distintas

disoluciones, que seran disoluciones de pirrol si se esta depositando la pelicula, o
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disoluciones con un analito o con el mosto en el caso de estar ensayando el

electrodo ya modificado con la pelicula.

Electrodo de trabajo

Electrodo de
referencia

Contraelectrodo

Figura 10: Celda electroquimica con los tres tipos de electrodos usados en este

trabajo.

El contraelectrodo estd formado por un filamento de platino, y su utilidad
es conducir la corriente desde la fuente de la sefial a través de la disolucion al
electrodo de trabajo. El electrodo de referencia (figura 11), en este caso de
Ag/AgCl, tiene la funcion de establecer una referencia de potencial para poder

medir la diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y éste electrodo.

Figura 11: Electrodo de referencia de Ag/AgCl.
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En la realizacién de este trabajo se han utilizado 3 técnicas
electroquimicas como se indicé al inicio de este apartado, cronoamperometria,
cronopotenciometria y voltametria ciclica para electropolimerizar el pirrol. La
cronoamperometria y cronopotenciometria como técnicas de polimerizacion nos
permiten controlar las diferentes etapas de este proceso, como nucleacién,
formacion de pelicula y crecimiento en el tiempo. Con la voltametria ciclica
podemos obtener informacién acerca de los potenciales caracteristicos de los

distintos analitos medidos con cada uno de nuestros diferentes sensores.

Los procesos electroquimicos que tienen lugar en la oxidacién/reducciéon
de las peliculas poliméricas se interpretan con el modelo polaréon/bipolarén
(figura 12), segun el cual la oxidacién parcial de la cadena polimérica conduce a
la formaciéon de un polardn. Si se continta con la oxidacion se puede eliminar un
segundo electrén de la cadena polimérica formandose un bipolarén. Durante el
primer proceso red-ox, el que ocurre a menor potencial (I), el anidon dopante se
encuentra atrapado en la matriz polimérica, por lo tanto para mantener la
electroneutralidad el polimero intercambia cationes con la disolucién. En el
segundo proceso red-ox (Il) la matriz polimérica intercambia aniones con el

medio para mantener la electroneutralidad.
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Figura 12: Esquema del modelo polarén/bipolardn.
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2.3.1 CRONOPOTENCIOMETRIA:

La cronopotenciometria es un método electrolitico que consiste en el
estudio del comportamiento del potencial de un electrodo indicador con el
tiempo. De este modo, al electrodo donde se depositara la pelicula de pirrol (que
serd el sensor polimérico) le llega una intensidad de corriente eléctrica constante,
y se podra medir la variacién del potencial (V) en funcién del tiempo (t),
generando un gréfico que serd caracteristico de cada ensayo de

cronopotenciometria, como el presentado en la figura 13.

0,72

0,69

Potencial (V)

0,66

0 ' l(IJO ' 2(IJO ' 3(I)0
Tiempo (s)
Figura 13: Grdfica de potencial en funcion del tiempo obtenida en un ensayo de

deposicion por cronopotenciometria sobre un electrodo de acero inoxidable.

El crecimiento galvanostatico permite el control sobre la velocidad de
polimerizacién, por lo tanto tiene la ventaja de poder conseguir una alta
reproducibilidad de los experimentos, dado que la velocidad del proceso es

siempre constante.
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A la vez, el crecimiento galvanostatico proporciona una herramienta util
para la caracterizacion del polimero resultante, simplemente midiendo el
potencial del electrodo en funcion del tiempo. De este modo, el potencial inicial
indica el potencial necesario para iniciar el proceso de nucleacion, a partir del
cual el potencial se mantiene constante, eso indica que la pelicula generada es

conductora.

Las propiedades del polimero sintetizado son funcién del potencial al que
esta sometido el electrodo de trabajo, por este motivo es necesario controlar las
condiciones del experimento (disolucion y geometria de la celda), para no
permitir la aparicion de altos potenciales que pueden dar lugar a la

descomposicién de los reactivos o de la pelicula que se esta generando.

2.3.2 CRONOAMPERIOMETRIA:

En la cronoamperiometria se aplica un potencial constante, partiendo de
un potencial inicial en el que normalmente no puede tener lugar la reduccién,
hasta un potencial final en el que si que puede producirse [13]. Cuando se
produce este salto de potencial, la doble capa eléctrica debe ajustarse al nuevo
potencial, en este momento es cuando se inicia la electropolimerizacién. De este
modo se obtiene la variacion de la intensidad en funcion del tiempo, que sera

caracteristica de cada electrodeposicion.

En la cronoamperometria al electrodo donde se formard la pelicula

(sensor polimérico) le llega una corriente eléctrica que es medida en funcién del

tiempo, generando un grafico caracteristico, como el presentado en la figura 14.
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Figura 14: Grdfica de intensidad (en micro amperios) en funcion del tiempo
obtenida en un ensayo de deposicion por cronoamperiometria sobre un electrodo

de platino.

La carga consumida durante el proceso de polimerizacion puede ser
calculada mediante la integracion de la curva registrada en el
cronoamperograma (I vs t). Esto permite la determinacién del espesor de la
pelicula generada. Cuanto mayor es la carga por unidad de superficie mayor es la

cantidad de polipirrol depositada sobre el sustrato.

Como contraparte a la cronopotenciometria, esta técnica no permite el
control sobre la velocidad de la reaccién de polimerizacion. La principal
diferencia entre el crecimiento galvanostatico y el ppotenciostatico es que en el
primero la velocidad de polimerizacion es siempre constante, sin embargo en el
segundo solo lo es si todas las variables de la disolucion y del electrodo estan

estrictamente controladas.
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2.3.3 VOLTAMETRIA CIiCLICA:

En la voltametria ciclica se aplica un potencial que va variando
linealmente a partir de un potencial inicial. Esta variacidn se aplica hasta un

potencial limite, a partir del cual se regresa al potencial de partida [13].

M“+ne=>M

n

potencial (-)
m

Figura 15: En un experimento de voltametria ciclica, hay una variacion lineal del
potencial que da lugar a una curva voltamétrica que representa la intensidad en

funcion del potencial. Se producen reacciones de oxidacion y de reduccion.

De este modo el electrodo ya modificado por la presencia de la pelicula
sera sometido a dicho potencial variable y puede sufrir un proceso de oxidacién y
reduccion. Los potenciales de oxidacion y reduccion cambian en funcién de la

disolucién donde se encuentre sumergido el sensor.

Aunque con esta técnica también es posible la polimerizacién y
deposicidn, en este trabajo solo sera utilizada para el ensayo de electrodos ya
modificados. Se hicieron estudios previos para su uso como técnica de
electrodeposicion y se obtuvieron peliculas con peor comportamiento
electroquimico que las obtenidas por cronopotenciometria o por

cronoamperiometria por lo que fueron descartadas.
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2.4 NANOPARTICULAS DE ORO:

En los materiales masivos frecuentemente se utilizan unas propiedades
caracteristicas que suelen referirse a la unidad de volumen, suponiendo que
dichas propiedades son independientes de la cantidad de volumen del material.
Por el contrario, este supuesto deja de ser vdlido cuando una de las dimensiones
se hace tan pequefia que al aumentar la relacién superficie/volumen del material,
las propiedades cambian respecto al material masivo. Es el caso de, por ejemplo,
las particulas de dimensiones muy reducidas (nanoparticulas) inmersas en la

matriz de otro material [13].

Las nanoparticulas de oro (AuNP’s) son un material muy atractivo para
diversos tipos de sensores, por sus propiedades fisicas y quimicas unicas,
pudiendo mejorar las propiedades de los sensores, mejoras por ejemplo en
estabilidad, sensibilidad y especificidad. Estas propiedades dependen en gran
parte de su tamafio y forma, que a su vez estdn determinadas por los
procedimientos experimentales por los que se han obtenido. Por ejemplo, se
producen cambios considerables en las propiedades dpticas al disminuir el
tamafio hasta una dimensién nanométrica, siendo un hecho muy notable en las

disoluciones de AuNP’s, adquiriendo distinto color en funcién de su tamafio.

Figura 16: Disolucidn de la sal de cloruro de oro (lll) en agua. Aunque al principio
la disolucion es amarilla, segun se van formando las nanoparticulas adquiere un

color rojizo.
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La preparacion de las AuNP’s normalmente implica la reduccién quimica
de una sal de oro en un medio acuoso u organico, en presencia de un agente
estabilizante o protector, de modo que al unirse a la superficie de las AuNP’s
aumente su estabilidad y neutralice las fuerzas electrostaticas. Ademas, hace que

la disolucidon permanezca estable durante un mayor periodo de tiempo.

El empleo de AuNP’s para la modificacion de las superficies de electrodos
es aplicable tanto a la fabricaciéon de sensores quimicos como de biosensores. En
el caso de los sensores quimicos, las AuNP’s actian como fase sensora, de forma
gue catalizan los procesos redox de algunas moléculas de interés, como perdxido
de hidrogeno u oxigeno, que participan en reacciones bioquimicas que resultan
utiles desde el punto de vista analitico y que pueden ser monitorizadas mediante

el uso de técnicas electroquimicas [14].

Dentro del campo de los biosensores, las AuNP’s han sido ampliamente
usadas en su desarrollo gracias a su excelente capacidad de de inmovilizar
biomoléculas. Muchos tipos de biosensores, como los sensores de enzimas,
inmunosensores, y sensores de ADN han sido preparados en base a la aplicacién

de las AuNP’s.

Las AuNP’s son capaces de controlar el micro medio del electrodo. El uso
del oro como nanoparticulas tiene ciertas ventajas comparado con usarlo como
macroelectrodo. En primer lugar, crean una gran superficie efectiva con un
menor coste. Ademas, con solo una pequefia adiccion de AuNP’s se puede

conseguir un incremento en la sefial electroquimica.

Recientemente también se ha sintetizado un sensor hibrido de
nanoparticulas de oro con glucosa oxidasa. Las AuNP’s pueden actuar con
aceptoras de electrones. La glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de la glucosa y

produce electrones que son transferidos hacia el electrodo a través de las
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nanoparticulas. Este sistema se utiliza en sensores amperomeétricos, y una de las
aplicaciones ha sido la deteccion de glucosa en la sangre de pacientes diabéticos

[15].
Por todo esto es interesante el estudio de cdmo afectan las AuNP’s en el

funcionamiento de la red de sensores poliméricos desarrollada en este trabajo,

ya que esta red contara tanto como con sensores quimicos como bioquimicos.

2.5 ANTIOXIDANTES Y AZUCARES EN UVAS Y MOSTOS:

El objetivo de la red de sensores desarrollada en este trabajo es analizar
y diferenciar mostos en funcién de su contenido en fenoles y azucares. Por ese
motivo, en este apartado se explicaran los aspectos fundamentales de los

antioxidantes y su presencia en las uvas y mostos.

Los antioxidantes son un grupo de sustancias biolégicamente activas,
capaces de retardar o prevenir la oxidacién de otras moléculas. Los antioxidantes
en los alimentos son de gran interés debido a que resultan beneficiosos para la
salud humana ya que disminuyen los riesgos de ciertas enfermedades
cardiovasculares. Esto es asi ya que las reacciones de oxidacién pueden producir

radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian a las células.

Los azucares son carbohidratos solubles, presentes en muchos alimentos
y responsables de su sabor dulce. Pero su principal caracteristica nutricional es
su importancia como fuente de energia, ya que es el combustible para la
respiracion celular. Dentro de los azlcares provenientes de la uva, se pueden
desatacar como los de mayor incidencia en el gusto dulce del vino, la glucosa,

fructosa, arabinosa y xiloxa.
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2.5.1 ANTIOXIDANTES:

Los antioxidantes se encuentran entre los analitos que deben ser
analizados y controlados para garantizar la calidad de los productos finales en la
industria alimentaria. Aunque existen diferentes tipos de antioxidantes, este
trabajo se centra en los compuestos fendlicos y polifendlicos, que son
antioxidantes que resultan interesantes debido a que inhiben o retrasan los
procesos de oxidacién bloqueando el inicio de las reacciones de oxidacién en
cadena [16]. Ademas este tipo de compuestos tienen un papel importante en la
enologia, contribuyendo en los atributos sensoriales del mosto o del vino como
el color, las propiedades gustativas y su capacidad de envejecimiento. Hay que
tener en cuenta que la composicidon fendlica de los mostos depende en gran

medida de las condiciones de maduracién.

Aunque la familia de los compuestos fendlicos es responsable del sabor
amargo en los vinos, no todos los compuestos fendlicos tienen este sabor. Los
antocianos, que son un grupo de fenoles, componen una parte importante de la
materia colorante de los vinos jovenes y no resultan amargos, al menos mientras

se encuentren libres.

Como se ha comentado en anteriores apartados de este trabajo, es
frecuente el uso de biosensores amperométricos basados en la enzima tirosinasa
para la determinacion de fenoles debido a su alta estabilidad. La deteccidén y
analisis de la reaccidn por el biosensor puede ser llevada a cabo mediante varios
principios, como la deteccidon del oxigeno consumido o la reduccion de la o-
guinona liberada, ya sea una reduccién directa o utilizando un mediador redox

como por ejemplo polimeros conductores.

En este trabajo se han elegido dos antioxidantes como objeto de

investigacion, el catecol y el dcido cafeico.
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El catecol, también denominado pirocatecol, 1,2-dihidroxibenceno, 1,2-
bencenodiol, o-dihidroxibenceno, es utilizado como antioxidante en diversas
industrias, y sera objeto de experimentacion en este trabajo. Es un compuesto
orgdnico cuya férmula quimica es CgH4(OH),. Las uvas y los vinos son ricos en
compuestos funcionalizados que contienen el grupo catecol, estos compuestos

imparten la actividad antioxidante.

d OH

OH

d

Figura 17: modelos de la estructura de la molécula de catecol.
El catecol se produce mediante la reduccidn de la benzoquinona (figura 15). Es

un proceso reversible, por ello la oxidacion del catecol puede ser analizada

mediante los sensores con la enzima tirosinasa.

42"+ 2H" =mm——————

Figura 18: Proceso de reduccion de la benzoquinona (izquierda) en catecol

(derecha)
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Otro antioxidante polifendlico que se tratara es el acido cafeico, un
antioxidante que también tiene aplicacion en la industria farmacéutica dado a

gue presenta actividad inmunomodulatoria y antiinflamatoria.

El dcido cafeico es un compuesto organico de formula quimica CoHgO,.
Tiene grupos funcionales fendlicos y acrilicos. Puede ser encontrado en las
plantas ya que es una pieza clave en la biosintesis de la lignina, uno de los

principales materiales en los tejidos vegetales.

Figura 19: modelos de la estructura de la molécula del dcido cafeico.

2.5.2 AZUCARES:

Los azlcares son uno de los principales compuestos de los mostos,
aungue su concentracién varia segun la madurez de la uva. Una vez que la uva
estd madura, su concentracién de azucares es elevada, de la cual el 99% son
hexosas y el 1% restante pentosas. Las hexosas, divididas en glucosa y fructosa,
son ambas reductoras, y el sabor dulce del vino depende en gran medida de la

proporcién en las que estén presentes.

En este trabajo la glucosa ha sido analizada en los mostos mediante

técnicas electroquimicas utilizando electrodos enzimaticos con glucosa oxidasa.
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3.1 INTRODUCCION:

Este capitulo trata sobre las metodologias y condiciones experimentales
implementadas durante el desarrollo de una red de sensores poliméricos
destinada a la deteccién de antioxidantes, que implican desde la sintesis de
materiales electroactivos, pasando por la fabricacidn y estudio electroquimico de
los sensores, hasta el ensayo de esta red de sensores en los mostos. Como
mejora a la red de sensores poliméricos se expondran las estrategias llevadas a

cabo para la introduccion de nanoparticulas de oro y enzimas en dichos sensores.

3.2 PREPARACION DE LOS SENSORES:

- Preparacion del sustrato

Los sensores se han preparado sobre superficies de distintos materiales,
tanto en un sustrato de platino como de acero inoxidable, consistiendo el

electrodo en conjunto en una estructura tubular.

Para preparar los sensores, se parte un hilo de platino de 1 mm de
diametro en trozos de una longitud en torno a 10mm. Posteriormente, cada uno
de estos fragmentos de Pt se une a un hilo de cobre de aproximadamente 130
mm de longitud, soldandolos mediante una pequefa gota de estafio. Para el caso
de los sensores de acero inoxidable, se corta directamente un hilo de acero de

140mm, sin necesidad de soldarlo a un hilo de cobre.

El hilo preparado se introduce en el interior de un tubo de vidrio de
100mm de longitud y 2mm de didmetro interno. Para preparar estos tubos de
vidrio partimos de un tubo de gran longitud, que se corta en el tamafio deseado,

y se lijan los extremos.
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Luego, para que el hilo de acero o de platino quede fijo en el interior del
tubo, se prepara una mezcla 1:1 de Nural21 A y B que actuara como cementante.
Se introduce el hilo de platino-cobre o acero en el tubo de vidrio de tal manera
gue quede centrado y se va metiendo la mezcla de Nural en el tubo hasta que el
tubo quede sellado. De esta forma se impide que la disolucion donde se
introduzca el sensor entre en contacto con el resto del hilo, asi se consigue que
el polipirrol se deposite solo en la superficie circular del extremo del hilo. Una

vez hecho esto se deja secar la resina en estufa durante 5 horas a 709C.

Figura 20: Electrodos con Nural sellando el extremo del tubo (derecha). El
electrodo de platino (superior) estd soldado a un cable de cobre mientras que el

electrodo inferior estd constituido por un hilo de acero inoxidable.

Cuando la resina queda bien sélida y dura, la superficie se lija con un pafio
de 320 de tamafio de grano, para eliminar en primer lugar la mezcla de Nural
sobrante hasta que el hilo de Pt o acero alcanza la superficie. Posteriormente se
realizan una serie de pulidos con pafios de carbono/silicio de diferente tamafio
(600, 1000 y 4000) para que la superficie donde se deposite el polipirrol quede

libre de imperfecciones.
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Figura 21: Pulidora utilizada en este trabajo. Permite regular la velocidad

de giro del paiio.

El dltimo pulido se realiza utilizando una suspension de silice. Estos

electrodos ya preparados se limpian por inmersion parcial en agua desionizada

en un bafio de ultrasonidos durante unos minutos.

- Sintesis de polimeros conductores:

Los sensores se generan por electropolimerizacién con un
potenciostato/galvanostato modelo PARSTAT 2273 (figura 22) en una celda de 3
electrodos, formada por el electrodo de trabajo de Pt o de acero inoxidable
descrito en el apartado anterior, un contraelectrodo de hilo de Pt de area 1 mm?
y un electrodo de referencia de Ag/AgCl 3M.En esta celda se ha de afadir la
disolucién con la que se quiere trabajar, que en este caso dicha disolucion ha de

contener cierta concentracion de pirrol para su deposicion sobre los electrodos.

39



Capitulo 3 Procedimiento Experimental

Figura 22: Uno de los potenciostatos del laboratorio de quimica inorgdnica de la

Escuela de Ingenierias Industriales de Valladolid.

3.3 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES:

Se prepararan dos disoluciones distintas:

-Disolucion de pirrol: esta disolucion contendra una concentracion de

pirrol, de modo que sea posible su polimerizacion y deposicién en el electrodo de
trabajo, y una concentracion del dopante que haga que la pelicula de polipirrol

depositada tenga suficiente conductividad.

Preparacion:

Se utilizarda como dopante el DBSA. Por ello se preparara primero la

disolucién con DBSA 0,1M.

Se coloca un vaso de precipitados de 50ml limpio en la microbalanza. Con
una espatula se afiaden 1,7424g de DBSA. A continuaciéon se anaden 40ml de
agua desionizada en el vaso de precipitados con el DBSA. El DSBA es dificil de
disolver en agua, por lo que se dejara el vaso de precipitados en un agitador por

ultrasonidos hasta que esté completamente disuelto.

40



Capitulo 3 Procedimiento Experimental

A continuacién, con una micropipeta se afiaden 0,750ml de pirrol en un
matraz de 50ml, y en este mismo matraz se afiade la disolucion de DBSA
previamente preparada. Posteriormente se enrasa con agua desionizada hasta

los 50ml, de esta forma se obtiene una disolucion de pirrol 0,2M y DBSA 0,1M.

Figura 23: Frasco de 25 mL de pirrol al 98%, marca ALDRICH.

Hay que tener en cuenta que esta disolucidon ha de ser utilizada en un
intervalo de tiempo préximo a su preparacion, ya que con el tiempo se oxida,
adquiriendo un tono mas oscuro, y perdiendo entonces su utilidad para la

preparacidn de sensores.

-Disolucion de cloruro de oro: esta disolucién contendrd una cantidad de

oro necesaria para la adicién de nanoparticulas de oro a la matriz del polipirrol

durante la electrodeposicion.

De esta disolucidn solo se prepararan 10ml, con una molaridad de 10M.
Se debe ser muy cuidadoso con la preparacién de esta disolucién, ya que al pesar
el soluto, cloruro de oro (lll), en la microbalanza puede absorber humedad de

modo que la balanza indique un peso que no sea el correcto.
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Una vez preparados los 10ml de esta disolucion, se echan en una probeta,
y se afiaden otros 10ml de una disolucion de pirrol 0,4M y DBSA 0,2M, para que
de esta forma al diluirse a la mitad, quede una disolucién de 20ml con una
concentracion de pirrol de 0,2M y DBSA 0,1M. Asi es posible comparar el efecto
de una disolucidn en la que intervienen las nanoparticulas de oro con otra en la
gue no estan presentes, teniendo en ambas la misma concentracién de dopante

y pirrol.

Estas disoluciones son las que se colocaran en la celda electroquimica

para los distintos ensayos de deposicion.

3.4 PREPARACION DE LA CELDA:

Una vez se tienen las disoluciones preparadas, hay que preparar los

electrodos y su disposicidn para que el ensayo sea correcto.

Es importante que los electrodos estén limpios. Para ello el
contraelectrodo de platino se sumergira en una disolucién de acido sulfurico, y
se calentard mediante un mechero de modo que se elimine cualquier tipo de
suciedad. Posteriormente tanto el contralectrodo como el electrodo de

referencia se limpiaran con agua desionizada.

Una vez limpios, los electrodos se disponen de tal manera que el
electrodo de trabajo quede en el centro de la celda, y el contraelectrodo y el
electrodo de referencia a los laterales y alineados con el electrodo de trabajo.

Se sumergirdn aproximadamente un centimetro en la disolucién, y a su vez

deben estar al menos separados un centimetro entre si.
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Figura 24: Electrodos sumergidos en una disolucidn de pirrol: De izquierda a

derecha, el electrodo de referencia, el de trabajo, y el contraelectrodo

Una vez conectados los electrodos al potenciostato, se estableceran las

condiciones del ensayo mediante un programa informatico, en este caso
PowerSuite™

Elem'ochemmtry PowerSuite™
, Princeton A pplied Research

1|
f
]

Loading . s _‘.‘

Figura 25: Imagen de PowerSuite™

Seleccionando un ensayo de cronopotenciometria, se pueden ajustar sus
distintas condiciones, en este caso
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-Tiempo de deposicién: 300s
-Velocidad de barrido: 100mV/s
-Intensidad = 0,02mA

Una vez finalizado el ensayo, se limpia con agua desionizada el electrodo
de trabajo, ahora con la pelicula de polipirrol depositada, y se hace una primera

inspeccion visual para comprobar si la pelicula esta dafiada o mal depositada.

Figura 26: Electrodo con sustrato de platino. En la parte superior se puede

observar la pelicula de polipirrol, de color negro.

Para una comprobacidon mas exhaustiva del correcto funcionamiento del
sensor, se puede hacer un ensayo de voltametria ciclica en una disolucién de KCI
0,1M. En el caso de que el ensayo de deposicion haya sido correcto, el sensor ya

estard preparado para su uso en experimentos de deteccidn de antioxidantes.

- Estudio de las distintas variables:

Hay que tener en cuenta que el procedimiento explicado es el de la
fabricacidn de los sensores definitivos con los que se hizo los ensayos en mostos.
Previamente a eso, se realizaron ensayos de deposicion de la pelicula de
polipirrol variando las distintas condiciones del proceso. Por ejemplo, la

concentracion del pirrol y las nanoparticulas de oro en la disolucion.
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Dentro de los dopantes, se prepararon disoluciones de pirrol con acido
sulfurico, con DSA y con DBSA. Los electrodos que utilizaban como dopante el
DSA y el DBSA daban similares resultados, y a la vez mejores que los electrodos
de H,S0O,4, por lo que el estudio continué descartando el uso del H,SO, como
dopante. Y dado que el DBSA es mas econdmico que el DSA y daban unos

resultados parecidos, se descarto el uso de DSA.

Respecto a las técnicas electroquimicas de deposicion, se ha utilizado

tanto cronopotenciometria como cronoamperiometria.

La adicion de las nanoparticulas de oro a la matriz de polipirrol se llevd a

cabo por dos métodos diferentes, por cogeneracién y por atrapamiento:

- Por cogeneracidn:

La estrategia de incorporacién de las nanoparticulas de oro consiste
en una electrogeneracion conjunta de polimero y las nanoparticulas.
El acido clorodurico (HAuCl;) es una especie oxidante que es
susceptible de oxidar al pirrol presente en la disolucién y por lo tanto
en este método se produce tanto polimerizacién electroquimica,
como polimerizacion quimica. De esta forma cuando se esta
realizando el ensayo de deposicion de polipirrol las nanoparticulas se

generan simultaneamente a la pelicula de polipirrol.

- Por el método de atrapamiento:
Se preparan 25 mL una disolucidon 10% M de HAuCl, gue serd el
precursor de las nanoparticulas y 10 mL de citrato sddico 38,8 10° M

gue serd el reductor. En un vaso de precipitados de 50 mL se anaden

20 mL de la disolucién de HAuCl, y se calienta hasta ebulliciéon con
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agitacién, en ese momento se anaden 0,2 mL de la disolucién de
citrato, produciéndose un cambio de color de amarillo a incoloro. La
agitacién ha de mantenerse durante todo el proceso. La disolucién
experimenta diferentes cambios de color a lo largo del proceso desde
amarillo inicialmente a incoloro cuando se afiade el reductor, luego
pasa a gris, azul oscuro, morado y por ultimo a rojo vino (figura 27).
De esta forma se crean las nanoparticulas y se quedan suspendidas en
la disolucién. Asi cuando se hace el ensayo de deposicién, las

nanoparticulas son atrapadas mientras de deposita la pelicula de

polipirrol.

Figura 27: Cambio de color de la disolucion con nanoparticulas después de ser

calentada y agitada durante varios minutos.

Con ambos métodos el tamano de las nanoparticulas esta en torno a 30-
40 nandmetros. Ademds se realizaron distintos ensayos variando la
concentracion de nanoparticulas en la disolucién de pirrol, concretamente
mezclando a partes iguales la disolucidn de pirrol con una disolucién de cloruro
de oro de 10°M, y mezclando una parte de disolucion de pirrol con tres partes

de cloruro de oro 107°3M.
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Figura 28: Cuando se mezcla la disolucion de pirrol (izquierda) con la de cloruro

de oro (centro) la disolucion resultante adquiere un color muy oscuro (derecha).

Otra de las variables que hay que tener en cuenta es el tiempo de
deposicion, por ello se realizaron ensayos con tiempos de 60, 120, 300 y 800

segundos.

Por lo tanto, la red de sensores con la que se estudiard los mostos tiene la
siguiente base:

-Sustrato de platino o de acero inoxidable.

-Concentracion de pirrol en la disolucién de deposicién: 0,2 M

-Concentracion de DBSA en la disolucion: 0,1 M

-Con o sin nanoparticulas de oro.

-Incorporacion de las nanoparticulas mediante cogeneracion.

-Concentracién de cloroaurico en la disolucién: 5x10™*M

-Deposicién mediante cronopotenciometria.

-Tiempo de deposicion: 300s.

De este modo quedan cuatro tipos de sensores diferentes, a los que se llamara:

PlatinoPirrol, InoxPirrol, PlatinoGeneracion e InoxGeneracion.
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3.5 ANALISIS DE ANTIOXIDANTES:

Para comprobar que los sensores se generan de manera correcta, se
analizé la respuesta voltamétrica de cada uno de ellos en una disolucién de KCl
0,1M en el intervalo de potencial comprendido entre -0,8 V y 0,8 V, a una

velocidad de barrido v = 100 mV/s.

Después de las medidas en KCI los sensores se utilizaron para analizar
unas especies con actividad redox para asi estudiar el comportamiento
electroquimico de los sensores. Se analizaron varios antioxidantes,
concretamente el catecol (concentraciéon de 10° M en KCl 0,1 M y en buffer
fosfato 0,01 M) y el acido cafeico (concentracién de 10> M en KCI 0,1 M). Las
uvas y los vinos son ricos en compuestos funcionalizados que contienen el grupo

catecol, estos compuestos imparten la actividad antioxidante.

También se utiliza como electrolito de referencia el buffer fosfato debido
a los problemas que el acero inoxidable presentaba de corrosién por picaduras

en KCl.

El estudio del comportamiento de los electrodos también incluye la
capacidad para detectar dichos antioxidantes en distintas concentraciones, para
ellos se ensayaron limites de deteccidn. En los limites de deteccidn, se estudia la
respuesta de cada electrodo al hacer voltametria ciclica en disoluciones de
diferente concentracion de los antioxidantes mencionados. Para ello, en primer
lugar se prepara una disolucion de buffer fosfato buffer 0,01 M. A dicha
disolucién se afadird progresivamente una disolucién del antioxidante con una
concentracién de 10° M. De este modo se realizaran ensayos con estas

concentraciones del antioxidante en buffer fostato:
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- 10° M
- 5x10°M
- 10" M
- 5x10*M
- 10°Mm

Una vez obtenidos los datos de estos ensayos se realiza el analisis
cuantitativo de la intensidad de los picos anddicos y catédicos correspondientes
al analito para la determinacion de los limites de deteccidn, que se explicara de

una forma mas detallada en el apartado de resultados y discusion.

Otra de las variables a tener en cuenta es la velocidad de barrido. Para el
estudio cinético de los sensores se hicieron ensayos en el electrolito de
referencia diferentes velocidades de barrido y se estudiaron las relaciones entre
la intensidad de los picos redox con la velocidad de barrido con objeto de

conocer detalles sobre el mecanismo de reaccion.

3.6 PREPARACION DE BIOSENSORES:

Sobre la base de distintos sensores explicada anteriormente se
desarrollara la adicion de enzimas para aumentar su especificidad. Como se ha
comentado en apartados anteriores de este trabajo, ensayaremos con dos

enzimas diferentes, glucosa oxidasa (GOx) y tirosinasa.

La incorporacién de las enzimas en los sensores se hara siguiendo este

procedimiento:

2- Se limpia el electrodo sumergiéndolo parcialmente en una disolucién de

buffer fosfato 0,01M (NaH,PO,4 + Na,HPO,) durante dos minutos.
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22- Se coloca una gota (5 microlitros) de la disolucion con la enzima (5mg/ml)

mediante una micropipeta sobre la pelicula de polipirrol del electrodo.

32-Se deja secar al aire durante quince minutos.

49-Se repiten los pasos 2 y 3, es decir, que se anade una segunda gota y se vuelve

a dejar secar.

52-Se colocan los sensores sobre una disolucion de glutaraldehido. Esto sirve

para crear enlaces entre las enzimas y aumentar su estabilidad.

62-Se dejan secar los sensores al aire durante quince minutos.

792-Se humedecen los sensores sumergiéndolos durante treinta segundos en la

disolucion de buffer fosfato.

82-Finalmente se guardan en una nevera a cuatro grados, para conservar la

enzima frente al calor.

De este modo se tendrd una red de 12 sensores diferentes:

- PlatinoPirrol, InoxPirrol, PlatinoGeneracion e InoxGeneracioén sin enzimas.
-PlatinoPirrol, InoxPirrol, PlatinoGeneraciéon e InoxGeneracion con glucosa
oxidasa.

- PlatinoPirrol, InoxPirrol, PlatinoGeneraciéon e InoxGeneracion con tirosinasa.
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3.7 MEDIDA EN MOSTOS

Con cada uno de estos sensores se ensayara en seis mostos diferentes
utilizando la voltametria ciclica como técnica de andlisis. Por lo que en total se
prepararan 72 sensores con objeto de determinar su comportamiento en el
mosto y su capacidad para distinguir diferentes variedades de uvas de los

mostos.

Las seis variedades de mostos estudiadas son: Garnacha, Cabernet,
Mencia regadio, Mencia secano, Juan Garcia y Prieto Picudo, proporcionados por
la bodega cooperativa de Cigales. Se realizaron los ensayos mediante voltametria
ciclica, sumergiendo los tres electrodos (referencia, trabajo, y contraelectrodo)
en el mosto sin diluir. Los resultados obtenidos mostraban una baja intensidad,

dado a la baja conductividad del mosto.

Por este motivo, para realizar los siguientes ensayos en los mostos, se
decidié diluirlos en KCI 0,3M, mezclando 10 ml de cada mosto con 10 ml de

disolucion de KCI.

Figura 29: Muestras de los distintos mostos utilizados.

En un principio los ensayos se realizaron por voltametria ciclica, con
3 ciclos comprendidos entre -0,8 V y 0,8 V. Dado que el nimero de ciclos
resultd insuficiente para realizar el analisis estadistico, se decidid
incrementar el numero de ciclos a 5, y ampliar la ventana de la voltametria

entre-1,0Vy0,8V.
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3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Como herramienta de andlisis estadistico se ha utilizado el analisis

de factores paralelos, Parafac.

El Parafac (PARAIllelFACtoranalysis) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacion, o reduccion de la dimension (reduccidon de
variables). Con este método es posible reducir a una pequefia cantidad de
variables la cantidad global de variables que describen la sefal voltamétrica.
Gracias a esta técnica es posible estudiar la capacidad de discriminacion de

la red de sensores.

Dado que la cantidad de informacion generada en los ensayos de
voltametria ciclica es muy alta, con un gran nimero de datos, se dificulta el

analisis, incrementdndose el costo computacional y el tiempo de procesado.

Por este motivo hay que realizar una reduccion en el nimero de
datos que describen la sefial a una serie de valores representativos que
capturan la caracteristica dinamica de la respuesta global por medio de unas

funciones matematicas denominadas kernels.

En primer lugar se realizd una reduccidon en el numero de datos
seleccionando solamente el barrido anddico de la voltametria ciclica, que
resulta mas interesante ya que contiene la informacidn mas significativa

(figura 30).
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Figura 30: Grdfica obtenida mediante voltametria utilizando un sensor de
PlatinoGeneracion en un mosto de Prieto Picudo. Se puede observar que en
la parte anddica aparecen unos picos, datos que resultan mds interesantes

que los obtenidos en la parte catodica.

Una vez hecha esta preselecciéon de datos, es cuando entran en
juego las funciones kernels. Estas funciones unitarias, que tienen forma de
campana, se multiplican por el fragmento de curva voltamétrica elegido, de
este modo se obtendran tantos coeficientes representativos de la curva
como numero de kernels en los que se haya dividido. En este trabajo se

utilizé una divisidon de la curva en 10 kernels.
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Figura 31: Ejemplo de funciones kernel. Cada funcion multiplica a la sefnal

obtenida por el sensor.
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Una vez se han normalizado los datos obtenidos con la voltametria,

se compone una matriz que depende del nimero de:

Ciclos de la voltametria. En este trabajo se han hecho 5 ciclos en

cada ensayo.

- Sensores diferentes utilizados. La red de sensores esta
compuesta por 12 distintos.

- Mostos distintos sobre los que se han hecho los ensayos. Como
se ha comentado anteriormente, en este trabajo se han
analizado 6 mostos distintos.

- Kernels en los que se divide la curva obtenida en el ensayo, en

este caso 10.

En el método Parafac, esto da lugar a una matriz de tres
dimensiones, donde el nimero de filas es igual al numero de ciclos por la
cantidad de mostos en los que se ha ensayado, y el numero de columnas
igual a los kernels en los que se haya dividido la curva, y la profundidad es la
cantidad de distintos sensores utilizados. Por lo que en este trabajo la
matriz resultante es de dimensiones 30 x 12 x 10. Pues bien, el método
Parafac trata de encontrar un nuevo conjunto de ejes ortogonales a la
matriz, de modo que la varianza entre los datos sea maxima. Esto conlleva
un procedimiento matematico algo complejo que no se detallard en este

trabajo, pero puede ser consultado en la bibliografia [17].
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO DE VIABILIDAD. PREPARACION Y
OPTIMIZACION DE SENSORES POLIMERICOS

Para el desarrollo de la red de sensores basada en sensores de polipirrol
se han tenido en cuenta diferentes variables que sin duda afectaran al
comportamiento electroquimico del sensor. En este primer apartado se
expondran los resultados obtenidos en la elaboracién de sensor de polipirrol y
sensores de polipirrol modificados con nanoparticulas de oro en funcién de estas
multiples variables. Utilizando cada una de las distintas variables que se
expondran a continuacién se obtendrian sensores finales distintos que por tanto
puedan ser utilizados para desarrollar una buena red de sensores basados en
polipirrol aplicable a la caracterizacion de mostos. En este primer estudio se
pretende llevar a cabo una seleccidon de estas variables, ya que el estudio
completo que abarcase todos los tipos de sensores de polipirrol seria un trabajo

inabarcable.

Por este motivo se han ido ensayando las diferentes variables, comparando
los resultados obtenidos para ver como afectan al funcionamiento del sensor, y
seleccionando aquellos resultados que utilizando la voltametria ciclica como

técnica de caracterizacion daban un mejor resultado.

Las variables de estudio son:
-Técnicas de deposicidn utilizadas: Cronopotenciometria y cronoamperiometria.
-Tiempos de deposicién: 60, 120, 300 y 800 segundos.
-Sustratos: Platino y acero inoxidable.
-Dopantes: H,SO,4, DSA y DBSA.
-Técnicas de adicidon de nanoparticulas: Atrapamiento y cogeneracion.

-Concentracion de nanoparticulas: diluidas al 50% y al 75%.
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A continuacién se expondran los resultados obtenidos para comparar las

distintas variables y seleccionar las mds convenientes.

4.1.1 TECNICAS DE DEPOSICION UTILIZADAS:

Como se ha explicado en anteriores apartados de este trabajo, la generacién
de las peliculas de polipirrol asi como de los composites de polipirrol y
nanoparticulas para la fabricacién de sensores se realizd mediante dos técnicas
electroquimicas: la cronopotenciometria y la cronoamperiometria; también se
probd en una primera instancia la voltamentria ciclica pero no se obtuvieron

resultados éptimos con lo que se descarté ya inicialmente.

4.1.1.1 CRONOAMPERIOMETRIA

La fabricacién de sensores mediante cronoamperiometria se ha realizado tanto
sobre electrodos de platino como con electrodos de inoxidable. En la figura se
muestran los registros de intensidad-tiempo obtenidos para polipirrol y
composites de polipirrol con nanoparticulas obtenidos por atrapamiento y por

cogeneracion.
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Figura 32: Datos recogidos en distintos ensayos de deposicion.
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Los registros muestran la tipica forma caracteristica del proceso de
polimerizaciéon de polimeros conductores. Después de un corto periodo de
incubaciéon en el que la difusién contrala la oxidacién del mondmero, la
intensidad crece rapidamente con el tiempo lo que corresponde con la
nucleacidn y crecimiento de la pelicula sobre el substrato. Finalmente la
densidad de corriente alcanza un valor casi estable lo que coincide con el

crecimiento continuo y gradual de la pelicula.

En la figura se observa claramente que las peliculas de polipirrol originan
densidades de corriente mas elevadas que los composites modificados con oro.
En la tabla adjunta se muestran los valores de carga resultado de la integracién
de estas curvas. Se observa que la carga de polimerizacidn depende fuertemente
de la presencia de nanoparticulas y del tipo de sustrato. La masa depositada en
los electrodos de polipirrol sin nanoparticulas es claramente mayor que en los
que los composites tanto en los obtenidos por atrapamiento como por
cogeneracion. Con respecto a estos ultimos son los composites obtenidos por
cogeneracion en los que se deposita mas masa al ser mayor la carga de
polimerizaciéon. Con respecto al efecto del sustrato se observan también
diferencias entre los dos electrodos aunque la tendencia es la misma para platino
e inoxidable, esto indica que el sustrato juega un papel importante en la
nucleacidn de los las diferentes capas de polimero y composites. Sin embargo, en
ambos casos las peliculas sin oro presentan mayor carga de polimerizacién, a
continuacion las obtenidas por atrapamiento y finalmente las obtenidas por
cogeneracion. En el caso de los nanocomposites son los depositados sobre
platino en los que la carga de polimerizacién y por tanto la masa depositada es

mayor, especialmente en las peliculas obtenidas por cogeneracidn.
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Tabla 1. Cargas de polimerizacion calculadas para capas de polipirrol y

composites de polipirrol-oro obtenidos por cronoamperiometria.

Sensor Q (C/cm?)
Acero inoxidable Platino
Polipolipirrol 0,6557 0,6230
Ppy/AuNPs-T-CA 0,0736 0,0834
Ppy/AuNPs-G-CA 0,1169 0,2252

4.1.1.2 CRONOPOTENCIOMETRIA

En la figura 33 podemos observar las curvas potencial-tiempo registradas
durante la electrodeposicion de capas de polipirrol y de nanocomposites de
polipirrol y oro obtenidas durante la electrodeposicion siguiendo el método
galvanostatico a 0,02 A durante 300 segundos. Se observan claras diferencias
entre el potencial de polimerizacion del polipirrol y de los composites. Dentro de
estos ultimos también se pueden observar diferencias entre las capas obtenidas

por atrapamiento y por cogeneracion.
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Figura 33: Datos recogidos en distintos ensayos de deposicion.

En todos los casos cuando se aplica la intensidad de corriente se observa
una brusca disminucién del potencial. Esto se relaciona con la capacitancia de la

doble capa que se produce en la superficie del electrodo durante el proceso de
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nucleacidon. Cuando se alcanza el valor de potencial estable, caracteristico de
cada capa, el monédmero se oxida. A continuacion se observa un proceso de
estabilizacién y crecimiento de la capa que se caracteriza por un potencial
constante. La velocidad de nucleacién mdas rapida, en la que se observa una
variacion de potencial mas rapida, se observa en la polimerizacion de polipirrol
sin nanoparticulas. El potencial final al que el mondmero se oxida es también
claramente inferior para las capas de polipirrol sin modificar. Por tanto podemos
concluir que las nanoparticulas de oro dificultan el proceso de polimerizacion
tanto para los composites obtenidos por atrapamiento como para los obtenidos
por cogeneracion. El potencial final obtenido durante la polimerizacion de los
nanocomposites es claramente mayor en los composites obtenidos por
cogeneracion. En este caso apenas hay diferencias entre los dos sustratos, solo al
comienzo de la electrodeposicion el potencial es ligeramente superior en los

sustratos de inoxidable.

Finalmente y como conclusion debemos afiadir que en el caso de la
cronopotenciometria las diferencias entre las distintas electrodeposiciones
realizadas tanto en platino como en inoxidable son minimas. Sin embargo en el
caso de la deposicion de polipirrol o nanocomposites sobre acero inoxidable
mediante la técnica de cronoamperiometria si se han observado diferencias en
algunos casos significativas, con lo que en principio la técnica galvanostatica
parece ser mas adecuada, especialmente en el caso de sustratos de acero

inoxidable.

4.1.2 TIEMPO DE DEPOSICION

En el apartado anterior los ensayos se realizaron a un tiempo fijo de 300
segundos, sin embargo, también se ha realizado un estudio sobre la influencia
del tiempo de deposicion con objeto de determinar el tiempo ideal para la

electrodeposicion por ambas técnicas, cronoamperiometria y
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cronopotenciometria. La figura muestra los registros de potencial-tiempo
realizados sobre electrodos polimerizados durante 60, 120, 300 y 800 segundos
sobre platino y sobre acero inoxidable mediante cronoamperiometria. También
se ha calculado la carga de electrodeposicion mediante la integracion del area
bajo la curva. En todos los casos la capa depositada ha sido polipirrol con DSA

como dopante.
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Figura 34: Platino (izquierda) e inoxidable (derecha).

Tabla 2. Cargas de polimerizacion calculadas para capas de polipirrol obtenidas

utilizando distintos tiempos de deposicion.

Cronoamperometria Q (C/cm?)
Tiempo (s) Acero inoxidable Platino
60 0,0712 0,1158
120 0,1967 0,2059
300 0,6557 0,6230
800 2,5262 2,501

Los resultados indican que el tiempo de 800 segundos es el que conlleva
una carga de electrodeposicién mucho mayor que el resto lo que indica que la
masa depositada es maxima y que por tanto el espesor de la capa de polipirrol es
mucho mayor. Sin embargo estas capas se desprenden con gran facilidad cuando
se lavan los electrodos con agua con lo que aungque aumenta el espesor empeora
la adherencia al aumentar el tiempo de deposicion. Los resultados indican que

apenas hay diferencia entre los dos sustratos para cualquiera de los tiempos de
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deposicidn utilizados. En cuanto a la intensidad de corriente se observa que para
los tres tiempos, 60, 120 y 300 segundos la intensidad de corriente es similar
(2:10 A para el sustrato de platino y de 2.5-10™ A para acero inoxidable),
aungue la capa mas gruesa légicamente es la obtenida para 300 segundos. Por
ello se determina que este tiempo de 300 segundos es el mds adecuado ya que

permite obtener capas gruesas pero con buena adherencia.

En el caso de la técnica de cronopotenciometria en la figura se observa
gue el potencial que se alcanza sobre el sustrato de platino para los tres tiempos
de electrodeposicidn, 60, 120 and 300 segundos es similar (0.80 V) mientras que
para después de 800 segundos de polimerizacidén el potencial que se alcanza es
menor (0.78 V). Este mismo comportamiento se observa en los electrodos de
acero inoxidable pero en este caso las diferencias entre 300 y 800 segundos son

menores.
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Figura 35: Platino (izquierda) e inoxidable (derecha).

Con objeto de realizar la comparativa entre las dos técnicas se ha
calculado también la carga de deposicién para los electrodos depositados por
cronoamperiometria que légicamente es constante e idéntica para ambos
electrodos. Se observa que los valores para los distintos tiempos son muy
similares a los obtenidos por cronoamperiometria pero a medida que aumenta
el tiempo de deposicidn se observan mayores diferencias entre las dos técnicas,

la carga de deposicibn es menor por cronopotenciometria que por
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cronoamperiometria. Por tanto parece que tampoco los tiempos mas largos de
deposicidn son recomendables y por tanto parece que también 300 segundos el
tiempo que se seleccionara para elaborar nuestra red de sensores y poder

realizar las medidas en mosto.

Tabla 3. Cargas de polimerizacion calculadas para capas de polipirrol obtenidas

utilizando distintos tiempos de deposicion.

Cronopotenciometria Q (C/cmz) (Q=1Ixt)
Tiempo (s) Acero inoxidable y platino
60 0,1173
120 0,2347
300 0,5868
800 1,5648

4.1.3 DOPANTES

Como ya se ha expuesto, para conseguir que el polipirrol se comporte como
polimero conductor se necesita de agentes dopantes que aumenten su
conductividad, por tanto en el proceso de electropolimerizacién es necesaria la
adicion de disoluciones que contengan dichos dopantes en la disolucién del
mondmero antes de llevar a cabo el ensayo de deposicidn electroquimica. Los
dopantes utilizados en esta investigacion son: DBSA (Dodecilbencenosulfonato
de sodio), DSA (Decano sulfonato de sodio), y H,SO4 (acido sulfurico). Cada uno
de estos dopantes tiene diferentes propiedades, por lo que previsiblemente su
diferente naturaleza afectara a la conductividad de los sensores que por tanto
tendra un comportamiento electroquimico diferente en funcidén del dopante
utilizado. Por ello se han hecho ensayos de deposicion con cada uno de ellos, de
esta forma se han podido comparar los resultados obtenidos con objeto de

seleccionar el dopante mas adecuado para nuestra red. En todos los casos se han
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trabajado con idénticas concentraciones de mondémero, 0,2M, y de dopante,
0,1M. La deposicién con DSA ya ha sido analizada en apartados previos con lo

gue a continuacion se exponen los resultados obtenidos con H,SO4 y con DBSA.

4.1.3.1 Dopaje con H,S0,

En la figura 36 se muestran las deposiciones de polipirrol y acido sulfurico por

cronopotenciometria para los dos sustratos, esto es inoxidable y platino.

13fptpyS2cp.cor
13fptpyS3cp.cor
13fptpySAulcpeor |

13fPTpyGacp.cor
13fPTpyGdcp.cor

0 100 200 300
Time (Sec)

Figura 36: Datos obtenidos en la desposicion con dcido sulfurico como dopante.

En la figura podemos apreciar como tanto en el caso de la pelicula de
polipirrol como en los composites de polipirrol y atrapamiento existe bastante
dispersidon entre los datos de potencial registrados en los distintos electrodos
fabricados en idénticas condiciones. En el caso de los composites obtenidos por
cogenaracion las diferencias son menores. Se observa como en el caso del DSA,
cuya deposicion se ha analizado en el apartado 4.1.2, la pelicula de polipirrol es
la que muestra un potencial de deposicién mas bajo mientras que la presencia de
nanoparticulas de oro desplaza el potencial a valores ligeramente superiores. En
el caso del acero inoxidable se observa un comportamiento ligeramente

diferente tal y como se aprecia en la siguiente figura.
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Figura 37: Datos obtenidos en la desposicion con DSA como dopante.

En el caso de polipirrol el registro de potencial es similar al observado con
DSA, figura 37, sin embargo cuando se electrodeposita tanto en presencia de una
disolucién coloidal de nanoparticulas de oro como en presencia de cloroaurico
los potenciales tras la tipica caida inicial y mantenimiento experimentan un
incremento de potencial muy elevado para posteriormente estabilizarse. Los
potenciales finales que se alcanzan son superiores a un voltio con lo que sin duda
se podria originar la oxidacién degradativa del polipolipirrol generado y por tanto

no ser adecuado para nuestros propdsitos.

4.1.3.2 Dopaje con DBSA

En la figura 38 se observan de modo conjunto los registros de potencial-
tiempo obtenidos para ambos sustratos en la electrodeposicién de polipirrol y
composite de polipirrol y nanoparticulas de oro obtenidos mediante
cogeneracion utilizando DBSA como dopante. Se muestran dos deposiciones de
cada tipo con objeto de corroborar que a diferencia de lo ocurrido con las capas
de polipirrol dopadas con sulfurico sobre inoxidable en este caso la

reproducibilidad es muy buena.
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Figura 38: Datos obtenidos en la desposicion con DBSA como dopante.

Tal y como comentabamos apenas hay diferencias entre las distintas
electrodeposiciones por cronopotenciometria realizadas en idénticas
condiciones por lo que la reproducibilidad es dptima. Tampoco hay grandes
diferencias entre los dos sustratos, el potencial es ligeramente mas bajo en la
electrodeposicion de polipolipirrol sobre platino, como ya ocurria con las capas
dopadas con DSA. Con respecto a las nanoparticulas como también se observaba
en las deposiciones con DSA se observa que la presencia de cloroaurico en la
disolucién hace que el potencial se desplace a potenciales ligeramente mas
elevados. En el caso de las capas de composite obtenido por cogeneracion las
diferecias entre los sustratos son todavia menores que las observadas en la capa

de polipirrol sin nanoparticulas.

En la figura 39 se muestran los resultados obtenidos en la deposicion de
polipirrol y composite de polipirrol y nanoparticulas de oro obtenido por
cogeneracién sobre sustratos de platino e inoxidables utilizando la técnica de

cronoamperiometria.
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Figura 39: Datos obtenidos en la desposicion con DBSA como dopante, mediante

cronoamperiometria.

Podemos observar que también podemos utilizar el DBSA como dopante
utilizando las técnica potenciostatica para la electrodeposicion ya que se
obtienen resultados muy parecidos a los obtenidos con DSA. La carga de
deposicién el ligeramente mas alta para el platino que para el sustrato de
inoxidable. En este caso los composites obtenidos a partir de una disolucidon mas
concentrada en cloroalrico muestran cargas de deposicién mas elevadas que en
la electropolimerizacidn de polipirrol con lo que parece que la concentracién de
nanoparticulas también afecta a la electrodeposicion, aspecto que se analizara

en el siguiente apartado.

Por tanto podemos concluir que los dopantes DSA y DBSA actuan de modo
parecido y que ambos resultan adecuados como dopantes tanto en inoxidable
como en platino. Aunque por su menor precio utilizaremos DBSA para la

fabricacion de nuestra red de sensores.

4.1.4 TECNICAS DE ADICION DE NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas de oro pueden ser incluidas en la matriz de polipirrol,

creando un material compuesto, de muy diversos modos. Esto es, la introduccion
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de nanoparticulas en la electrodeposicion del polipirrol puede ser llevada a cabo
con distintas técnicas, que afectaran previsiblemente al funcionamiento del
sensor. De modo que para optimizar los sensores se han realizado una serie de
ensayos utilizando distintas técnicas de fabricacion de nanocomposites. Asi se ha
podido observar como influye cada técnica en la composicidon del sensor, y

comparando resultados se ha podido elegir la mas conveniente.

Las técnicas estudiadas han sido la cogeneracion y el atrapamiento, como se
ha explicado en el capitulo anterior de este trabajo. En el primer caso se trata de
generar las nanoparticulas de oro a la vez que se realiza la electropolimerizacidn
del polipirrol a partir de una disolucion de cloroaurico, mientras que en el
segundo caso se parte de una disolucion coloidal de nanoparticulas de oro que se

han obtenido a partir de la reduccion del acido cloraurico con citrato.

En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos en la deposiciéon de
composites por ambas técnicas sobre sustrato de inoxidable, se ha incluido

también capas de polipirrol a efectos comparativos.
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Figura 40: Datos obtenidos en la desposicion del composite utilizando distintas

técnicas en sustrato de inoxidable.

En primer lugar corroboramos unas vez mas la buena reproducibilidad de
la técnica de cronopotenciometria sobre sustrato de inoxidable. Podemos

observar también que apenas hay diferencia entre las dos técnicas de generacion
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del nanocomposite teniendo en cuenta que los potenciales de los distintos
electrodos obtenidos por atrapamiento y por cogeneracién son muy similares y
claramente mas elevados que los obtenidos para las capas de polipirrol sin
nanoparticulas. En el caso del sustrato de platino se obtienen similares

conclusiones como puede verse en la figura 41.
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Figura 41: Datos obtenidos en la desposicion del composite utilizando distintas

técnicas en sustrato de platino.

Las diferencias en el registro potencial-tiempo entre atrapamiento y
cogeneracién son minimas si bien en este caso las peliculas con nanoparticulas
obtenidas por cogeneracién parecen generarse a un potencial ligeramente
superior al de las generadas por atrapamiento. Como en el caso del sustrato de
inoxidable la reproducibilidad es muy buena y las diferencias entre polipirrol y

composite son claras.

Dado que desde el punto de vista de la electrodeposicion apenas hay
diferencias entre estas dos técnicas se ha realizado un estudio microestructural
de las mismas mediante microscopia electronica de barrido SEM, con objeto de

observar diferencias.

El estudio microscépico revela que efectivamente hay incorporaciéon de

nanoparticulas de oro en la capa de polipirrol. En la figura 42 se observan las
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nanoparticulas de oro, de tonalidad blanca y brillante, uniformemente

distribuidas en el polipirrol que tiene la tipica estructura “coliflor”.

Las figuras 42 a y b corresponden a los nanocomposites depositados sobre
inoxidable mediante cronopotenciometria por atrapamiento y cogeneracién
respectivamente y las figuras 42 c y d corresponden a los depositados por
cronoamperiometria por ambas técnicas. Se observa claramente que las mayores
diferencias son en funcion de la técnica potenciostatica o galvanostatica
mientras que las diferencias entre atrapamiento y cogeneracion son minimas. Se
observa que el tamafo de la estructura globular es mayor para los
nanocomposites generados por cronoamperiometria, pero el numero de
nanoparticulas incorporadas en la capa es mucho mayor cuando se utiliza la
cronopotenciometria para la electrodeposicién. Ademas, se observa claramente
qgue el nimero de nanoparticulas es también mayor cuando se utiliza la técnica
de cogeneracidon. El tamafio de las nanoparticulas obtenidas a partir de la
disoluciéon coloidal con citrato es muy parecido al obtenido por cogeneracién.
Este tamano esta entre 30-40 nandmetros lo que es consistente con la
absorbancia a 540nm que se ha medido en la disolucidn coloidal utilizada para
generar los composites por atrapamiento. Estas observaciones son igualmente

ciertas para composites generados sobre platino como sustrato.

Figura 42: a) Nanocomposite obtenido por CP Atrapamiento b) Obtenido por CP

Generacion
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Figura 42: c) Nanocomposite obtenido por CA Atrapamiento d) Obtenido por CA
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Se ha observado que con el método de cogeneracion se obtiene por tanto
una mayor concentracion de nanoparticulas en la matriz de polipirrol sobre los
dos sustratos por lo que a partir de los resultados obtenidos con ambos métodos
se selecciond para nuestra red de sensores el método de cogeneracidén, que
también conlleva una preparacién de la disolucion mas sencilla de los electrodos
al generar las nanoparticulas de oro a la vez que se genera la pelicula de

polipirrol.

4.1.5 CONCENTRACION DE NANOPARTICULAS

Una vez seleccionada la técnica de adicion de nanoparticulas mas
conveniente, en nuestro caso cogeneracién, se estudié como afectaba la
concentracion de nanoparticulas de oro en la disolucion de polipirrol, de modo
gue se analizd el efecto de utilizar una mayor concentracidn de clorodurico en la

disolucién de polipirrol de electropolimerizacién.

Para ello se realizaron ensayos con dos concentraciones diferentes,

mezclando a partes iguales la disolucidn de polipirrol con una disolucién de acido
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cloroaurico (HAuCls) de 10°M y mezclando una parte de disolucién de polipirrol
con tres partes de acido clorodurico 10°M. En el primer caso hablaremos de una
disoluciéon  1:1  (polipirrol:clorodurico) y de una disolucion 1:3

(polipirrol:cloroaurico) en el segundo caso.
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Figura 43: Datos obtenidos en la desposicion del composite utilizando distintas

concentraciones.

Como se observa en la figura 43, al aumentar la concentracion de
nanoparticulas hay cambios en el registro de potencial que no es tan estable
como cuando se utiliza menor concentracion de nanoparticulas. En cualquier
caso la repetitividad es buena y se observa que los potenciales son ligeramente
superiores cuando se utiliza el acero inoxidable como sustrato. En cuanto al
potencial final se observa que es ligeramente mas elevado que el obtenido con
menor concentracién de nanoparticulas si bien no hay grandes diferencias. Por
otra parte en el siguiente apartado se verd que desde el punto de vista
electroquimico el efecto electrocatalitico no mejora demasiado. Por tanto y dado
que utilizando las distintas concentraciones se obtenian unos resultados
similares en el funcionamiento del sensor, se optd por la mezcla a partes iguales,

con la ventaja de que se reduce el consumo de oro.
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4.1.6 SUSTRATOS

La electrodeposicion se ha hecho sobre dos materiales diferentes. Ya que
durante la deposicion tiene lugar una reaccion de oxidacion, es fundamental que
el electrodo no se oxide en competencia con el polipirrol. Es por esto que se
utilizan metales nobles, como el platino, pero en este trabajo se ha estudiado el
comportamiento de electrodos con base de acero inoxidable, que ademas de ser
mas econdmico, se ha comprobado gracias a los resultados que su uso es factible.
Mas adelante se vera que si bien las deposiciones han sido similares sobre ambos
sustratos, cuando se analiza el comportamiento en medios con cloruros la
susceptibilidad de los electrodos de acero a la corrosién por picaduras puede

generar algunos problemas.

4.1.7 CONCLUSIONES DEL ESTUDIO DE VIABILIDAD

Una vez realizados los ensayos con las distintas variables que afectan al
funcionamiento del electrodo y comparados sus resultados, se ha llegado a la
conclusién de que la red de sensores dptima con la que se estudiard los mostos

debe tener la siguiente base:

-Sustrato de platino y/o de acero inoxidable.

-Concentracidn de polipirrol en la disolucidn de deposicién: 0,2 M
-Concentracion de DBSA en la disolucion: 0,1 M

-Con o sin nanoparticulas de oro.

-Incorporacidn de las nanoparticulas mediante cogeneracion.
-Concentracién de cloroaurico en la disolucién: 5x10™*M
-Deposicién mediante cronopotenciometria.

-Tiempo de deposicion: 300s.
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Se puede observar que en la eleccién del sustrato, tanto el de platino
como el de acero inoxidable son factibles para la elaboracion del electrodo. Del
mismo modo, un sensor que no contenga nanoparticulas de oro puede ser
utilizado en la red, ya que puede proporcionar unos resultados suficientemente

buenos.

Por lo tanto la base de sensores sobre los que se desarrollarad la red
consta de cuatro sensores distintos, a los que se llamara: Platino-pirrol, Inox-
pirrol, Platino-Generacién e Inox-Generacién. Los sensores tipo Platino-pirrol e

Inox-pirrol no poseen nanoparticulas de oro en la pelicula de polipirrol.

75



Capitulo 4 Resultados y discusion

4.2 DETECCION DE ANTIOXIDANTES

4.2.1 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

El comportamiento electroquimico de las capas de polipirrol y de los
composites de polipirrol y nanoparticulas de oro, depositados sobre platino y
sobre acero inoxidable utilizando cronopotenciometria y cronoamperiometria
son analizados mediante voltametria ciclica utilizando en primer término una
disolucién de KCl 0.1M como electrolito y en segundo término se utilizard una

disolucion de buffer fosfato 0.1M como electrolito.

4.2.1.1 Voltametria Ciclica en Cloruro Potasico

Se observa que la respuesta obtenida depende del tipo de sustrato, de la
presencia de nanoparticulas en el sensor, de la técnica de electropolimerizacién,
del tipo de sustrato y de la técnica utilizada para introducir la nanoparticulas de

oro en el polipirrol.

El comportamiento tipico de los sensores de polipirrol sobre platino puede
observarse en la figura 44 donde se muestra los voltamogramas
correspondientes al primer y quinto ciclos. Se observa claramente que el registro
del primer ciclo es diferente del resto. Por ello se suele utilizar el ultimo ciclo
para describir el comportamiento del sensor aunque no debemos descartar la
informacién que proporciona este primer ciclo. De hecho en el primer ciclo
observamos dos picos correspondientes a los procesos redox asociados al
polardn y bipolarén mientras que en sucesivos ciclos solo se observa un Unico
proceso redox (con un pico anddico a -0.35 V y su correspondiente pico catddico

a-0.5V)
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Figura 44: Ciclos 1y 5 en un ensayo de voltametria ciclica.

Este mismo comportamiento se observa también en el caso de los
nanocomposites de polipirrol y nanoparticulas de oro, la figura 45 corresponde a
nanoparticulas de oro depositadas por atrapamiento sobre platino utilizando

como técnica la cronoamperiometria.

ffigura da/Folderl/Graphs - Nanoparticulas Atrapamiento CP PT

ciclo 1
0.00004 ——ciclo 5

0.00002
0.00000 -
-0.00002 ~
-0.00004 ~
-0.00006 ~
-0.00008 ~
-0.00010 A

-0.00012 ~

-0.00014 +¥———7+—17—"+—F—"+—"F—+—F—""7"—1"+—""—1"4
42 10 08 -06 04 02 00 02 04 06 08

Figura 45: Ciclos 1y 5 en un ensayo de voltametria ciclica, utilizando un electrodo

con nanoparticulas de oro.

En el primer ciclo podemos observar los dos procesos correspondiente al
polarén-bipolaron mientras que en ciclos sucesivos solo se observa un pico
anodico a -0.25 V y el catddico a -0-45. Comparando con los sensores de

polipirrol, se observa un desplazamiento de los picos anddicos y catédicos hacia
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potenciales mas positivos y sobretodo una menor diferencia entre los
potenciales anddicos y catddicos que indica una mejora en la reversibilidad que
puede ser atribuida al efecto electrocatalitico de las particulas de oro. Un
comportamiento similar se observa en los sensores con nanoparticulas de oro

obtenidos por cogeneracidn sobre platino.

En el caso de peliculas de polipirrol depositadas sobre acero inoxidable
los voltamogramas muestran menores intensidades que en el caso del platino
especialmente para los films depositados por cronoamperiometria. También se
observa una mayor separacion entre los picos anddicos y catddicos y cierta

irreproducibilidad.

En general las propiedades electroquimicas de los nanocomposites
preparados por atrapamiento y por cogeneracion son similares a las observadas
para polipirrol, sin embargo se observan algunas diferencias en funcion del

método de electropolimerizacién y del tipo de sustrato que pasamos a comentar.

Existen diferencias en funcion de la técnica de electrodeposicidn. Asi, con
la técnica de cronoamperiometria no se ha conseguido observar un efecto
catalitico neto de las nanoparticulas en disolucion de KCl 0.1M, especialmente
cuando se utiliza como sustrato el acero inoxidable, mientras que éste si se
observa claramente en la técnica de cronopotenciometria tanto para sustrato de
platino como de inoxidable. La figura muestra estas diferencias cuando se utiliza
atrapamiento para depositar las AuNP utilizando cronopotenciometria (a) y

cronoamperiometria (b).

En la figura 46.a se observa claramente el efecto catalitico de las
nanoparticulas tanto en el platino como en el inoxidable. En el platino aumenta
la densidad de corriente, especialmente en el pico de oxidacién y mejora la

reversibilidad. En el caso del inoxidable este aumento de intensidad no es tan
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notable en el pico de oxidacidén pero si en el de reduccion y también mejora la
reversibilidad. Esta mejora estd relacionada con la mayor cantidad de
nanoparticulas observadas por microscopia electrénica que aumentan la
conductividad. También esto es acorde con los articulos publicados que
muestran que las nanoparticulas exhiben un comportamiento catalitico cuando

se deposita sobre platino debido a la sinergia entre los dos metales [18].

Figura 46.a: Comparativa de los distintos tipos de electrodos.

En la figura 46.b. se observa que no hay un efecto electrocatalitico de las
AuNPs porque el comportamiento de las peliculas de PPy sobre ambos sustratos

presenta mayor intensidad de corriente, esto es mas evidente en el inoxidable.

Figura 46.b. Comparativa de los distintos tipos de electrodos, depositados

mediante cronoamperiometria.
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Por lo tanto, la técnica que parece mas adecuada para obtener un efecto
catalitico de las nanoparticulas de oro es la cronopotenciometria especialmente

en el caso de que se utilice el acero inoxidable como sustrato.

También se ha realizado un estudio comparativo de las dos técnicas de
introduccion de las nanoparticulas, esto es generacién y trapping en KCl con la

técnica de cronopotenciometria, figura 47.

Figura 47: Comparativa de las distintos tipos de electrodos con nanoparticulas,

depositados mediante cronopotenciometria.

Se observa que en el caso del platino apenas hay diferencias, el potencial
de oxidacién es -0.25 V y el de reduccidon aparece a -0.6 V en el caso de
atrapamiento y a -0.67 V en el caso de generacion. En cuanto al inoxidable se
aprecia una gran diferencia entre atrapamiento y cogeneracion. El potencial de
oxidacién aparece a 0.05 V y el de reduccion aparece a -0.66 V en el caso de
cogeneracién, mientras que en el caso de atrapamiento el pico de oxidacién y
reduccion aparecen al mismo potencial que en el platino (0.25 V y -0.6 V) aunque
con densidades de corriente muy bajas. Por este motivo, y parece que para

inoxidable la deposicién de nanoparticulas por atrapamiento no es aconsejable.
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Por ultimo lugar se analiza la reproducibilidad y repetitividad de los
distintos sensores. Para evaluar la repetitividad de los voltamogramas se realizan
cinco repeticiones para cada muestra. La reproducibilidad se evalua comparado
los datos registrados en tres sensores preparados del mismo modo y midiendo

muestras idénticas en diferentes dias.

De hecho, aparte de las diferencias que ya hemos comentado en el
comportamiento electroquimico de los nanocomposites depositados en funcion
del sustrato, la diferencia mas importante es su estabilidad y su tiempo de vida.
Como ya se ha comentado el primer ciclo es claramente diferente al resto si bien
los sucesivos ciclos son altamente reproducibles y sélo una ligera disminucién en
la intensidad de los picos se observa cuando los sensores se fabrican sobre
sustrato de platino. Sin embargo en el caso del acero inoxidable se observa una
disminucion de intensidad mucho mas evidente ya ademds un fuerte
desplazamiento de los picos en direccidon positiva hasta finalmente obtener una
sefial 6hmica. En el caso del acero inoxidable los coeficientes de variacion son
muchos mayores que para platino y especialmente para las capas depositas por
cronoamperiometria. Ademas cuando los electrodos se recuperan y se vuelven a
introducir en la disolucion la sefial obtenida en los aceros inoxidable es
completamente distinta y se obtiene un comportamiento muy dhmico como se

muestra en la figura 48. Esto los hace irrecuperables.

0.0002

—— Inox cp KCl (1a vez)
Inox cp KCI (2a vez)

0.0001

0.0000

m  -0.0001

-0.0002

-0.0003

-0.0004 +————F——1———F—+—F—+—71—"—T—"—T—— 17—

A

Figura 48: Comparativa de las sefiales obtenidas con un sensor de acero.
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Se piensa que la estabilidad de los electrodos de inoxidable se ve
deteriorada por la presencia de cloruros después de mas de un uso,
comprobando que la segunda vez que se ciclan en una disolucién de KCl la sefial
presenta intensidades muy bajas y con un comportamiento éhmico. Esto puede
explicarse teniendo en cuenta que el acero inoxidable es susceptible de
experimentar corrosién por picaduras cuando se expone a medios con cloruros.
Para mejorar su estabilidad se determind cambiar el electrolito de referencia y

utilizar una soluciéon de buffer fosfato 0.01 M.

4.2.1.2 Voltametria Ciclica en Buffer Fosfato

Los voltamogramas obtenidos en buffer fosfato son ligeramente
diferentes a los obtenidos en cloruro, sobre todo la parte catddica es la que mas
cambia con respecto a KCI. Los aniones fosfatos son mas voluminosos que los
iones cloruros y por tanto tendran mas dificultades para entrar y salir de la capa
durante los procesos redox; esto podria explicar las diferencias encontradas. A
pesar de estas diferencias, se sigue observando que la técnica de deposicion a
intensidad constante es la mas adecuada para obtener un efecto catalitico de las
nanoparticulas de oro y que la deposicion de nanoparticulas de oro por
cogeneracion sigue siendo la mas adecuada cuando se utiliza como sustrato el

acero inoxidable.

La figura 49 muestra el comportamiento de nanocomposites obtenidos
por cogeneracion sobre sustrato de acero inoxidable utilizando técnicas
cronopotenciométricas y cronoamperiométricas. Los sensores fabricados por
cronopotenciometria muestran un pico de oxidacién muy ancho a OV y un pico
de reduccidon mucho mas estrecho y definido a -0.9V mientras que los sensores
depositados por cronoamperiometria muestran un pico de oxidacion menos

intenso al mismo potencial de OV pero apenas se observa el pico de reduccion.
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Figura 49: Comparativa de los sensores de inox generacion, depositados
mediante cronoamperiometria y cronopotenciometria.

En buena correlacién con el comportamiento electroquimico observado
en cloruro potdsico, se constata que la incorporacidon de nanoparticulas a las
capas de polipirrol obtenidas por cronopotenciometria aumenta la intensidad de
los picos y mejoran la reversibilidad de los procesos redox del polipirrol. Esta
mejora es mas evidente para las capas obtenidas por cogeneracidon en acero
inoxidable mientras que para platino apenas hay diferencia entre atrapamiento y

cogeneracion.

La estabilidad de los electrodos en buffer fostato es mucho mejor que en
cloruro potasico en el caso de utilizar como sustrato el acero inoxidable. Esto
puede explicarse teniendo en cuenta la dificultad que el tamafno de los aniones
supone para el intercambio de iones. Se sabe que la voltametria ciclica en KCl
produce cambios en la morfologia del polimero conductor que pueden dar lugar
a huecos que pueden deteriorar su comportamiento. Ademas, como ya se ha
comentado, los iones cloruros son peligrosos para la corrosion por picaduras a la

que el acero inoxidable austenitico utilizado es sensible.
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4.2.1.3 Estudio Cinético en Buffer Fosfato

Como se ha visto que la técnica de cronopotenciometria y la introduccion
de nanoparticulas por cogeneracion son las mejores metodologias,
especialmente en el caso de sustrato de acero inoxidable, se realiza un estudio
de la influencia de la velocidad de barrido en la intensidad de los picos entre 0.01
y 1 V/s utilizando como electrolito barrido en buffer fosfato para electrodos con
y sin nanoparticulas introducidas por cogeneracién para sensores depositados

por cronopotenciometria.

En la tabla se muestran las pendientes y coeficientes de regresion
obtenidos para los voltamogramas registrados a diferentes velocidades de
barrido (10, 20, 50, 100, 500, 100mV/s) en la solucién de buffer fosfato 0.01M

utilizando el pico anddico a 0.8V para realizar los calculos.

Tabla 4. Estudio cinético:

Relacidn con el ratio de escaneo

Sensor Ic (pA) vs. v12 (mV s71)1/2
Slope R?
Pt ( polipirrol + DSA) 0.8788 0.9916
Pt G (0.2 M polipirrol + 0.1 MDSA  0.4150 0.9426

+Au** 1-10° M; 1:1,
cogeneracion)

Inox (polipirrol + DSA) 0.2784 0.9999
Inox G (0.2 M polipirrol + 0.1 M 0.6140 0.9996

DSA + Au®* 1:10°% M; 1:1,
cogeneracion)

En las figuras 50.a y 50.b se muestran las representaciones de la

intensidad de corriente del pico anddico de los sensores de polipirrol sobre
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platino en funcién de la raiz cuadrada de la velocidad (a) y para los

nanocomposites obtenidos por cogeneracion en las figura (b).

30.00
Pt diluido

25.00

20.00

15.00

1 {(nA)
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y=0.8788x+0.3232
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Figura 50.a: Intensidad sobre sensor platino polipirrol.
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Figura 50.b: Intensidad sobre sensor platino generacion.

En las figuras 51.a y 51.b se muestran las representaciones de la intensidad de
corriente del pico anddico de los sensores de polipirrol sobre acero inoxidable en
funcion de la raiz cuadrada de la velocidad (a) y para los nanocomposites

obtenidos por cogeneracion en las figura (b).
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Figura 51.a: Intensidad sobre sensor inox polipirrol.
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Figura 51.b: Intensidad sobre sensor inox generacion.

Se observa que para los dos sustratos el comportamiento es similar y
tampoco hay grandes diferencias entre polipirrol y polipirrol con nanoparticulas
de oro depositadas por cogeneracion en lo que respecta al mecanismo de
reaccion. En todos los casos la correlacién es muy buena y solo para el caso de
capa de composite obtenida sobre generacion sobre platino se obtienen un
coeficiente de regresion peor. La intensidad del pico anddico aumenta
linealmente con la raiz cuadrada de la velocidad de acuerdo con la ecuacién de
Randles-Sevcik lo que pone de manifiesto que el proceso esta limitado por la

difusion.
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En base a todo lo anterior podemos concluir que cuando la polimerizacion
se realiza sobre platino, las dos técnicas de cronopotenciometria vy
cronoamperiometria dan lugar a resultados similares. Sin embargo, cuando la
deposicion se realiza sobre acero inoxidable, la cronoamperiometria da lugar a
resultados mucho mas irreproducibles con importante diferencias en las
intensidades y en las posiciones de los picos. Por esta razén la
cronoamperiometria debe ser descartada como técnica de electrodeposicion y

los posteriores estudios se haran por cronopotenciometria.

4.2.2. DETECCION DE CATECOL

Para el posterior ensayo de los sensores en mostos, es importante
conocer el comportamiento de estos sensores en la deteccion de fenoles. Esto se
debe a que las uvas son ricas en polifenoles, compuestos responsables de su
color y propiedades organolépticas. El contenido de polifenoles puede variar
entre las distintas variedades de uvas, y también la composicién fendlica va

cambiando a lo largo de su proceso de maduracion.

Aunque existe un amplio abanico de compuestos fendlicos, se han elegido
dos para su estudio, el catecol y el acido cafeico, ya que son fenoles presentes en
la mayoria de las uvas y tienen importancia en las caracteristicas organolépticas y

maduracion de las mismas.

De este modo este apartado se centra en evaluar la respuesta de los
sensores ante catecol. Los ensayos se realizaran en un medio con pH neutro, en
una disolucion de buffer fosfato, de este modo se aumenta la conductividad del
medio y es posible una mayor claridad de la sefal, a la vez que se evita el

problema de corrosidn en los sustratos de inoxidable.
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En primer lugar, se ciclaron todos los electrodos en la disolucion de buffer
fosfato, sin afiadir nada de catecol. Después se realizan diferentes ensayos con
un mismo electrodo pero variando la concentracion de catecol, de este modo en
funcién de la intensidad registrada mediante la voltametria ciclica se pueden

calcular los limites de deteccidn para los diferentes electrodos.

Las concentraciones de catecol utilizadas en el ensayo han sido:
- 0 M (solo buffer)

-10-5M

-5x10-5M

-10-4 M

-5x104 M

-10-3 M

Por tanto y una vez que se ha conseguido obtener electrodos estables de
polipirrol modificados con nanoparticulas de oro, se procede en este apartado a
analizar sus propiedades electrocataliticas y sensitivas en la deteccidn de catecol,
uno de los compuestos fendlicos de mayor interés en la industria de la
alimentacion. Para analizar este efecto se analizara la amplificacién de la sefial
como consecuencia de la presencia de nanoparticulas y se observaran los
desplazamientos en la posicidn de los picos de oxidacién y reduccion del catecol.
En base al estudio realizado en el apartado anterior se ha seleccionado la
cronopotenciometria como técnica de deposicidon tanto de polipirrol como de
polipirrol modificado con nanoparticulas sobre platino y sobre acero inoxidable

en la deteccidn de catecol.

Una de las novedades introducidas en esta investigacion es la restriccion
del rango de potenciales de barrido con objeto de observar los picos de
oxidaciéon y reduccién del catecol evitando que queden enmascarados por los
picos de oxidacién y reduccién del polipirrol, que son los que tradicionalmente se

han utilizado en los electrodos de polipirrol para detectar la presencia de
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antioxidantes en mostos, vinos y cervezas [18]. Para ello ha sido necesario
realizar los experimentos en el rango entre -0.1 V hasta +0.8 V a una velocidad de
barrido de 100 mV/s. Usando estas condiciones, la respuesta del polarén-
bipolarén del polipirrol podria no observarse, lo que nos permitiria estudiar la
respuesta del sensor al catecol. Como electrolito base se utiliza en todos los
casos buffer fosfato, teniendo en cuenta que se trabajara como sustrato no sélo
con platino sino también con electrodos de acero inoxidable y como ya se ha
comentado en el apartado anterior, la presencia de cloruros puede alterar el
comportamiento del sensor como consecuencia de un proceso de corrosiéon por

picaduras.

El comportamiento y el efecto de las nanoparticulas de oro en los sensores
de polipirrol en la deteccion de catecol se ven fuertemente influenciados por la
naturaleza del sustrato, por tanto analizaremos en primer término el
comportamiento de los sensores depositados sobre platino y a continuacién se

hara lo propio sobre los de aceros inoxidable.

Cuando se utiliza platino como sustrato la respuesta de los sensores de
polipirrol al ser introducidos en una solucion de catecol es similar a la que se
observa en buffer fosfato. Esto es, la respuesta electroquimica en el rango
seleccionado desde -0.1 V hasta +0.8 V no permite observar los picos de
oxidacién y reduccién del catecol como se observa en la figura 52. Teniendo en
cuenta las altas densidades de corriente registradas parece claro que en este
caso lo que se observan son picos asociados al polipirrol; estos picos son de
intensidad suficientemente alta como para enmascarar los picos del catecol. Este
comportamiento es el tipico que se ha observado en este tipo de sensores
cuando se introducen en mostos y vinos como ya se ha comentado

anteriormente.
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Figura 52: Electrodo de platino pirrol ensayado en catecol.

Cuando se trabaja con sensores de polipirrol modificados con
nanoparticulas de oro obtenidas por cogeneracion, es posible observar
claramente los picos del catecol como se muestra en la figura 53. Se observa un
claro efecto electrocatalitico con las posiciones de los picos desplazados a
potenciales muy bajos; se observa un claro pico anddico a 0.47V y uno catddico a
0.1V.
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Figura 53: Electrodo de platino generacion ensayado en catecol.

Este efecto electrocatalitico de las nanoparticulas de oro en los electrodos
de oro es igualmente constatable para nanoparticulas obtenidas por
atrapamiento. En la figura 54 podemos observar la respuesta del electrodo
obtenido por atrapamiento ante disoluciones con concentraciones diferentes de

catecol desde 10™ hasta 107>,
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Figura 54: Electrodo con nanoparticulas de oro ensayado en diferentes

concentraciones de catecol.

Observamos que en el caso de las nanoparticulas de oro depositadas por
atrapamiento se observan perfectamente bien definidos, incluso mejor que los
electrodos con nanoparticulas obtenidas por cogeneracion, y con intensidades
de corriente incluso mas elevadas si bien los picos aparecen desplazados hacia la
derecha esto es potenciales mas elevados. El pico anddico se sitla en 0.6V y el

catddico en 0.4V.

Con objeto de realizar un estudio comparativo entre los distintos
electrodos se procede a la determinacion del limite de deteccion de cada uno de
ellos. Los distintos ensayos de cada sensor se realizan afiadiendo catecol sobre la
misma disolucion, de modo que se va aumentando la concentracion hasta tener
un ensayo con cada una de las concentraciones anteriores. Se observa que al
aumentar la concentracién, aparecen unos picos de oxidacion y reduccion de
mayor intensidad (en valor absoluto). Dichas intensidades de los picos seran
datos necesarios para el célculo del limite de deteccion. Con estos datos se
construird una grafica que represente la intensidad en funcion de Ia
concentracion. Si los ensayos han sido correctos, la grafica se ajustara a una linea

recta, por lo que se hara una regresién lineal para calcular la pendiente de dicha
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recta. Por otro lado, se calcula de desviacién tipica de las intensidades de los
diferentes ciclos del ensayo en la disolucién que solo contiene buffer fosfato, en
torno a potenciales sobre los que se producen los picos de oxidacidn y reduccidn.
Una vez obtenidos estos datos, el célculo del limite de deteccién sigue la
siguiente férmula:

LD=30/m

Donde o es la desviacion tipica y m la pendiente.

En el caso de los electrodos con nanoparticulas de oro obtenidas por
atrapamiento se ha realizado el calculo en el pico de oxidacion y en el pico de

reduccién a continuacidén se muestran los resultados obtenidos.

Oxidacion

Concentracion (M) Intensidad (pA)
1,00E-03 4,767
5,00E-04 2,99
1,00E-04 2,002
5,00E-05 1,475
1,00E-05 1,073

y=23458 x+ 1,313
Rz=0.977

0 T T T T T
0,00E+00 2,00E-C4 4,C0E-04 600E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-O0:

En este caso el limite de deteccién calculado es de 2,60 x 10™.
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Se realiza el mismo estudio para el pico de reduccion:

Reduccidn
Concentracion (M) Intensidad (pA)

1,00E-03 -3,301
5,00E-04 -1,914
1,00E-04 -1,102
5,00E-05 -0,7271
1,00E-05 -0,4536

0,00E+0C 2,00E-C4 4,00E-04 6,00E-04 3,00E-04 1,00E-03 1,20E-03
0

-0,5

-1 1

-1.5

-2

-2.5 -

-3

-3.5

El limite de deteccién es: 3,62 x 10™.

Se hace lo propio para los electrodos de polipirrol modificados con
nanoparticulas de oro obtenidas por cogeneracién. Los cdlculos para el pico de

reduccidon se muestran a continuacion.

Reduccidn
Concentracion (M) Intensidad (pA)
0.0E+00 -1.14966
1.0E-05 -1.33759
5.0E-05 -1.44745
1.3E-04 -1.60144
4.0E-04 -1.81458
1.0E-03 -2.23816
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Pt G

Concentracién (M)
0.0E+00  2.0E-04  4.0E-01  6.0E-01  8.0E-01  1.0E-03  1.2E-03
0

-05 y =-945.560x- 1.3476
R?2 - 0.906

Intensidad (pA)

/

L
»

En este caso el limite de deteccién calculado es de 5,03 x 10™.

En la tabla adjunta se muestran los limites de deteccion calculados para los

diferentes sensores de polipirrol modificados con nanoparticulas sobre platino.

Tabla 5. Limites de deteccion, sensibilidad y coeficientes de regresion calculados
en el pico anddico y catddico del catecol.

Sensor E, (V) LOD (mol L) R?
Ppy/AuNP-CP-Cp.. Atrapamiento 5.6 2,60 x 10° 0,977
Ppy/AuNP-CP-Cpi-Atrapamiento 4 3,62x10° 0,983
Ppy/AuNP-CP-Cp.. Cogeneracién 5 2,39x10° 0,9757
Ppy/AuNP-CP-Cp-Cogeneracion 0.9 5,03 x 10~ 0,906

Los limites de deteccién calculados son similares para los dos tipos de
electrodos de polipolipirrol modificados con nanoparticulas de oro, ligeramente
mejores para los obtenidos por atrapamiento. Esto es légico ya que se ha
comprobado que el tamano de las particulas es muy similar y que se ha

observado un comportamiento analogo en los dos electrolitos utilizados.

Cuando los sensores se depositan sobre acero inoxidable, se observa un

comportamiento diferente en los sensores de polipolipirrol cuando se introducen

en catecol. En este caso se observan el par de picos redox que aparecen
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perfectamente  definidos correspondientes  a los procesos de
oxidacion/reduccion de la orto-dihidroquinona con la transferencia de dos
electrones con un potencial anddico de Ea=0.7 V y el catédico a Ec=0.5 V, como
se observa en la figura 55.Se observa que la intensidad en este caso es
claramente inferior ala que presenta el polipirrol sobre los electrodos de platino
y por ello son visibles los picos del catecol y no los del polipirrol. Comparando
estas intensidades con las de los electrodos con nanoparticulas depositados con
polipirrol, son ligeramente menores. Con lo que sigue observandose un mejor

comportamiento.

] LD Inox PPy
5 ]
1 |— Blanco
49 ——0,25 ml cat ‘
3_' —— 1 ml cat A
1 ——25mlcat /
24 |—— 12,5 ml cat
Jd -3
o ] —Catl0" M
04
-1
24
-34
T T T T T T T T T T
-200 0 200 400 600 800

A

Figura 55: Ensayo en catecol.

De modo analogo se realiza el calculo del limite de deteccion para el

electrodo de polipirrol depositados sobre acero inoxidable:

Inox dil

Reduccion Concentration (M)

0,000E+00 02£-04 04E-04 06E-04 08E-04 10=-04 122-04
0.00

Concentracién (M) Intensidad ( HA)
0.0E+00 -0.25

10E'05 '021 — -1.U0 y--17733x-0.2184
3 R? =0.995%

50E-05  -0.27 2

1.3E-04  -0.43

4.0E-04  -1.01 200

1.0E-03  -1.96

En este caso el limite de deteccion calculado esedB4E-05
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A continuacién se analiza el comportamiento de los electrodos de
polipirrol con nanoparticulas de oro depositados sobre acero inoxidable con
objeto de observar el efecto de las nanoparticulas, tanto las obtenidas por

atrapamiento como las obtenidas por cogeneracion.

Los datos obtenidos para el caso de los electrodos de polipirrol con
nanoparticulas obtenidas por cogeneracién sobre acero inoxidables se muestran
a continuacién. Como en el caso del polipirrol, los picos de oxidacién y reduccién
del catecol son claramente visibles, la intensidad crece ligeramente
especialmente para las concentraciones mds bajas e igualmente son ligeramente

mas reversibles con respecto a los electrodos de inoxidable con polipirrol.

501

454 LD Inox Generation

4,04 Blanco ;fw}
857 ——0,25 ml cat ’/ /
309 1 milcat / /
254 /
20 —2,5mlcat / p
15 — 12,5 ml cat| ) ’
104 E=—Ccat10°m g

o 054
004
0,54 —
1,04
1,5
204
254
3,04
354

T T T T T T T T

200 0 200 400 600 800

Figura 56: Ensayo en catecol de un electrodo inox generacion.

Inox G
Red UCCién Concentration (M)

0,000E+00 02E-04 O04E-04 OGE-04 0804 10E-04 12804
Concentraciéon (M) Intensidad ( pA) o0

0.0E+00 -0.42 0.50 v =-1520.8x- 0.4934
1.0E-05 -0.42 R’ - 09760
5.0E-05 -0.56 3 100
1.3E-04 -0.83 = 150
4.0E-04 -1.19
1.0E-03 -1.96 -0

-2 50

En este caso el limite de deteccion calculado es32E-05
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Se observa por tanto que el limite de deteccidn con nanoparticulas
también mejora en el caso de los electrodos de acero inoxidable, aunque el
efecto no es tan notable como en el caso del platino. A continuacidn se muestran
los resultados para los electrodos de acero inoxidable en los que se ha

electrodepositado polipirrol y nanoparticulas obtenidas por atrapamiento.

44 /V/

Intensidad (mA)

0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potencial (V)

Figura 57: Electrodo de inoxidable con nanoparticulas de oro ensayado en
diferentes concentraciones de catecol.

Se observa que los picos son ligeramente menos intensos que los
observados en las peliculas de polipirrol con nanoparticulas generadas por
cogeneracion mientras que son claramente mas reversibles. El calculo de limite

de deteccidn se presenta a continuacién.

OXIDACION
Concentracion (moles/L) Intensidad del pico (HA)
1,00E-03 4,311
5,00E-04 2,426
1,00E-04 1,341
5,00E-05 0,8109
1,00E-05 0,726

Con estos datos se construye la siguiente grafica:
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5
45
4 ]
35
3 ]
25
5 ]
15
14
05
0 : : . : :
0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03 1,20E-03

y=3533x+0,75
R2=0,990

Por otro lado, la desviacidon estandar sera:

Intensidad (pA)

0,4384 ciclol
0,4724 ciclo2
0,4748 ciclo3

0,020358127  Desviacion

Utilizando la formula nombrada anteriormente, se calcula para este caso
un limite de deteccién de 1,72 x 10™.

Del mismo modo para el pico de reduccién:

REDUCCION
Concentracion (moles/L) Intensidad del pico (1A)
1,00E-03 -3,318
5,00E-04 -2,07
1,00E-04 -1,238
5,00E-05 -0,7541
1,00E-05 -0,4727

Datos con los que se construye la siguiente grafica:

0,00E+00 2.00E-04 4,00E-04 &,00E-04 &,00E-04 1,00E-03 1,20E-03

0,5

y=-2687.x-0,678
Rz=0,672
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Y los datos con los que se calcula la desviacion tipica son:

Intensidad (pnA)

-0,3542 ciclol
-0,3918 ciclo2
-0,4055 ciclo3

0,026561689 Desviacion

En este caso el limite de deteccién calculado es de 2,96 x 107,

Por tanto, se observa que las nanoparticulas de oro coloidales también
mejoran los limites de deteccién. Y, al igual que ocurria en el caso de los
electrodos de platino, el método de insercion de las nanoparticulas no afecta a
los resultados y solo aparecen pequefios cambios en las intensidades y

posiciones de los picos.

Finalmente decir que la concentracidon usual de catecol en los mostos
obtenidos a partir de uvas esta en el rango de 10> mol L%, con lo que de acuerdo
con los limites de deteccidon obtenidos resultan adecuados para su uso en

mostos.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que el
sustrato, la técnica de electropolimerizacién y especialmente la insercién de
nanoparticulas en polipirrol juegan un papel critico en la deteccion de catecol,
siendo menores las diferencias entre los dos modos utilizados para insertar las
nanoparticulas de oro en la pelicula de polipirrol. La estructura mas densa y
homogénea de nanoparticulas obtenida por cronopotenciometria podria explicar
el importante efecto electrocatalitico que se observa, especialmente para
electrodos de platino. Decir también que el buffer es un electrolito adecuado
para llevar a cabo el analisis de antioxidantes, especialmente para electrodos de

acero inoxidable.
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4.2.3 DETECCION DE ACIDO CAFEICO

A continuacion se exponen los resultados obtenidos en la deteccidén de
acido cafeico, otro antioxidante de gran interés en la industria de la alimentacion,
con ello se pretende corroborar el comportamiento que los sensores de

polipirrol han mostrado en catecol.

La respuesta electroquimica de los sensores en acido cafeico disuelto en
cloruro potasico era claramente diferente en el primer ciclo, en el que se
observaban un pico anddico y otro catédico asignado a la oxidacidn/reduccion
del difenol o-quinona. En los sucesivos ciclos estos picos quedan enmascarados
con los tipicos picos de oxidacion/reduccion del polipirrol. En la figura 58 se
muestra un ejemplo del voltamograma registrado en el primer ciclo
correspondiente a la electrooxidacion del acido cafeico en el que se utilizaron
sensores obtenidos por cronopotenciometria y modificados con nanoparticulas
obtenidas por atrapamiento, en el que la intensidad de los picos es claramente
superior tanto en sustratos de platino como de inoxidable cuando se utilizan
nanoparticulas. El efecto de las nanoparticulas es mas visible en los electrodos de
platino ya que como hemos comentado, los electrodos de acero inoxidable no
tienen buen comportamiento electroquimico en presencia de cloruros. En este
caso el efecto electrocatalitico, como ocurria con el catecol, es también
claramente visible tanto en los electrodos modificados con nanoparticulas

obtenidas por generacidon como en los obtenidos por atrapamiento.

——inox py cp
0.00004 ——inox py 0.2 cp —PtPyCp
——inox py 1 ¢cp Pt Py Au 0.2 Cp|
—— PtPyAu1Cp

0.0000:

0.0000¢
0.00002

0.00001 0.00004f

0.00000

000001 0.00002

INTENSIDAD

-0.00002

INTENSIDAD

0.0000(
-0.00003

-0.00004 -0.00002|

00000% 77508 06 04 02 00 02 04 06 08 To0
POTENCIAL -0.00004

2 10 -08 06 04 -02 00 02 04 06 08 10
POTENCIAL

Figuras 58: Comparativa de ensayos en dcido cafeico.

100



Capitulo 4 Resultados y discusion

Con objeto de mejorar la capacidad de deteccidn de estos electrodos se
procedio a utilizar buffer fosfato como electrolito para disolver el acido cafeico, y
se restringio el intervalo de potenciales de la voltametria ciclica para evitar que
se produzca en la medida de lo posible la interferencia entre los picos de
polipirrol y del antioxidante. Se comprobd que el buffer fosfato es un electrolito
mas apropiado que el cloruro potdsico para la deteccion de acido cafeico tal y
como ya ocurria en el caso del catecol. Se observd que los picos anddicos y
catddicos asociados al antioxidante son mucho mas evidentes y se mantienen
durante un numero mayor de ciclos, también mejora la estabilidad de los
electrodos, especialmente en el caso de los sustratos de acero inoxidable. Como
también ocurria en catecol, la restriccion del rango de potenciales en la
voltametria ciclica tiene un efecto muy positivo en la respuesta de los electrodos

en la deteccién de acido cafeico en buffer para ambos sustratos.

Las figuras 58 muestran el comportamiento de estos electrodos con y sin
modificar mediante las dos técnicas de electrodeposicion, esto es,

cronopotenciometria y cronoamperiometria.

En el caso de los electrodos obtenidos por cronopotenciometria se
observa el efecto de las nanoparticulas sobre platino y sobre acero inoxidable. En
este caso se ha incluido también el comportamiento del electrodo de platino sin
polipirrol. Se puede observar que en el caso del electrodo con polipirrol es
claramente visible el pico de reduccién del cafeico, no asi el de oxidacidn que
estard desplazado a potenciales mas elevados. La adiccién de nanoparticulas
implica una mejora clara en el comportamiento del sensor, los picos de oxidaciéon
se observan de una manera mas precisa, mucho mas intensos y ademdas mucho
mas reversibles. Una vez mas, se consigue un muy buen comportamiento tanto
en las nanoparticulas obtenidas por atrapamiento (curva azul) como en las

obtenidas por generacién (curva rosa).
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Jep cafeico ciclol/Folder1/Graph3

0.000008

0.000006 ~

0.000004 ~

0.000002 ~

Intensidad

0.000000 ~

-0.000002

-0.000004

- - T -
-0.2 0.0 02 0.4 0.6 08
Potencial

Figura 59: Comparativa del efecto de las nanoparticulas en un electrodo
de platino.

En el caso de los electrodos de acero inoxidable, en la figura 60 se puede
observar un efecto parecido al comentado en el caso de los electrodos realizados
sobre platino. La figura 60 muestra una vez mas que la presencia de
nanoparticulas en la capa de polipirrol permite diferenciar los picos redox del
acido cafeico mientras que en el caso de la pelicula de polipirrol, el pico de
oxidacién del polipirrol en torno a 0.2V impide detectar el pico de oxidacién del
acido cafeico en los electrodos con pelicula de polipirrol sin nanoparticulas. En
este caso también se observa que la presencia de nanoparticulas por
atrapamiento (curva azul) y por generacion (curva rosa) permite obtener los
picos de oxidacién y reduccién del acido cafeico mucho mejor definidos y

ligeramente mas intensos.

0.000010 - — Inox
Inox Py Cp

Inox Py Au Cp
— Inox Py G Cp

0.000008 ~

0.0000086 ~

0.000004 ~

0.000002 4

0.000000 ~

Intensidad

-0.000002 ~

-0.000004 ~

-0.000006 ~

-0.000008 . — — — —
02 0.0 0.2 0.4 0.6 08

Potencial

Figura 60: Efecto de las nanoparticulas en un electrodo de inoxidable.
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En el caso de los electrodos obtenidos por cronoamperiometria el efecto
de las nanoparticulas es mucho menos evidente, apenas hay diferencias entre las
respuestas obtenidas por los electrodos con y sin modificar. En la figura 61 se
muestra el comportamiento de los electrodos de platino con la capa de polipirrol
(negro) en los que se observan los picos redox del acido cafeico claramente
definidos y un similar comportamiento de los electrodos de polipirrol (rojo) en
los electrodos con nanoparticulas por atrapamiento. No se observa efecto
electrocatalitico en los electrodos con composites obtenidos por generacion, sin
embargo cuando se aumenta la concentracién de nanoparticulas en relacion 1:3
(pirrol:cloroaurico) se observa un claro efecto electrocatalico, con un aumento

muy notable de las intensidades de los picos, especialmente de oxidacion.

0.00003

—— Caf-pipyca Voltametria.cor
Caf-ptpycaAU Voltametria.cor
—— Caf-pipycaG Voltametria.cor

0.00002 -

0.00001 -

I (Amps/cm?)
°

-0.00001 -

-0.00002
025

o 0.25 0.50 0.75 1.00
E (Volts)

Figura 61. Comparativa del efecto de las nanoparticulas sobre un electrodo de

platino depositadas por cronoamperiometria.

El comportamiento de los electrodos de inoxidable es muy similar, en
este caso también se observa que el aumento de la concentracion de acido
cloroadrico tiene un efecto muy positivo en el caso de las nanoparticulas

obtenidas por cogeneracion.

0.00003

—— Caf-inoxpyca Voltametria.cor
—— Caf-inoxpycaAU Voltametria.cor
—— Caf-inoxpycaG Voltametria.cor

0.00002 -

0.00001 -

°

I (Amps/cm?)

000001

-0.00002 L L
0.25 0 025 050 075 100

E (Volts)

Figura 62. Comparativa del efecto de las nanoparticulas sobre un electrodo de

acero inoxidable depositadas por cronoamperiometria.
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De acuerdo con estos resultados podemos concluir que la técnica de
electropolimerizacién juega un papel decisivo en el comportamiento del sensor.
La mayor densidad y la distribucion mas homogénea de nanoparticulas originada
por cronopotenciometria, observada por microscopia electrdnica, explican el
efecto electrocatalitico observado. Cuando se utiliza la cronoamperiometria
sobre acero inoxidable se necesita un incremento de la concentracién de

nanoparticulas para poder apreciar este efecto.

A continuacién se exponen los resultados de los célculos realizados para
determinar los limites de deteccién del acido cafeico para ambos sustratos,
platino y acero inoxidable, con peliculas de polipirrol sin modificar y modificadas
con nanoparticulas de oro, obtenidas por cogeneracion utilizando como técnica
de electrodeposicidn la cronopotenciometria que es la que ha dado mejores

resultados.

En el caso de los electrodos de polipirrol sobre platino se obtienen los

siguientes resultados:

ELECTRODO PT

POLIPIRROL: Pico Oxidacion

Concentracion Intensidad Desviacion
1.00E-03 4,997 0.9744 ciclol
5.00E-04 3.36 1.078 ciclo2
1.00E-04 2.478 1.151 ciclo3
5.00E-05 1.958 0.088740746
1.00E-05 1.402

6

5 /

4

/o/y = 3266.x + 1,754
3 / RZ= 0,960
2
>
1
0 ‘ ‘
0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03
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Con estos resultados el LOD del electrodo de platino con pelicula de

polipirrol para el acido cafeico en el pico de oxidacion es 8.15 E-05 M.

Pico Reduccion:

Concentracion  Intensidad Desviacion

1.00E-03 -3.046 -0.599

5.00E-04 -2.06 -0.612

1.00E-04 -1.465 -0.624

5.00E-05 -1.051 0.012503333

1.00E-05 -0.7596

0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03

0

-0,5

y =-2108,x - 0,976

.
-1 1 R2=0,958

15 ‘e\

-2 \

25 \

-3 \

~

-3,5

Con estos resultados el LOD del electrodo de platino con pelicula de polipirrol

para el acido cafeico en el pico de reduccién es 1.78 E-05.

En el caso de los electrodos de polipirrol modificado con nanoparticulas

obtenidas por cogeneracion sobre platino se obtienen los siguientes resultados:

Electrodo Pt

Polipirrol Pico oxidacion

Generacion Concentracidon Intensidad Desviacion
1.00E-03 4.888 0.9063 ciclol
5.00E-04 3.036 0.8999 ciclo2
1.00E-04 1.964 0.9634 ciclo3
5.00E-05 1.391 0.034960978
1.00E-05 1.125
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6
5 y = 3605,x + 1,283
R? = 0,984 /
4
3 /
2 . /
1 I/
0 : ‘
0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03

Con estos resultados el LOD del electrodo de platino con pelicula de
polipirrol modificada con nanoparticulas de oro obtenida por generacién para el

acido cafeico en el pico de oxidacion es: 2.90E-05 M.

Pico Reduccion
Concentracion Intensidad Desviacion

1.00E-03 -2.527 -0.665

5.00E-04 -1.607 -0.644

1.00E-04 -0.93 -0.6534

5.00E-05 -0.587  0.010519189

1.00E-05 -0.44

0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03
O T
L y = -2017x - 0,548

-0,5 R2=0.980
-1 \\ |n¢ U,906U

-1,5 \

-2 \

25 \ R

4

-3

Con estos resultados el LOD del electrodo de platino con pelicula de
polipirrol modificada con nanoparticulas de oro obtenida por generacion para el

acido cafeico en el pico de reduccién es: 1.56E-05 M.
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En el caso de los electrodos de polipirrol sobre acero inoxidable se

obtienen los siguientes resultados:

Electrodo
Polipirrol

Inox

Pico Oxidacion

Concentracién
1.00E-03
5.00E-04
1.00E-04
5.00E-05
1.00E-05

Intensidad
4.891
3.535
2.695

2.04

1.412

Desviacion

0.926 ciclol
1.064 ciclo2
1.127 ciclo3

0.102805642

01

SO B N W »~ O O

o

/ y = 3100,x + 1,885
L R? = 0,029
.
0E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03

Con estos resultados el LOD del electrodo de acero inoxidable con

pelicula de polipirrol para el acido cafeico en el pico de oxidacién es 9.94765E-05.

Pico Reduccion

Concentracion Intensidad Desviacion
1.00E-03 -2.782 -0.665
5.00E-04 -2.026 -0.644
1.00E-04 -1.441 -0.601
5.00E-05 -1.039 0.032624122
1.00E-05 -0.788
0,00E+00 4 00E-04 3,00E-04 1,20E-03
u]

-0,5
* y=-1852x- 1,000
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Con estos resultados el LOD del electrodo de platino con pelicula de

polipirrol para el acido cafeico en el pico de reduccion es 5.28E-05.

En el caso de los electrodos de polipirrol modificado con nanoparticulas

obtenidas por cogeneracidén sobre acero inoxidable se obtienen los siguientes

resultados:

Electrodo Inox

Polipirrol Pico Oxidacion
Generacion Concentracién Intensidad Desviacion
1.00E-03 3.24 0.2587
5.00E-04 2.236 0.2845
1.00E-04 1.374 0.3087
5.00E-05 0.9918 0.025004266
1.00E-05 0.8449
3,5
3 —
2,5 /
2 )/, = 2346.% + 0,958

/

15 R2=0,981
’ L J
1 /
0,5
0 : :
0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03

ciclol
ciclo2
ciclo3

Con estos resultados el LOD del electrodo de acero inoxidable con

pelicula de polipirrol modificada con nanoparticulas de oro obtenida por

generacion para el dcido cafeico en el pico de oxidacién es: 3.19E-05 M.

Pico Reduccion

Concentracién
1.00E-03
5.00E-04
1.00E-04
5.00E-05
1.00E-05

Intensidad

-2.502

-2.02
-1.51
-1.22
-1.00

4
8
4
5
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0,00E+00 4,00E-04 8,00E-04 1,20E-03
0
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y=-1382x-1,192
Rz=0,931

-1

A ey
- \,
\\f

Con estos resultados el LOD del electrodo de acero inoxidable con
pelicula de polipirrol modificada con nanoparticulas de oro obtenida por

generacion para el acido cafeico en el pico de reduccion es: 2.27 E-05 M.

En la tabla adjunta se muestran los resultados:

Tabla 7: Limites de deteccion, sensibilidad y coeficientes de regresion calculados

en el pico anddico y catodico del cafeico.

Sensor E.(V)  LOD (molL?) R?
Ppy-Cp-Pt 0,64 8,15E-05 0,96
Ppy-Cp-Pt 0,54 1,78E-05 0,958
Ppy-Cp-Inox 0,65 9,94E-05 0,929
Ppy-Cp- Inox 0,5 5,28E-05 0,947
Ppy/AuNP-CP-Cp. Cogeneracion 0,65 2.91E-05 0,984
Ppy/AuNP-CP-Cpi-Cogeneracidn 0,48 1.56E-05 0,08
Ppy/AuNP-CP-C;,o. Cogeneracidn 0,45 3,19E-05 0,081
Ppy/AuNP-CP-C;,ox-Cogeneracion 0,25 2.27E-05 0,031

Como resumen de lo anterior podemos decir que todos los limites de
detecciéon son del mismo orden de magnitud y muy por debajo de las

concentraciones de dacido cafeico en mostos y vinos, con lo que todos ellos
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resultarian utiles para en la deteccion de este compuesto. Para todos los
electrodos fabricados mediante cronopotenciometria se observa que la adicion
de nanoparticulas por cogeneracion mejora el comportamiento del sensor
obteniéndose limites de deteccion mas bajos. Las diferencias entre los dos
sustratos son escasas pero en todos los casos se han encontrado limites de
deteccidon algo menores para los electrodos con sustrato de platino. Los limites

de deteccidn son del mismo orden de magnitud que los obtenidos para catecol.

4.3 BIOSENSORES DE PIRROL MODIFICADOS CON

NANOPARTICULAS DE ORO

Una vez que ha sido comprobada la utilidad de los sensores de polipirrol
sobre los dos sustratos en la deteccidn de antioxidantes como cafeico y catecol y
una vez que se ha comprobado el efecto electrocatalitico de las nanoparticulas
de oro se estudia el comportamiento de nuestros sensores, a los que ademas se
les coloca una enzima con objeto de hacerlos selectivos para la deteccion de
antioxidantes. Para ello se utiliza tirosinasa como enzima para la deteccién de
fenoles, y para la deteccidon de azucares se utiliza la glucosa oxidasa. Debemos
tener en cuenta que el contenido en polifenoles y en azucares es basico en la
caracterizacion de los mostos y vinos, que seran estudiados en el siguiente

aparatado del trabajo.

4.3.1 BIOSENSORES CON TYROSINASA

En el caso de los biosensores con tyrosinasa en la figura 63 podemos
apreciar a partir del estudio de voltametria ciclica en buffer fosfato y en una
disolucién de catecol 10 M, como el sensor es capaz de distinguir claramente el
catecol. Podemos observar un claro desplazamiento del pico de oxidacién del

polipirrol a potenciales mas altos y la aparicion de un nuevo pico de reduccidn,
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no presente en la voltametria ciclica en buffer, sobre 0.3V correspondiente a la
reduccion del catecol. En este caso se muestra el comportamiento de un sensor
obtenido por cronopotenciometria sobre sustrato de inoxidable y con
nanoparticulas de oro obtenidas por generacién. Este comportamiento es
igualmente visible para el resto de electrodos. Vemos que en este caso, a
diferencia de lo que ocurria con los sensores sin enzima, no es necesario reducir
el rango de potenciales para observar los picos redox del catecol y que ademas

las intensidades son mucho mas altas.

0.0025

—— 16MinoxCp1Buff_87L1xt
—— 16MinoxCp1BuffCat-3_872.txt

> (Amps/cm?)

S
Q
S
N
@

. .
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0
E (Volts)

Figura 63: Estudio de biosensores en catecol.

Con objeto de mejorar la respuesta de estos biosensores se reduce el
rango de potenciales en la voltametria ciclica en disolucidn de catecol en buffer.
En la figura 64 podemos observar claramente los picos de oxidacion y reduccién
del catecol, ahora sin la interferencia del polipirrol. Se observa un pico anédico a

0.65V y uno de reduccién a 0.35V.

0.00050

—— 27MTyrinoxGPycpcat10-3_1002.txt /,f;fi
—— 27MTyrinoxPyDepcat10-3_1003.txt /'

0.00025 [~

1 (Amps/cm?)
°

-0.00025 —

0 0.25 0.50 0.75 1.0C
E (Volts)

-0.00050
-0.25

Figura 64 Estudio de biosensores en catecol con rango de potencial restringido
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En la figura 65 se observa también el efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas obtenidas por generacion utilizando la cronopotenciometria
como técnica de electrodeposicion que también en este caso es la que da lugar a
mejores resultados. Hay un aumento de intensidad en los picos anddicos vy

catddicos y una ligera mejora en la reversibilidad.

Con objeto de observar su capacidad de reutilizacion, los biosensores se
volvieron a ciclar en buffer, la figura muestra la ausencia de picos del catecol
siendo solo visibles los picos del polipirrol. Apenas existen diferencias entre los
electrodos modificados y sin modificar en lo que respecta a su comportamiento

electroquimico en buffer.

0.00050

—— T7AInoxPydilBuff_1006.1xt
—— 7AInoxPyGBUff_1007.txt

0.00025 —

| (Amps/cm?)
|

-0.00025 L L L
-0.2!

E (Volts)

Figura 65. Biosensores en buffer después de ser usados en catecol

Posteriormente se ciclaron estos mismos sensores en una disolucién de
catecol 10°M para conocer su capacidad de reutilizacién. Los electrodos habian
sido almacenados en frio durante diez dias. En la figura 66 podemos observar
como son capaces de detectar claramente los picos de oxidacién y reduccidon del

catecol.
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0.00075

—— 7AInoxPydilCatBuff_1011.txt
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Figura 66. Biosensores recuperadados y ensayados de nuevo en catecol.

Se observa una ligera disminucion de la intensidad de corriente y un
desplazamiento de los picos a potenciales mds bajos. Ahora el pico de oxidacion
esta sobre 0.50V y el de reduccién sobre 0.15V. Se sigue observando un ligero
efecto electrocatalitico debido a las nanoparticulas de oro obtenidas por
generacion sobre el electrodo de acero inoxidable. EI comportamiento de los

biosensores sobre platino es muy parecido al comentado anteriormente.

4.3.2 BIOSENSORES CON GLUCOSA OXIDASA

Para la deteccidn de azlcares es necesario afadir al sensor de polipirrol,
con y sin nanoparticulas de oro, un enzima que en nuestro caso sera la glucosa
oxidasa con lo que trataremos de detectar glucosa en disolucién de buffer 20x

10>M.

Para comprender el comportamiento de estos biosensores debemos
tener en cuenta el esquema de la reaccién enzimatica y la deteccion

electroquimica mostrados en la figura 67.
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Glucosa
Glucons Acide Glucdnico
Glucosa oxldana Glutosa oxkliis

[reducida)

3) Glucosa oxidasa « 0, —p Glucosa oxidana + H,0,
i {reducida) ' it

4 H4 LE A ; H; 0
Electrodo LN

Figura 67: Reaccion enzimdtica de la Glucosa Oxidasa (GOx).

La enzima electrocataliza la reduccion del oxigeno disuelto lo que hace
gue aparezca un pico de reduccidn; 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 reduccién. Al aiadir glucosa en
la solucion aireada el pico de reduccion disminuye cuando aumenta la
concentracion de glucosa, al ocurrir las reacciones 1 y 2 de la figura 67. 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 superficie

del electrodo, consecuencia de la competencia entre los dos mecanismos.

Por tanto es esperable que un aumento en la concentracién de glucosa
genere una disminucion del pico de reduccién. En este caso se ha trabajado con
una concentracion de glucosa muy alta, esto hace que como podemos observar
en las figuras adjuntas apenas se aprecie el pico de reduccion. En los
voltamogramas observamos solo el pico de oxidacién y no el de reduccion del
oxigeno que practicamente no existe, debido a la gran cantidad de glucosa en

disolucion.
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Se realizaron biosensores sobre platino y sobre acero inoxidable, con
polipirrol y modificados con nanoparticulas de oro utilizando como técnicas la

cronopotenciometria y la cronoamperiometria.

En la figura 68 se muestra el voltamograma observado en los biosensores

de platino depositados por cronoamperiometria en glucosa 20x103Mm.

0.001

| (Amps/cm?)

)

=)

S

2
T

—— 16MPtPyCaGlu2- 10-2_868.1xt
—— 16MinoxPyCpPGIu2- 10-2_867.txt

-0.002 .
- 0 05 1.0

E (Volts)

Figura 68. Biosensores obtenidos por cronoamperiometria en disolucion de

glucosa

En el caso del biosensor de polipirrol se observan dos picos catddicos, un
pico de oxidacidn sobre -0.15V, que estd en el rango usual de la oxidacidn para la
glucosa, y otro a potenciales mucho mas elevados que debe corresponder al
polipirrol. En el caso del sensor modificado con nanoparticulas no se observa el
segundo pico de oxidacion, pero el existente a potenciales negativos es mucho
mas intenso, lo que podria corresponder con un efecto electrocatalitico de las
nanoparticulas de oro. La figura 69 muestra el comportamiento de los
biosensores de acero inoxidable en los que la pelicula de polipirrol se ha

depositado por cronoamperiometria.
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Figura 69. Biosensores obtenidos por cronoamperiometria en disolucion de

glucosa

En el voltamograma correspondiente a la pelicula de polipirrol se observa
como en el caso anterior, dos picos si bien con intensidades claramente menores
gue las mostradas en el electrodo de platino, especialmente en el segundo pico
de oxidacién, a potenciales mas elevados correspondientes a la oxidacién del
polipirrol. Sin embargo en este caso se observa que las nanoparticulas de oro no
tienen un efecto electrocatalico, sino que al contrario de lo que ocurria en los
biosensores sobre platino, las intensidades de corriente son menores cuando el
electrodo se modifica con nanoparticulas. Esto concuerda con el ya comentado
mal comportamiento electroquimico de los sensores modificados con
nanoparticulas que se han depositado sobre acero inoxidable por

cronoamperiometria.

En el caso de los biosensores depositados por cronopotenciometria se
observa un claro incremento de las densidades de corriente para ambos

sustratos, platino y acero inoxidable.

En la figura 70 observamos el comportamiento de los biosensores de
platino, debemos tener en cuenta que aunque el rango de medida no es mas
adecuado, si se observa un pico de oxidacion a potenciales negativos sobre -0.1V
gue suele ser el potencial tipico de oxidacidn, no se observa el pico de reduccion

probablemente por la alta concentracion de glucosa en la solucién sdlida que

116



Capitulo 4

Resultados y discusion

consume la mayor parte del oxigeno presente en la disolucién. En los electrodos

con nanoparticulas el pico aparece desplazado a potenciales mayores pero es

mucho mas intenso.
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Figura 70. Biosensores obtenidos por cronopotenciometria sobre platino en

disolucion de glucosa

En el caso de los biosensores de acero inoxidable el comportamiento es

similar como se observa en la figura 71.
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Figura 71 Biosensores obtenidos por cronopotenciometria sobre acero inoxidable

en disolucion de glucosa

Se observa un pico de oxidacién sobre -0.20 V en el primer ciclo, que se

desplaza ligeramente a potenciales mas positivos al ciclar. Tampoco se observa el

pico de reduccién. En este caso las nanoparticulas también originan un
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incremento de intensidad aunque no tan notable como en los biosensores de
platino, si bien en este caso el potencial apenas se modifica respecto a los
electrodos sin modificar, sobre -0.1V. Comparando con los biosensores de
platino, los electrodos de inoxidable tienen menores intensidades de corriente
aungue los potenciales se sitlan en el mismo rango de potencial. Por tanto para
su uso en el analisis de mostos se fabricaran electrodos de platino y de acero
inoxidable con y sin modificar depositados por cronopotenciometria para crear la

red.

4.4. RED DE SENSORES

Este apartado es de los mds importantes del trabajo, ya que aqui se
evalla la respuesta de la red de sensores y biosensores desarrollada a lo largo
del trabajo ante varios tipos de mostos con distintas caracteristicas, y por ello,
con composicion quimica diferente. Previsiblemente las diferencias en las
caracteristicas de las diferentes variedades permitirdn que la sefal
electroquimica obtenida en los sensores varie en funcion del distinto contenido
de azucares y polifenoles de cada mosto. Asi que mediante los diferentes
ensayos en mostos y su posterior andlisis estadistico se comprobard si los

sensores son capaces de diferenciar las distintas variedades de mostos.

Para llevar a cabo este estudio se han seleccionado tenido en cuenta los
resultados de anadlisis de polifenoles de los apartados previos sensores de
polipirrol depositados sobre sustratos de platino y de acero inoxidable utilizando
como técnica la cronopotenciometria, también se han seleccionado sensores
modificados por nanoparticulas de oro obtenidos por cogeneracién mediante

cronopotenciometria.

Una vez realizado el estudio de las distintas variables que afectan a la
fabricacidn del electrodo y comprobada su estabilidad y capacidad de detectar
antioxidantes y azlcares, se realizaron voltametria ciclicas a cada una de las

muestras de mostos bajo estudio. Dada la baja conductividad del mosto, los
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resultados obtenidos mostraban una intensidad de corriente que no era lo
suficientemente alta como para diferenciar los datos con el analisis estadistico, y
siendo dificil establecer si los pequefios picos presentados se deben a los
procesos redox del polimero o de la muestra de mosto estudiada. Esta pobre
resolucién puede ser atribuida a la obstruccién del intercambio idnico en la
interfase sensor/mosto, debida a la alta concentracion de componentes quimicos
de gran tamafio presentes en el mosto (dcidos organicos, esteres, compuestos
polifendlicos...) que pueden dificultar el movimiento de los iones que son origen
de las sefiales voltamétricas de los sensores. En la figura 72 se muestra uno de
los voltamogramas obtenidos en los mostos sin diluir, en este caso se trata de la

variedad Prieto Picudo.
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Figura 72: Comparativa de la sefial recibida con un sensor PlatinoGeneracion en
un mosto de la variedad Prieto Picudo, sin diluir con un electrolito (izquierda) y

diluido al 50% con KCl 0,3 M (derecha).

Por ello cada muestra de mosto se diluyé al 50% con una disolucién de
cloruro de potasio 0,3M, afiadiendo un electrolito que facilita la difusion de iones
en la matriz polimérica. Las medidas tenian como condiciones un barrido de 5
ciclos, a una velocidad de 0,1 V/s, dentro de un rango de potencial comprendido
entre -1V y 0,8 V. Las medidas se realizaron con los sensores Platino-pirrol, Inox-
pirrol, PlatinoGeneracidon, InoxGeneracién, y con biosensores, es decir, con la

base de sensores anteriores modificados con distintas enzimas, haciendo un total
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de 12 electrodos diferentes. Como se ha comentado en el apartado del
procedimiento experimental, las seis variedades de mostos estudiadas son:
Garnacha, Cabernet, Mencia regadio, Mencia secano, Juan Garcia y Prieto

Picudo.

En los distintos ensayos no se pueden distinguir procesos redox
individuales que puedan ser atribuidos a los distintos componentes del mosto, si
no que los procesos redox observados en los voltamogramas son debidos a
transformaciones redox propias del sensor que se ven afectados por los
diferentes componentes del mosto. Se observa como se detalla a continuacion
que las respuestas de cada uno de los sensores son ligeramente diferentes y que
también son caracteristicas de cada una de las variedades de mosto en estudio,

tanto en el caso de sensores sin enzimas como en el caso de biosensores.

4.4.1, DETECCION DE MOSTOS CON SENSORES SIN ENZIMAS:

Los mostos son bebidas con una composicién quimica compleja (diferente
pH, concentraciéon de azucares, fenoles, iones, etc.) y a esto hay que afadir la
interaccion con la electroquimica con los distintos tipos de electrodo. Como
consecuencia de ello, se obtendrédn respuestas voltamétricas variadas, que se
comentaran en este apartado. Hay que recordar que el objetivo de la red de
sensores es recopilar la informacidn necesaria para la discriminacion y

clasificacion de los mostos estudiados.

Para ilustrar la respuesta de los sensores se presentaran las graficas,

respuestas obtenidas en los ensayos de los diferentes mostos.

Por un lado los sensores responden de manera distinta ante el mismo
tipo de mosto, siendo un punto favorable para utilizar una red de sensores, en
vez de utilizarlos de manera individual para hacer estas mediciones. La variedad
de respuesta de los sensores evidencia la alta selectividad cruzada de la red. En

la figura 73 se ver claramente las diferentes sefiales que nos aportan cada uno
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de los sensores para el tipo de uva Prieto Picudo, donde se pueden observar los
picos del barrido anddico correspondientes al modelo polardn/bipolarén de la

oxidacion del polipirrol.
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Figura 73: Respuesta voltameétrica de los diferentes sensores en un mosto del tipo

Prieto Picudo diluido al 50% con KCI 0,3M.

Con todos los sensores es posible detectar la primera oxidacién en un
potencial en torno a -0,15 V, si bien se puede observar que los electrodos de
sustrato de platino comienzan dicha oxidacion en un potencial algo menor, en
torno a-0,2 V, y en los de acero inoxidable la oxidacién ocurre en un potencial de
0,1 V. Esto puede ser debido al efecto catalitico del platino. Esta no es la Unica
diferencia entre los electrodos de diferente sustrato, ya que la respuesta de los
electrodos de platino tiene unos picos de intensidad un tanto mayores. Como se
puede observar, el electrodo de platino polipirrol es el que presenta una mayor
intensidad en la oxidacidon del polarén, aunque la oxidacion del bipolardon es
menos distinguible que en el resto de electrodos. Dicha oxidacidén del bipolardn

ocurre para un mismo potencial para los distintos electrodos, en tornoa 0. 45 V.

121



Capitulo 4 Resultados y discusion

Respecto a los electrodos modificados con nanoparticulas, si bien no
presentan un incremento de intensidad general respecto a los electrodos de
polipirrol, como se ha observado en su respuesta ante los diferentes analitos, si
se puede observar que diferencian mejor los dos procesos de oxidacion,

delimitando mucho mejor el pico anddico de potenciales mas elevados.

Es destacable que los datos mas interesantes estan en el barrido de
oxidacién, ya que aunque se puede intuir un inicio de procesos de reduccién, no
son lo suficientemente diferenciables como para realizar el analisis estadistico
sobre ellos. Por ello sera el barrido anddico el que utilizaremos en el estudio

estadistico.

Teniendo en cuenta otra variedad de uva, como por ejemplo Mencia
Regadio, figura 74, se observan diferencias entre los voltamogramas de unos
sensores y otros en cuanto a las posiciones de los picos y las intensidades de
corriente de los mismos (como en el resto de variedades los picos mas intensos
corresponden a los electrodos con sustrato de platino). Lo cual justifica que
utilizando todos ellos en conjunto, se obtendra mayor informacion de la muestra

objeto de estudio.
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Figura 74: Respuesta voltamétrica de los diferentes sensores en un mosto del tipo

Mencia Regadio diluido al 50% con KCI 0,3M.
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Se puede apreciar que en este caso la oxidacion del polipirrol (en torno a
-0,15 V) es detectada por los sensores de platino con y sin modificar de una
forma mucho mas notable que por los sensores de acero inoxidable. En estos
ultimos la oxidacién ocurre de forma a potenciales mayores, y con unos picos de
intensidad menores. Se observa que también para el resto de variedades se
aprecian diferencias entre los distintos sensores en cuanto a posicion e
intensidad de los picos de oxidaciéon fundamentalmente lo que justifica en

principio su utilizacion para la fabricacion de la red de sensores.

Con objeto de observar la capacidad de distincion de los sensores de
polipirrol con y sin modificar de las distintas variedades utilizadas en el trabajo
nos proponemos a continuacion realizar un estudio comparativo de la respuesta

obtenida en el mismo sensor para las seis variedades en estudio.

Para ello en la figura 75 superponemos las respuestas de todos los
mostos ante un mismo sensor comprobando si la sefal varia en funcién de la
cantidad de azucares y antioxidantes que tienen las muestras. En este caso se
trata de la respuesta del sensor de polipirrol modificado con nanoparticulas por

generacion utilizando cronopotenciometria sobre sustrato de platino.

Prieto Picudo
—— Mencia Secano
Juan Garcia
Cabernet

1,0x10° - \\ — Garngcha i
\ — Mencia Regadio|
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T T T T T T T
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Figura 75: Respuesta voltamétrica de los diferentes mostos utilizando un

electrodo Platino-Generacion.
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Se observa que todos los sensores dan un pico de oxidacién en torno a -
0,15 V referente a la oxidacion del polipirrol. Es destacable la aparicion de un
pico de reduccidon de mayor intensidad en las variedades Cabernet y Mencia
Regadio, en torno a -0,9 V. La principal diferencia entre el resto de los mostos es
la intensidad de los picos redox. Es de notar el caso de la variedad Juan Garcia,

con una intensidad mucho menor que el resto.

Respecto al resto de sensores, como se aprecia en la figura 76, todos son
capaces de detectar la oxidacion del polipirrol, aunque particularmente los
electrodos de acero inoxidable tienen cierta dificultad en la deteccién del
bipolarén, ya sea porque muestran menor intensidad o porque el pico resulta
menos distinguible. Los electrodos de platino, ademads de mostrar una diferencia
mas clara entre los picos del polardn y bipolarén, muestran un proceso de
reduccion en torno a -0,9 V que no es visible en el caso de los sensores con

sustrato de acero inoxidable.
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Figura 76: Respuestas voltamétricas de los diferentes mostos utilizando un
electrodo Platino-pirrol (arriba izquierda), un electrodo de Inox-pirrol (arriba

derecha) y un electrodo de InoxGeneracion (abajo).
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De acuerdo con lo anterior parece que los sensores sin enzima dan
respuestas voltamétricas ligeramente diferentes en las distintas variedades de

mostos y por tanto se utilizaran estas para el estudio estadistico.

4.4.2 DETECCION DE MOSTOS CON BIOSENSORES MODIFICADOS CON

TIROSINASA

En este apartado se muestran las respuestas obtenidas al analizar los
mostos con los biosensores, es decir, con los sensores tratados anteriormente
pero modificados mediante la adicion de la enzima tirosinasa que como ya se ha

comentado los hace selectivos para la deteccion de polifenoles.

A modo de ejemplo se muestran en la figura 77 las curvas
voltamperométricas de los distintos sensores midiendo un mosto de la variedad
Juan Garcia. Cada sensor mostré una respuesta particular cuando fue ensayado
en cada mosto. En este caso es destacable el rango de intensidad que muestran
los electrodos de platino, siendo superior a los de acero inoxidable. También hay
diferencias claras en cuanto a las posiciones de los procesos redox observados en
el mosto. Esto no implica un mal funcionamiento de los sensores de acero
inoxidable, al contrario, también son capaces de distinguir los procesos redox, y
la diferente sefial recibida por distintos sensores hace que sea mas conveniente

usar una red que usar cada sensor de forma individual.
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Figura 77: Respuesta voltamétrica de los diferentes sensores en un mosto del tipo

Juan Garcia diluido al 50% con KCI 0,3M.
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Por otra parte los electrodos modificados con nanoparticulas muestran la
oxidacién del polarén de un modo mas evidente, en general la sefial mostrada
con los electrodos con tirosinasa no muestra la oxidacion del bipolarén
observada en los sensores sin enzima y por tanto su respuesta voltametrica es
diferente lo que nos puede ayudar a crear una mejor red de sensores basados en

polipolipirrol.

A continuacién mostramos a titulo comparativo se muestran en la figura
78 las respuestas obtenidas en los distintos biosensores en las seis variedades de

mostos distintas como ya se hizo en el caso de los sensores sin enzima.

0.005

0.0025

S 1 (Amps/cm?)

S
3
]
@

19MPIPC_1244.tx¢
—— 19MPIPG_1247.txt

_0_00751 . I . . I . 0010

0.001

0.002

3
3
2

o

| (Amps/cm?)
| (Amps/cm?) o

—— TYINOXPJ
—— TYINPMR2
—— TYINOXPP
—— 19MinoxPC_1245.6¢

o
IS
8
2

—— TYINOXGJ
—— TYINGMR2
-0.001

TYRINOXGC

E (Volts) E (Volts)

Figura 78: Respuestas voltamétricas de los diferentes mostos utilizando un
electrodo Platino-pirrol (arriba izquierda), un electrodo de PlatinoGeneracion
(arriba derecha), un electrodo de Inox-pirrol (abajo izquierda) y un electrodo de

InoxGeneracion (abajo derechal).
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A la vista de las figuras anteriores observamos como cada sensor tiene
una respuesta caracteristica y ademas que las muestras que dan sefales mas
intensas corresponden a las mismas variedades para todos los electrodos. El
objetivo de medir los mostos con biosensores de tirosinasa estaba centrado en
aumentar su especificidad de modo que pudiesen detectar antioxidantes de un
modo mas eficiente. Los resultados fueron buenos ya que no solo dieron
diferentes sefiales comparados con los electrodos sin enzimas, sino que ademas,
como se comentara en el apartado de analisis estadistico, son electrodos capaces

de distinguir las distintas variedades de mostos.

4.4.3 DETECCION DE MOSTOS CON BIOSENSORES MODIFICADOS CON GLUCOSA

OXIDASA

El uso de biosensores modificados con glucosa oxidasa se centra en la
discriminacion de las distintas variedades de mostos mediante la deteccién de
distintas concentraciones de azucares. Se pretende por tanto completar nuestra
red con sensores selectivos para polifenoles, modificados con tirosinasa y
selectivos para azucares, modificados con glucosa oxidasa, teniendo en cuenta
que las caracteristicas y propiedades de los mostos dependen

fundamentalmente de la acidez y de su contenido en estos dos componentes.

También en el caso de los biosensores modificados con glucosa oxidasa se
consiguié obtener una respuesta caracteristica al introducir los sensores en las
diferentes variedades de motos. Como ejemplo se muestran los resultados
obtenidos para el mosto de la variedad Prieto Picudo en la figura 79. Es
destacable un aumento de intensidad en el pico de oxidacién. Mientras que en
los electrodos de tirosinasa en dicho pico se alcanzaba una intensidad en torno a
3 mA, en los electrodos de GOx se alcanza en muchos casos una intensidad de 5
mA, superandola en algunos casos. Ademas, dicho pico se sitda en un potencial

mas positivo, en el caso de la figura 79 lo podemos ver en torno a 0,4 V. Por
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tanto las intensidades y las posiciones de los picos son diferentes en funcién de si

se utiliza o no enzima y del tipo de enzima utilizado.
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Figura 79: Respuesta voltamétrica de los diferentes sensores en un mosto del tipo

Prieto Picudo diluido al 50% con KCl 0,3M.

Hay que recordar que aunque la respuesta de los biosensores no muestra
los picos de los azlcares, si no los del polipirrol, cada mosto modifica la forma,
posicion e intensidad de las curvas de una forma particular, constituyéndose asi
una huella dactilar de la muestra. Asi, cada sensor muestra una respuesta redox
particular cuando es ciclado en cada mosto, lo que da lugar a una gran
selectividad cruzada que permite obtener un mayor grado de clasificacidn

mediante los andlisis estadisticos.
Como en los casos anteriores a continuacion en la figura 80 se muestran

las respuestas de los cuatro tipos de biosensores modificados con GOx para las

seis variedades de mostos utilizadas en el trabajo.
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Figura 80: Respuestas voltamétricas de los diferentes mostos utilizando un
electrodo PlatinoPolipirrol (arriba izquierda), un electrodo de PlatinoGeneracion
(arriba derecha), un electrodo de InoxPolipirrol (abajo izquierda) y un electrodo

de InoxGeneracion (abajo derecha).

Se puede observar que en este caso los electrodos de acero inoxidable
alcanzan una intensidad de sefal similar a los electrodos de platino. Una vez mas
los picos mas relevantes aparecen como en el resto de sensores en el barrido
anddico; en el caso de las respuestas voltamétricas registradas en los distintos
biosensores no se han podido observar picos de reduccidon con datos relevantes
para el andlisis estadistico. Esto no es problema porque como se ha comentado

anteriormente, solo se tendrd en cuenta la curva anddica en el analisis de datos.
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4.4.4 TRATAMIENTO DE DATOS

Como se ha mencionado en el anterior apartado, los distintos sensores y
biosensores presentan respuestas electroquimicas particulares frente a cada
mosto. Esto es debido a las interacciones que tienen lugar entre los diferentes
sensores y los multiples compuestos de las muestras estudiadas. Estas
diferencias en los datos obtenidos pueden ser evidenciadas principalmente por
cambios en la posicion de los picos y en variaciones en sus intensidades relativas.
De este modo, los datos recogidos por las sefiales electroquimicas de la red de
sensores y biosensores pueden ser utilizados para diferenciar y clasificar los

mostos estudiando solo los datos mas caracteristicos.

La capacidad distintiva de esta red de sensores ha sido analizada y
visualizada mediante métodos matematicos, concretamente el analisis de
factores paralelos o PARAFAC. Se trata de un método normalmente utilizado
para el procesamiento de conjuntos de datos multivariantes (que miden varias
variables para cada muestra) obtenidos a partir de las diferentes medidas
experimentales. Es una técnica estadisticas cuyo objetivo es conseguir unas
componentes principales que recojan la mayor parte de la variacidon que hay en
el conjunto de datos. De esta forma si hay una correlacion entre las variables, el
numero de componentes principales serd menor, reduciendo la cantidad de

datos a manejar.

Se han utilizado las sefales de la voltametria ciclica como fuente de datos
para los tratamientos estadisticos. A la parte del barrido anddico de dichas
senales se le aplicd el método kernel, dividiendo la curva en 10 partes. Los 10
valores obtenidos en cada voltamograma se escalan entre los valores maximos y
minimos para descartar el efecto del rango de corriente (a esto se le Ilama
normalizado) para construir la matriz que se utilizdé con las técnicas de

reconocimiento de patrones. Se estandariza la variable a media cero y varianza
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unidad, de lo contrario, si una variable tuviera una varianza mucho mas grande,
esta variable controlaria la primera componente principal. La estandarizacién lo

evita haciendo que todas las variables tengan el mismo peso.

Tratando los datos con el programa Matlab y aplicando el PARAFAC a la

matriz de datos, se tienen los resultados para los sensores.

Comenzamos mostrando los resultados para la red de sensores en los que
no se ha afiadido ninguna enzima. La figura 81 ilustra el grafico de los resultados
obtenidos del PARAFAC (componente principal PC1 frente a PC2 y frente a PC3).
Como se puede observar, los mostos estudiados, representados por distintos
numeros, aparecen agrupados en un gran cluster. Esto indica que los sensores
sin enzimas no tienen una capacidad de discriminar lo suficientemente alta como

para diferenciar de forma notable los distintos mostos.

PC3
L

Figura 81: PARAFAC en 3D obtenido a partir de los registros realizados con
la red de sensores (Platino polipirrol, Platino generacion, Inox polipirrol, Inox
generacion) donde: 1-Cabernet, 2-Garnacha, 3-Juan Garcia, 4-Mencia Regadio, 5-

Mencia Secano, 6-Prieto Picudo.
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Dado que con esta red de sensores no se ha obtenido el resultado
deseado, se ha estudiado como afecta el diferente tipo de sustrato y la adicion
de nanoparticulas de oro en los sensores, para determinar qué tipo de sensor

puede tener un mejor funcionamiento.

A continuacién se presentan los resultados de la red de sensores,
separados segun el tipo de sustrato. La figura 82.a muestra los resultados en

sensores de sustrato de platino, y la figura 82.b en sustrato de acero inoxidable.
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A primera vista parece que los resultados se presentan de una forma mas
dispersa, pero teniendo en cuenta la escala en la que se muestra, estdn
agrupados de una forma similar a la inicial. Este no es el problema, lo que hace
gue los resultados no sean buenos es que un mismo mosto aparece de forma
dispersa, y los diferentes mostos mezclados entre si, por lo que ni con el sustrato
de platino ni con el de acero inoxidable es posible diferenciarlos. Si bien en el
platino el mosto de la variedad 1 (Cabernet) aparece de forma agrupada, el resto
de mostos, aunque presenten cierta agrupacion, tienen alguna componente que
esta demasiado alejada del resto, pudiendo ser confundida con una componente

de otra variedad distinta de mosto.

En los sensores de sustrato de inoxidable se puede observar cierta
agrupacion en la variedad de mosto 6 (Prieto Picudo), aunque es una agrupacion

un tanto pobre porque una de las componentes aparece muy disgregada.

Por este motivo se puede decir que los distintos sustratos no presentan
diferencias significativas en la capacidad de discriminar las variedades de mostos.
A continuacion se estudiarda como afectan las nanoparticulas a esta red de
sensores. La figura 83.a muestra los resultados obtenidos con los electrodos de

platino e inoxidable sin nanoparticulas, y la figura 83.b con nanoparticulas.
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PC3

Figura 83.b

Del mismo modo que para sensores de diferente sustrato, la presencia de
nanoparticulas de oro en sensores sin enzimas no parece influir en la capacidad
de discriminar los distintos mostos. Cémo en el caso anterior, los sensores con
nanoparticulas muestran cierta agrupacion de la variedad de mosto 1, pero el
resto de variedades estan demasiado dispersas, de modos que los resultados no

cumplen los objetivos que tenia la red de sensores.

Dado que los sensores sin enzimas no han sido capaces de obtener los
resultados esperados, se estudiaran los datos obtenidos mediante los
biosensores. Hay que tener en cuenta que estos biosensores tienen la misma
base que los electrodos del anterior apartado, y sobre ellos se ha hecho una
adicién de enzimas, en un caso con la enzima tirosinasa y en otro caso la enzima
glucosa oxidasa. De esta forma aumenta la especificidad del sensor, haciendo
que los sensores se centren en detectar componentes importantes del mosto,
gue pueden tener distintas concentraciones segun la variedad del mosto. Asi, la
red de biosensores puede tener una mayor capacidad de discriminar entre las

distintas variedades. A continuacidn se presentan los resultados. Figura 84.
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Figura 84: PARAFAC en 3D obtenido a partir de los registros realizados con
la red de biosensores (Tirosinasa y Glucosa oxidasa) donde: 1-Cabernet, 2-

Garnacha, 3-Juan Garcia, 4-Mencia Regadio, 5-Mencia Secano, 6-Prieto Picudo.

En este caso se puede observar que los datos correspondientes a cada
variedad de mosto estan agrupados. Se aprecia que los sensores discriminan los
6 tipos de mostos. Se puede apreciar que las variedades 5 y 1 estdn algo
dispersas, pero no se confunden con ninguna otra variedad. En cambio, la
reproducibilidad de los sensores para discriminar mostos del tipo 2 y 6 es la
mejor obtenida. Se puede decir que, en general, esta red de biosensores

presenta unos buenos resultados.

Como se ha hecho anteriormente para los sensores sin enzimas, se ha
estudiado el comportamiento de los diferentes tipos de sustrato y la adicidon de
nanoparticulas, para ver el aporte que ha hecho cada tipo de sensor al

funcionamiento de la red.
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A continuacién se presentan los resultados de la red de sensores,
separados segun el tipo de sustrato. La figura 85.a muestra los resultados en

sensores de sustrato de platino, y la figura 85.b en sustrato de acero inoxidable.
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En ambos casos la reproducibilidad de los sensores para discriminar
mostos del tipo 6 es muy alta, estando todas las respuestas de esta variedad muy
agrupadas. Asi mismo el resto de variedades se encuentran agrupadas entre si,
pero, en el caso del electrodo con sustrato de platino, se puede observar que
tiene problemas para diferenciar las variedades 1, 3 y 5, y el electrodo con
sustrato de inoxidable no diferencia entre las variedades 3 y 4. Por este motivo
se puede decir que ningun sustrato es mejor que otro, si no que se
complementan, y su uso simultdneo en la misma red hace posible la

diferenciacidn entre los distintos tipos de mostos. En cualquier caso la adicion de
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enzimas ha supuesto un aumento en la selectividad y eficacia de los sensores con

ambos tipos de sustrato.

A continuacion se estudiara cémo afectan las nanoparticulas a esta red de
sensores. La figura 86.a muestra los resultados obtenidos con los electrodos de

platino e inoxidable sin nanoparticulas, y la figura 86.b con nanoparticulas.
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Se puede observar que los electrodos sin nanoparticulas de oro son
capaces de agrupar los distintos datos registrados para cada mosto. Sin embargo,
estos grupos de mostos estan muy préximos entre si, especialmente las

variedades 6 y 2 y la 3 y 4. La separacion entre estos grupos la llevan a cabo los
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electrodos con nanoparticulas, aunque en estos los grupos que estan proximos
son los del tipo 1, 3, y 5. De modo que no se puede decir que un electrodo sea
mejor que otro, si no que el uso de ambos se complementa, siendo capaces de

obtener unos buenos resultados cuando se los usa juntos en la misma red.
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CONCLUSIONES

El objetivo general de este proyecto fue desarrollar una red de sensores
capaz de discriminar entre distintas variedades de mosto. Dicha red esta
formada por sensores y biosensores con diferente sustrato, modificados con
nanoparticulas de oro. Las conclusiones a las que se ha llegado con este estudio

de investigacion han sido:

> Es factible el uso del acero inoxidable como sustrato para los
sensores poliméricos, complementando el uso de los sensores con sustrato de
platino para la fabricacion de sensores con polipirrol.

> Aunque la cronoamperiometria es una técnica viable para la
deposicidon de peliculas de polipirrol, los mejores resultados obtenidos mediante
cronopotenciometria hacen que ésta sea la técnica adecuada para la fabricacion
de sensores especialmente para aceros inoxidables.

> Las sales de sodio estudiadas tienen un mejor efecto dopante
sobre la pelicula de polipirrol, por ello se descarté el uso de acido sulfdrico como
dopante.

> La modificacion de los sensores con nanoparticulas de oro les
proporciond un efecto electrocatalitico, siendo positiva la inclusion de dichas
nanoparticulas en la matriz de polipirrol. Ambos métodos cogeneracion y
atrapamiento resultaron ser altamente satisfactorios.

> Se ha verificado la sensibilidad de los sensores y biosensores de
polipirrol a antioxidantes tipo cafeico y catecol. Los sensores fueron capaces de
detectar distintas concentraciones de polifenoles, con unos limites de deteccion
suficientes para su ensayo en mostos. La modificacidn con nanoparticulas de oro

da lugar a mejores limites de deteccion.
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> Cada diferente tipo de electrodo (inox/platino, con/sin
nanoparticulas, biosensores) proporciona una respuesta diferente ante los
mostos, proporcionando a la red una alta selectividad cruzada.

> La adicion de enzimas a la base de sensores es de gran
importancia, pues proporciona una alta especificidad sobre los compuestos que
se quieren estudiar -antioxidantes y azlcares-, componentes principales de los
mostos.

> La red de biosensores es capaz de distinguir entre las distintas
variedades de mostos, siendo necesario el uso de diferentes tipos de sensores,
con sustrato de platino y de inoxidable, sin modificar y modificados con
nanoparticulas, en la misma red, ya que se complementan las distintas senales
obtenidas y nos permiten una mayor discriminacién. Se ha logrado obtener una
red con una importante selectividad cruzada que permite obtener un éptimo

grado de clasificacién.
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