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Resumen/Abstract

Titanium dioxide nanoparticles TiO2 NPs have attracted much attention as catalyst
support because of their large specific surface area, favorable surface chemistry,
good biocompatibility, and electrocatalytic activity [2]. In this work carbon paste
electrodes (CPE) modified with TiO2 NPs have been developed and used to analyze
those components usually needed to establish the quality of grapes.

For this purpose, after optimization of the preparation method (proportion of TiO2,
drying conditions, activation, etc), the electrochemical response toward organic
acids (Malic, Vanillic and Tartaric) and antioxidants (Gallic acid and Catechol) was
evaluated... It was demonstrated that the modified electrode produced higher peak
currents than those achieved at carbon electrode alone, improving the detection
limits.

Biosensors consist of carbon paste modified with TiO2 nanoparticles combined with
Glucose Oxidase was used to determine glucose. Similarly, the TiO2 electrodes were
used to immobilize Tyrosinase to detect phenolic and Lacase to detect Pyrogalol.

Las nanopatrticulas de diéxido de Titanio (NPs) han atraido mucha atenciéon como un
catalizador de soporte debido a su gran area de superficie especifica, superficie
quimica favorable, buena biocompatibilidad y actividad electrocatalitica. En este
trabajo los electrodos de pasta de carbono (CPE) modificados con nanoparticulas de
TiO2 han sido desarrollados y utilizados para analizar algunos de los componentes
que normalmente se utilizan para establecer la calidad de las uvas.

Para este propoésito, después de la optimizacion del método de preparacion
(proporcion de TiO2, condiciones de secado, activacion, etc...) se evalué la respuesta
electroquimica frente a acidos organicos (Malico, Vanilico, Tatarico) y antioxidantes
(acido Galico y Catecol). Se ha demostrado que los electrodos modificados
producen un incremento en la intensidad de la senal voltamétrica respecto a los
electrodos de carbono solamente, mejorando los limites de deteccion.

Los biosensores consisten en pasta de carbono modificada con nanoparticulas de
TiO2 combinadas con enzimas de glucosa oxidasa, y se han utilizado para
determinar la glucosa. De manera similar, los electrodos de TiO2 se han usado para
inmovilizar Tirosinasa para detectar compuestos fenélicos y Lacasa para deteccion
de pirogalol.

KEYWORDS: Sensor, Biosensor, Carbon, TiO2, Electrocatalytic Activity

PALABRAS CLAVE: Sensor, Biosensor, Carbono, TiO2, Actividad electrocatalitica
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Abreviaturas y Acronimos

TiO,- Didxido de Titanio

NANOTIO — Electrodos de pasta de Carbono modificados con nanoparticulas de Diéxido
Tltanio

NANO- Electrodos de pasta de Carbono modificados con nanoparticulas de Titanio
GOX- Enzima Glucosa oxidasa

TYR — Enzima Tirosinasa

LAC - Enzima Lacasa

C — NANOC- NANOGRAF - GRAF — Electrodos de pasta de Carbono
REDOX — Reaccidn reduccion-oxidacidn

CAT- Catecol

Gluc — Glucosa

Gal- Galico

Van- Vanilico

Tart- Tartarico

Mal- Malico

Pyr- Pirogalol

NPs- Nanoparticulas

CPE- Electrodos de pasta de Carbono

LOD - Limit Of Detection — Limite de Deteccidn
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CAPITULO |. Introduccién

1.1. Justificacion

La industria agroalimentaria espanola ha alcanzado un elevado grado de madurez y
modernizacion adaptandose a los continuos cambios del entorno y a los habitos de
consumo [1]. De esta forma ha llegado a convertirse en el primer sector industrial
del pais y en un componente altamente estratégico de la industria espaiola.

Si bien, la innovacion y desarrollo de la industria agroalimentaria pasa
genéricamente por la seguridad y calidad de los alimentos, a su vez es sabido que
la cadena alimentaria es cada vez mas compleja y exige, por otra parte, el
desarrollo de eficaces sistemas de trazabilidad que aseguren la solidez de los
eslabones.

Mas concretamente, la industria vinicola, y dado el importante efecto de la materia
prima en el producto final, la necesidad de desarrollar herramientas baratas,
rapidas y fiables para la deteccion de compuestos quimicos, representa una
importante exigencia.

Debido a la necesidad, los vinos deben de estar monotorizados y han de ser
caracterizados mediante mediciones de forma que se garantice la calidad de los
productos finales. Para verificar que los procesos industriales utilizados estan bajo
control, se crea la necesidad de desarrollar una herramienta que sea capaz de
determinar compuestos del vino, como pueden ser la glucosa, los fenoles y los
acidos.

El método innovador que se ha ido desarrollando en los (ltimos anos es el uso de
sensores de carbono a base de nanoparticulas, que ayuden a la deteccion de
componentes interesantes durante la creacion del producto final.

Esta investigacion se ha desarrollado en gran medida en UvaSens, un grupo de
investigadores pertenecientes a la Escuela de Ingenierias Industriales, con los que
he tenido el placer de trabajar durante el desarrollo de mi proyecto. La mayoria de
su investigacion se centra en la preparacion y caracterizacion de peliculas
nanoestructuradas y su aplicacion como sensores. Recientemente han iniciado una
nueva linea de investigacion dedicada al desarrollo de biosensores y lenguas
bioelectronicas utilizando nanoparticulas metalicas y de oxidos metalicos. Dentro
de esta tematica se encuadra nuestro proyecto.

Trabajos anteriores han demostrado como los electrodos voltamométricos
modificados quimicamente con materiales electrocataliticos como ftalocianina o
nanoparticulas de oro se puede usar para detectar dichos compuestos y vinos [3,8].

Ante el deseo de medir ciertos compuestos dentro de una mezcla, se han
modificado los sensores que habitualmente se fabrican con pasta de carbono, para
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poder mejorar los limites de deteccion, asi como desarrollar una herramienta que
sea capaz de distinguir entre varios compuestos en una misma sustancia.

Asi mismo en los Ultimos aios el estudio del potencial de las nanoparticulas de
oxidos magnéticos, como antioxidantes, ha aumentado por su reciente uso en
biosistemas [2]. Las caracteristicas electrocataliticas incrementadas han hecho
posible distinguir entre diferentes protones disociables de acidos politropicos [62].

La actividad catalitica eficiente ha sido también observada en mezclas de acidos
fendlicos/tartarico en el rango de pHs en el que habitualmente se encuentra el vino
[62]. En dichas mezclas, el electrodo fue capaz de mostrar simultaneamente
informacion de las concentraciones de acido y de fenol, en una completa ausencia
de interferencias.

Las excelentes propiedades de deteccion mostradas por estos sensores han sido
atribuidas a las propiedades electrocataliticas de las nanoparticulas combinadas
con la gran superficie y ratio de volumen y homogeneidad.

Por tanto las nanoparticulas de diéxido de Titanio surgen como unas novedosas
candidatas a la hora de realizar una modificacién de los sensores habitualmente de
carbono. Debido a todo lo expuesto anteriormente y principalmente al caracter
electrocatalitico conocido del TiO2, se decide por tanto, abrir una novedosa linea de
investigacion que muestre las ventajas y propiedades de estos sensores
modificados.

No sélo se decide modificar electrodos de carbono en la investigacion de la que he
formado parte dentro de UvaSens, sino que ademas se decide modificar estos, con
un elemento bioldgico de forma que se detecte no solo antioxidantes, sino también
otros componentes como azicares imposibles de detectar sin. Esto es
principalmente debido a que, en los Ultimos 20 anos, se han realizado numerosos
intentos de crear, sensores para detectar glucosa que sean, sensibles, selectivos,
fiables y de bajo coste. Esto es debido a que la determinacion de la concentracion
de glucosa es muy importante en campos clinicos, biologicos y muestras quimicas y
también en procesos de procesamiento y fermentacion alimenticia, como la
industria vinicola [25].

1.2. Objetivos

Como objetivo global del proyecto tenemos el determinar las diferencias entre los
sensores de pasta de carbono y los modificados con nanoparticulas de didxido
titanio asi como con los biosensores fabricados a partir de ellos utilizando diversas
enzimas. A continuacion se desarrolla cada objetivo individualmente.

El objetivo principal de este proyecto es la deteccion de antioxidantes con los
sensores modificados ya que el TiO2 es conocido por su gran efecto catalizador y las
nanoparticulas de este 6xido metalico podrian tener un efecto electrocatalitico en
este tipo de sensores. Asi mismo se establece como objetivo la posibilidad de
detectar acidos y azlicares con ayuda de los sensores modificados.

14
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Otros objetivos que se presentan en la realizacion de esta investigacion es la
posibilidad de desarrollar unos sensores modificados con nanoparticulas capaces
no solo de detectar fenoles y acidos, si no también, de distinguirlos cuando estos se
encuentren en una mezcla.

Una vez se hayan determinado la capacidad y sensibilidad de los sensores
desarrollados a base de nanoparticulas de TiO2, se establece como objetivo la
determinacion del limite de deteccion de los electrodos ante la sustancia que son
capaces de medir. Determinando asi, la minima concentracion para la que estos
sensores se pueden utilizar a la hora de detectar compuestos y realizar las
oportunas comparativas con los electrodos sin modificar.

Con respecto a los objetivos en el caso de los biosensores, sera tratar de detectar
azlcares en muestras, y asi mismo determinar al igual que en el caso de los
sensores, el limite de deteccion que esta técnica de modificacion de sensores nos
puede proporcionar.

También se pretende mediante el uso de biosensores determinar un método de
medicion mejor para antioxidantes como el Catecol utilizando enzimas.

Por ultimo determinar las diferencias entre los sensores de Carbono y TiO2 en un
compuesto complejo como el mosto.

15
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CAPITULO II. Estado del arte

2.1. Sensores

El interés, principalmente del sector agroalimentario, de desarrollar herramientas
que realicen controles de calidad mas rapidos, econémicos y que optimicen la
produccion, mediante analisis in-situ por ejemplo, con instrumentos que permitan
visualizar los resultados inmediatamente en una plataforma informatica, ha ido
dirigiendo las recientes investigaciones hasta el desarrollo de métodos analiticos
que cumplan con sus necesidades.

En los ultimos anos el niimero de publicaciones e investigaciones relacionadas con
sensores es muy elevado. La investigacion en este campo ha estado centrada en el
desarrollo de electrodos a base de nanoparticulas para electroanalisis [3]. El activo
uso del carbono en el desarrollo de sensores se debe a que es una sustancia
atractiva para ensamblar nanoparticulas mecanicas debido a su “amplia ventana de
potencial”’, ademas, es normalmente ‘low-cost”’, es un alto conductor,
mecanicamente estable y disponible en una gran variedad de formas [10].

Podemos definir un sensor quimico como un dispositivo capaz de traducir la
informacion quimica de una muestra en una senal (til [12]. Los sensores quimicos
estan formados principalmente por dos componentes: un sistema de
reconocimiento o receptor y un transductor, sobre el que se encuentra conectado el
primero. El receptor reconoce selectivamente la informacién quimica presente en la
muestra y la convierte de forma que pueda ser reconocida por el transductor, que la
transforma a su vez de una senal primaria a una senal secundaria procesable
facilmente, que generalmente sera eléctrica u optica. Existen tres tipos de
receptores [13]:

- Fisicos, cuando no hay reacciones quimicas involucradas en la deteccion,
por ejemplo piezoeléctricos utilizados para la deteccion de cambios de
masa.

- Quimicos, la senal proviene de una reaccion quimica, por ejemplo agentes
quelantes, ionoforos, etc.

- Biolégicos, cuando el material receptor tiene una procedencia biolégica. Por
ejemplo, enzimas anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso los sensores
quimicos pasaran a denominarse biosensores y seran desarrollados mas
ampliamente en el apartado siguiente.
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A su vez los sensores y biosensores se pueden clasificar atendiendo a diferentes
criterios, como por ejemplo el tipo de receptor utilizado, la metodologia empleada
para inmovilizar este receptor o el tipo de transductor utilizado, siendo ésta la mas
aceptada [14]. En la tabla 1 se muestran los tipos de sensores y biosensores
atendiendo a este ultimo criterio:

Tipos de Transductores Descripcion

()pticos Transforman los cambios producidos en
una senal 6ptica por la interaccion de
un analito con el receptor.

Electroquimicos La senal transformada es debida a una
interaccion electroquimica entre el
analito y el electrodo.

Piezoeléctricos Dispositivos que transforman un cambio
de masa que se da sobre el electrodo
modificado con materiales con
propiedades piezoeléctricas.

Térmicos Dispositivos capaces de medir el
cambio de calor sobre la superficie del
electrodo.

Tabla 1. Resumen entre el tipo de transductores y su descripcion

A lo largo del trabajo se utilizaran sensores electroquimicos y por ello a
continuacion se describira en detalle este grupo de sensores.

Transductores Electroquimicos

En los ultimos anos los transductores electroquimicos han sido el objetivo de la
investigacion y publicacion dentro de la comunidad cientifica [15-17]. Este suceso
esta claramente ligado al hecho de que son unos dispositivos robustos, cuya
fabricacion es mas simple y econdmica frente al resto de los transductores
nombrados. Ademas este tipo de sensor posee un amplio rango de linealidad y
poseen un tiempo de respuesta relativamente corto.

Estas no son las Unicas razones por las que la comunidad cientifica ha prestado
tanto interés en estos transductores, sino que ademas que el equipo que recoge y
procesa la senal, como potenciostatos y conductimetros son econémicos y su
mantenimiento es sencillo al igual que su manejo y miniaturizacion, siendo estos
frecuentemente usados en los laboratorios de analisis.
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En el siguiente grafico se puede observar como efectivamente las publicaciones

relacionadas con sensores quimicos han sido mucho mas elevadas que las del resto
de transductores durante los finales de los anos 90
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Imagen 1. Relacion de articulos al ano en funcion del tipo de electrodos durante varios anos

Desde entonces, los transductores electroquimicos han seguido estando muy
presentes en articulos y libros y siguen actualmente siendo el centro de atencion de
los laboratorios de analisis.

En este trabajo se eligio el uso de transductores electroquimicos, no solo por las
razones presentadas anteriormente pero también debido a que en la Universidad de
Valladolid en el grupo de Investigacion de Sensores UvaSens se ha trabajado
ampliamente y durante bastante tiempo con este tipo de transductores y se posee
un amplio conocimiento sobre ellos.

Pues bien, el grupo de transductores electroquimicos es amplio y dentro de él
podemos distinguir entre tres tipos de sensores, segiin la técnica electroquimica
empleada para obtener la informacion de la muestra, conductimetricos,
voltamétricos, amperomeétricos y voltamétricos.

2.1.1. Transductores Conductimétricos

Estos transductores se basan en la variacion de la conductividad, o de alguna
propiedad asociada a esta, producida por el analito, ya sea en la solucion medida o
en la membrana selectiva. En algunos casos se puede hasta determinar los
cambios de conductividad en el analito [15], dicha conductividad se puede expresar
como:

19



Ecuacion 1. Conductividad de los transistores

Dénde k es la conductividad especifica en S cm1y C es la concentracion de iones
en mol cm3. Por lo tanto la conductividad depende de la concentracion de iones
directamente.

La utilidad de estos sensores reside habitualmente en la medicion de la resistividad
de corriente en continua aunque por ejemplo para poder registrar valores de
impedancia se utilizaria corriente alterna. La determinacion de la impedancia
resulta Gtil a la hora de caracterizar algunos liquidos y/o superficies de electrodos
modificadas [18, 19]. La configuracion de estos dispositivos es muy simple, se trata
de dos electrodos que pueden ser incluso de diferentes materiales, aunque
normalmente se utilizan materiales nobles como el Oro que es capaz de detectar
cambios de concentracion del acido sulfhidrico, platino, paladio, o rutenio utilizados
en la deteccion de hidrégeno [20].

2.1.2. Transductores Potenciométricos

Las medidas potenciométricas consisten en la determinacion de una diferencia de
potencial en condiciones de circuito abierto entre un electrodo de trabajo y uno de
referencia. La diferencia de potencial medida entre dichos electrodos se relaciona
con la concentracion del analito seglin la ecuacion de Nernst.

Zi

RT -

— 0 ] pot Zj
E=FE +nFln al+ZKi'j *a;
J

Ecuacion 2. Ecuacion de Nerst

Siendo ai la actividad el ion principal, aj la actividad del ion interferente y z, zi las

cargas de los iones principal e interferentes y Kip;’tes el coeficiente de selectividad
[45].

Los transductores potenciométricos son el grupo de dispositivos electroquimicos
mas desarrollados y estudiados. Histéricamente, el origen de los sensores quimicos
se remonta a principios del siglo XX con el desarrollo del electrodo de vidrio, uno de
los sensores potenciométricos mas utilizados [46].
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Imagen 2. Relacion de articulos por aio publicados respecto a los tipos de sensores mas
utilizados durante varios anos

2.1.3. Transductores Amperométricos

Este tipo de dispositivos, se basan en la aplicacion de un potencial fijo sobre un
electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un elemento
de referencia. Un tercer electrodo, al que se le denomina auxiliar, es nhecesario en la
mayoria de los casos para completar la celda electroquimica [47]. También es
posible realizar analisis basados en técnicas voltamperométricas variando el
potencial de trabajo de forma controlada.

Los transductores amperométricos estan fundamentados en la proporcionalidad
existente entre la concentracion de una determinada especie electroactiva
determinada y la corriente eléctrica registrada al oxidarse o reducirse sobre la
superficie de un electrodo polarizado.

Esta relacion intensidad-concentracion se comporta segtin el modelo:

8(Co(0,))

I = nFADy—

Ecuacion 3. Ecuacion Intensidad de los transductores Amperométricos

Donde A es el area del electrodo de trabajo, Do y Co son el coeficiente de difusion la
concentracion del analito, respectivamente, y x representa la distancia de doble
capa.
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En el caso de que la solucion esté agitada constantemente, se puede considerar
que x se mantiene constante y se corresponde con el tamaiio de la capa de difusion
(d). Asi la ecuacion anterior puede simplificarse obteniéndose una relacion lineal
entre la intensidad media y la concentracion del analito:

| _ NFAD,
= —— D

Ecuacion 4. Ecuacion de la intensidad media de un Transductor Amperométrico

Los biosensores amperométricos son los que han mostrado un mayor avance
debido a su extensa aplicacion dentro del campo de analisis médico. Ejemplos
significativos de dichos avances son los biosensores para medidas en sangre y
suero.

2.1.4. Transductores Voltamétricos

Estos transductores son un tipo particular de los transductores amperométricos. Los
cuales se basan en obtener informacion del analito a partir de intensidades de
corriente obtenidas al aplicar un potencial variable respecto al tiempo. Estos
transductores se utilizan en distintos métodos de medicion como el barrido lineal,
ciclico, onda cuadrada, pulso etc... En funcion de estas senales se obtienen distintas
voltametrias, siendo estas el resultado de pasar la funcion barrido a través de un
potenciostato/galvanostato. En este proyecto se ha utilizado una funcion de barrido
triangular y una voltametria ciclica.

Las ventajas de este tipo de transductores es que ofrecen alta selectividad y
sensibilidad, alta relacion seial-ruido, bajo limite de deteccion y gran versatilidad a
la hora de analizar multicomponentes. Por todo ello, y debido a que UvaSens ha
trabajado con este tipo de transductores a lo largo de muchas investigaciones,
estos han sido los transductores utilizados a lo largo de este proyecto.

2.2. Biosensores

Dentro del ambito de los sensores que se han comentado en el apartado anterior
cabe destacar los biosensores, una modificacion de los sensores con mas
selectividad y por tanto con un campo de aplicacion potencial en quimica analitica.

Desde el primer concepto de biosensor basado en enzimas propuesto por Clark and
Lyons en 1962, muchas investigaciones sobre biosensores se han desarrollado. El
objetivo a largo plazo de todas estas investigaciones es explorar las aplicaciones
practicas de estos sensores modificados [34].
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En los ultimos anos el nimero de biosensores disenados ha ido aumentando e
incluso han llegado a comercializarse, por ejemplo en deteccion de glucosa en
sangre.

De hecho, desde el inicio de los anos 1990 el interés del estudio de la transferencia
de electrones entre proteinas y electrodos modificados con nanomateriales ha ido
creciendo debido a su gran area especifica y una alta superficie de energia libre
[21]. La combinacion de materiales nanométricos y biomoléculas es de notable
importancia en el campo de la biotecnologia y quimica bioanalitica.

Actividad electroquimica y catalitica directa de muchas proteinas ha sido observada
en electrodos modificados con TiO2 SiO2, Zr 02, Fe304, nanotubos de carbono etc...
Estudios han demostrado que los films de nanomateriales no pueden solo ofrecer
una plataforma amigable para ensamblar moléculas proteinicas, sino también para
mejorar el proceso de transferencia de electrones entre las moléculas de proteinas,
y electrodos.

Durante estos anos se han utilizado muchos tipos de nanoparticulas para mejorar la
actividad de la transferencia de electrones, especialmente las nanoparticulas de oro
han sido usadas en la construccion de biosensores electroquimicos [22-24].

Los sensores amperométricos basados en la transferencia de electrodos entre un
electrodo y la glucosa oxidasa inmovilizada son especialmente prometedores ya
que poseen unas ventajas practicas como es la simplicidad de operacion, bajos
costes de fabricacion y la adecuacion para analisis en tiempo real. Sin embargo
dado que el alcance de la transferencia de electrones entre la enzima y el electrodo
es dificil, este tipo de biosensores han sido menos exitosos.

Recientemente los biosensores sin mediador han despertado mas y mas interés. La
transferencia directa de electrones de la glucosa oxidasa inmovilizada ha sido
alcanzada en platino o platino pulverizado, carbono vidrioso, pasta de carbono,
superficies de grafito y nanotubos de carbono [27-32]. Esto sugiere que la
transferencia de electrones de la glucosa oxidasa y la actividad enzimatica son muy
sensibles al ambiente que ha sido destruido por la actividad de la proteina que ha
sido destruida siguiendo la transferencia de los electrones, o bien que la
transferencia de electrones no le importa la propia enzima.

Sin duda alguna el punto mas problematico en la aplicacion de sistemas de
biosensores in vivo es la estabilidad del elemento biologico sensible, (como las
enzimas y las proteinas) y la senal facil y eficiente de mediacion y transduccion para
una mejorada sensibilidad y eliminacion de las transferencias [35].

Para resolver estos problemas, los (ltimos aios los biosensores enzimaticos han
sido desarrollados y experimentados en tres estados: primera, segunda y tercera
generacion. Recientemente la tercera generacion de biosensores basados en la
electroquimica de la proteina/enzima directa ha sido desarrollada [36-38].

Comparando la primera y la segunda generacion de biosensores con la tercera esta
tiene una mejor sensibilidad y estabilidad porque supera algunos inconvenientes
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como las posibles interferencias debido a los compuestos electroquimicos
oxidables en muestras reales, y de inestabilidad de los mediadores [39-40]. La
transferencia directa de electrones entre proteinas/enzimas y el electrodo puede
ser considerado un proceso imitativo de la transferencia de electrones a través de
las cadenas de moléculas redox en sistemas bioldgicos [41].

Por tanto, el estudio de directa electroquimica de las redox enzimas/proteinas a los
electrodos pueden proveer un modelo de trabajo para el mecanismo de estudio de
la transferencia de electrones en sistemas vivientes [42-43]. Aun asi, es
generalmente dificil de establecer una transferencia de electrones directa entre la
proteina/enzima y los electrodos convencionales debido a la inaccesibilidad de los
sitios redox de la proteina/enzima asentado en la gran estructura tridimensional
[44].

2.2.1. Receptores Biologicos

Una de las principales caracteristicas del material biolégico empleado para la
fabricacion de biosensores es su alta selectividad, permitiendo diferenciar en
algunos casos, isomeros de una misma molécula. Esta particularidad hace que
estos componentes sean de gran interés en su aplicacion como receptores en la
fabricacion de sensores.

Los biosensores, sobre todo los basados en transductores electroquimicos, son uno
de los campos que mas ha avanzado en cuanto a investigacion en estos (ltimos
anos.

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre
transductores electroquimicos como son los: anticuerpos, acidos nucleicos,
microorganismos, tejidos organicos y enzimas.

Las enzimas son elementos mas comiinmente utilizados para la fabricacion de
biosensores debido a su bajo coste, disponibilidad en el mercado y facil
manipulacién [48].

En los siguientes apartados se describiran los diferentes tipos de receptores,
haciendo especial énfasis en las enzimas ya que son los receptores biologicos que
se utilizan en el trabajo.

2.2.2. Anticuerpos

Los anticuerpos son, junto con el ADN, los agentes biologicos mas selectivos que
existen. Debido a su estructura tridimensional puede enlazarse con una sustancia,
antigeno, de una manera muy especifica. En los ultimos diez anos, se han realizado
grandes esfuerzos para desarrollar inmunosensores [49].
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El inconveniente de este tipo de material para aplicaciones en la fabricacion de
biosensores es que no tiene capacidad catalitica, lo que implica el empleo de
anticuerpos o antigenos marcados, con un isétopo radioactivo, enzimas, particulas
luminiscentes, etc. [50].

Imagen 3. Molecula de inmunoglobulina en su tipica forma 'Y

En el caso de los inmnosensores basados en transductores amperométricos, el
marcaje mas utilizado es mediante enzimas [50]. La corriente recogida por el
transductor es proporcional a la concentracion de las especies electroactivas
generadas por la reacciéon enzimatica, y por tanto, proporcional a la cantidad de
anticuerpos marcados [51].

2.2.3. Acidos nucleicos

La alta especificad de los pares de bases, adenida/timina y citosina/guanina,
distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la cadena de ADN, hace de este
material de gran interés en la fabricacion de biosensores.

Como en otros biosensores las cadenas cortas de DNA (ssADN) estan inmovilizadas
sobre superficies en forma de electrodos, chips o cristales segiin el tipo de
transductor utilizado. La hibridacion de esta molécula inmovilizada con su par es
detectada por el transductor.

Imagen 4. Acido nucleico AND, dcido desoxirribonucleico
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Como en el caso de los anticuerpos, este tipo de material no tiene capacidad
catalitica, por tanto, para su deteccion necesita ser marcado [48]. En el caso de
utilizar transductores amperométricos, éstos suelen estar modificados con enzimas.

En este tipo de deteccion es muy reciente [52,53]. Las primeras publicaciones
basadas en transductores electroquimicos datan de los ainos 90 [54-56] por tanto,
aln no se ha podido aprovechar el gran potencial de este material biologico [54-
56].

2.2.4. Microorganismos

Los microorganismos tienen una gran importancia en diferentes procesos
biotecnologicos, en la industria vitivinicola, en procesos de sintesis de farmacos o
tratamiento de agua.

RS

Imagen 5. Salmonela “Salmonella Typhimuriml” en rosa, en un cultivo de células humanas

Muchos biosensores basados en células han sido desarrollados para el control de
dichos compuestos [57].

Los microorganismos pueden asimilar compuestos organicos y generar un cambio
que es detectado por el transductor. Existen publicaciones donde se utilizan
sensores amperométricos con microorganismos inmovilizados para el control de la
calidad de aguas residuales basados en el seguimiento de la respiracion celular
[58,59].

2.2.4.1. Tejidos organicos o celulares

Los tejidos organicos pueden ser utilizados como elemento de reconocimiento
practicamente sin preparacion. Generalmente, tienen una gran variedad de enzimas
inmovilizadas, y por tanto no son tan selectivos como otros materiales biologicos.
Por el contrario, estan en su medio natural y es mas dificil su degradacion, lo que
aumenta el tiempo de vida del biosensor.
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Imagen 6. Tejido nervioso obtenido a partir de una imagen con un microscopio optico
(tincion con hematoxilina-eosina)

El niimero de publicaciones existentes en este campo es minimo comparado con
otros receptores bioquimicos,aun asi, se reportan algunos trabajos [60, 61,62].

2.2.4.2. Enzimas

Las Enzimas son proteinas capaces de catalizar una reaccion quimica. Reaccionan
de manera selectiva con un analito o familia de analitos, acelerando la reaccion
quimica, y sin consumirse. El mecanismo basico de la catalisis enzimatica es el
siguiente,

E+S <~ ES - E+P
Donde S es el sustrato, E el enzima, ES el complejo enzima-sustrato y P el producto.

La actividad enzimatica, esta regulada por el pH del medio, la fuerza idnica, la
temperatura y, requiere en algunos casos, la presencia de un cofactor.

El cofactor es un producto quimico no proteico necesario para que la reaccién
enzimatica se lleve a cabo, por ejemplo NAD* u oxigeno. En el caso de este
proyecto, se utilizara en gran medida la Glucosa Oxidasa, de forma que el cofactor
necesario para la reaccion enzimatica es FAD (flavin adenin dinucleético), el cual es
un componente comiin en reacciones de 6xido reduccion biologicas.

Imagen 7. Estructura de la triosafosfato isomerasa. Conformacion en forma de diagrama de
cintas rodeado por el modelo de relleno de espacio de la proteina. Es una eficiente enzima
en el proceso de transformacion de aziicares en energia en las células
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Las enzimas estan formadas por una estructura tridimensional compuesta por
péptidos, con una zona activa que reacciona con el sustrato. Esta zona activa, que
confiere especificidad a la enzima, suele estar situada en el interior de esta.

Existen diferentes tipos de enzimas, clasificados seglin el tipo de reaccion que
llevan a cabo,

- Transferasas, catalizan la transferencia de un grupo quimico, de un sustrato
a otro.

- Hidrolasas, catalizan reacciones de hidrolisis.

- Liasas, catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de
dobles enlaces por eliminacion de grupos.

- Isomerasas, catalizan la interconversion de isomeros.

- ligasas, catalizan la formacion de enlaces C-C, C-S, C-0, y C-N por reacciones
de condensacion acopladas a la hidrélisis de ATP.

- Oxidoreductasas, catalizan reacciones de oxido reduccion, es decir,
transferencia de hidrogeno o electrones de un sustrato a otro. Debido a esta

capacidad redox, son el candidato ideal para su utilizacion como
bioreceptores en biosensores electroquimicos.

Las enzimas fueron los primeros bioreceptores utilizados, y siguen siendo hoy en
dia los mas empleados para la fabricacion de biosensores.

Una de las grandes ventajas de la utilizacion de enzimas, a parte de la alta
selectividad que estas poseen, es su menor tiempo de respuesta en relacion con los
otros tipos de bioreceptores. Como inconvenientes, se debe tener en cuenta que
pierden actividad al ser inmovilizadas sobre la superficie del electrodo y tiene un
tiempo de vida relativamente corto.

En el presente proyecto se han utilizado tres enzimas para la conversion de los
sensores a biosensores:

Glucose oxidase G7141 Type X-S
- Tyrosinase from mushroom T3824-250KU ( Lot # SLBB1018U)
Laccase from Trametes versicolor 53739
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2.3. Métodos de Inmovilizacion

La inmovilizacion del material biologico es un proceso por el cual se confina el
bioreceptor sobre el transductor electroquimico para dar lugar a formas insolubles
que retienen su actividad.

Los métodos de inmovilizacion son los pasos mas importantes en la realizacion de
los biosensores ya que las caracteristicas mas importantes como el tiempo de vida
o la sensibilidad, dependen en gran medida de la metodologia de inmovilizacion
elegida.

Las ventajas del empleo del material biologico inmovilizado principalmente residen
en [64]:

- Aumento de la estabilidad del receptor bioldgico
- Posible reutilizacion del biosensor, disminuyendo por lo tanto el coste del
proceso.

No obstante, este proceso presenta inconvenientes como pueden ser [65]:

- Alteracion de la conformacion del material biolégico respecto a su estado
nativo.

- En el caso de que se utilicen Enzimas, existe pérdidas de su actividad
catalitica.

Los métodos de inmovilizacion pueden ser divididos en dos grupos [65]:

Retencion fisica
- Union quimica

Se puede observar un organigrama de la clasificacion de los métodos de
inmovilizacioén en la imagen 8.

Método de Inmovilizacion

Retencion Fisica Union Quimica

Atrapamiento Adsorcion en la Superficie

. > Entrecruzamiento (Cross-linking)
Microencapsulacion

Enlace Covalente

Imagen 8. Clasificacion de los métodos de inmovilizacion
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En el presente trabajo de modificacion de sensores voltamétricos con
nanoparticulas de Ti02, se presenta también la modificacion con enzimas para dar
lugar a biosensores modificados con nanoparticulas, el proceso elegido para ello,
han sido los métodos de inmovilizacion, y por ello en los apartados a continuacién
se explicaran estos en mas detalle.

2.3.1. Atrapamiento

Este método de inmovilizacion consiste en la retencion fisica del enzima en las
cavidades inferiores de una matriz sélida porosa como aparece en la imagen 9, que
se constituye habitualmente de monémeros fotocurables, o polimeros del tipo
poliacrilamina, colageno, algianato, carraginato o resisas de poliuretano. También
se suelen utilizar hidrogeles como poli-(2hydroxyetil metacrilato) (p (HEMA)) o
polimeros conductores como puede ser el polipirrol, componente que ha sido
utilizado por el grupo de investigacion de sensores de la Universidad de Valladolid
en sus Ultimas investigaciones [67].

Imagen 9. Inmovilizacion enzimatica por atrapamiento

El atrapamiento, desde el puno de vista experimental, es de gran sencillez, y
ademas no requiere de una gran cantidad de material biolégico para su realizacion.
Por (ltimo, la enzima utilizada, durante el proceso de conversion de un sensor en
biosensor, no sufre ninguna alteracion en su estructura.

Por el contrario, uno de sus inconvenientes es la barrera creada que dificulta la
difusion del analito hasta el centro activo de la enzima, aumentando el tiempo de
respuesta del sensor [57].

Durante este proceso se requiere un control riguroso de las condiciones de
polimerizacion, debido a que pueden alterarse los grupos reactivos de la proteina,
provocando asi pérdidas en la actividad enzimatica que estabamos buscando.
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2.3.2. Microencapsulacion

Esta técnica se basa en rodear las enzimas con membranas semipermeables que
permitan el paso de moléculas de substrato y producto pero no de encima.

Imagen 10. Inmovilizacién enzimatica mediante microencapsulacion

De esta forma se permite que el material biologico esté en contacto directo con el
transductor, con la ventaja de que a su vez, se mantiene la alta selectividad de los
enzimas puesto que no se ven afectados por los cambios de pH, temperatura o
fuerza iénica en el medio [57].

2.3.3. Adsorcion en la superficie

Durante la adsorcion de la enzima, esta, se une a un soporte sin funcionalizar
mediante interacciones ionicas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno.
Para realizar este proceso, se suelen utilizar diferentes sustancias con gran
capacidad de adsorber material biolégico, como por ejemplo, alimina, arcilla,
grafito y silica de gel.

Imagen 11. Inmovilizacion enzimatica por adsorcion sobre la superficie

Este proceso de union ente la enzima y el sensor se ve afectado por diferentes
factores, entre los que se pueden destacar:
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e El pH del medio, que controla el niimero y naturaleza de las cargas que
presenta la superficie de la proteina y el sélido.

e La fuerza idnica, al aumentar la fuerza ionica se produce la desorcion del
enzima, debido a que los iones inorganicos se unen con mas fuerza al
soporte que la proteina.

e El diametro del poro, que debe ser aproximadamente dos veces el tamaiio
del eje mayor de la enzima.

e La presencia de iones, los cuales actian como cofactores del enzima, ya
que pueden incrementar a carga enzimatica del derivado.

Este método de preparacion es muy sencillo, de bajo coste y no implica un cambio
de especifidad de la enzima, pero algunos de sus inconvenientes es que es poco
estable mecanicamente, de forma que la union con el soporte es débil.

2.3.3. Entrecruzamiento (cross-linking)

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para estabilizar enzimas [68]. El
método se basa en la utilizacion de reactivos bifuncionales como pueden ser los
dialdehidos, diminoésteres, disocianatos, sales de bisdiazonio, e incluso, diaminas,
si estan activadas con carbodimida, que originan uniones intermoleculares entre
moléculas de enzima. Los entrecruzadores mas habituales estan el glutaraldehido,
hexametildisocianato y 1,5 dinitro- 2.4- diflorobenzeno [57].

Imagen 12. Inmovilizacion enzimatica por adsorcion sobre la superficie

El entrecruzamiento hace posible eliminar las pérdidas de actividad enzimatica por
efectos difusionales, entrecruzando el material biolégico con proteinas sin actividad
enzimatica y rica en residuos de lisina.
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2.3.4. Procedimientos mixtos

Debido a que todos los procesos tienen inconvenientes, surge la posibilidad de
combinar procesos y asi poder combinar los efectos positivos de ambos, resultando
un procedimiento final, con ventajas debidas a la combinacién que previamente no
se podian obtener.

Un procedimiento mixto muy comiin en la inmovilizacion es el que primero se
inmoviliza la enzima por adsorcion en una matriz polimérica, de forma que se
consigue una carga enzimatica elevada, y posteriormente se modifica, mediante
entrecruzamiento [69-70].

2.3.4.1. Union covalente

Es una metodologia distinta en el proceso de union entre el transductor y la enzima
que se realiza mediante una union covalente. Esta se basa en activar dos grupos
quimicos del soporte, de forma que reacciones con nucleofilos de las proteinas.

En la estructura de las enzimas se encuentran 20 aminoacidos diferentes, pues
bien, los mas empleados para la formacion de estos enlaces covalentes son
principalmente la lisina, mismo aminoacido utilizado en el proceso de cross-linking,
la cistenia, la tirosina y la histidina principalmente. El resto de los aminoacidos no
se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie protéica debido a su
caracter hidrofobo por lo que no pueden intervenir en una union covalente [57].

b}

Imagen 13. Inmovilizacién enzimatica mediante unién covalente
a) no orientada, b) orientada

Durante la ejecucion de este proceso de inmovilizacion, es necesario el control de
parametros como el pH o la fuerza iénica de la solucion, ademas de la necesidad de
una superficie del transductor perfectamente limpia. Mientras que la principal
ventaja de este método es el tiempo de vida de entre 4 y 14 meses, considerados
en este tipo de metodologias, duraciones de caracter muy largo [57].
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2.4. El dioxido de titanio

El TiO2 es un material conocido por tener un buen efecto catalizador de muchas
reacciones quimicas y por ello funciona como detector de antioxidantes.
En los ultimos aios, los oxidos de metales de transicion han sido estudiados
extensamente. Entre ellos el TiO2, debido a que es un importante material
semiconductor.Asi mismo es uno de los principales componentes de pinturas,
pigmentos, cosmética y productos alimenticios. Sus aplicaciones incluyen ademas
la oxidacion catalitica del monoxido de carbono [4,5].

El diéxido de titanio existe en tres formas cristalinas, anatasa, rutilo y brookita.
Comencemos por describir brevemente alguna caracteristica de las estructuras
cristalinas de estas tres formas del TiO-.

Rutilo: Cristaliza en el sistema tetragonal, grupo espacial, P42/mnm

Imagen 13. Estructura cristalina de rutilo

El TiO2 aparece en dos polimorfos relativamente raros a parte del rutilo, anatasa, la
cual cristaliza en el sistema tetragonal (I41/amd), y brookita que cristaliza en el
sistema rombico (Pcba). Ambos polimorfos tienen empaquetado AB de O, pero la
secuencia de dicho empaquetado es distinto [6].

En la anatasa los octaedros de TiOs comparten 4 aristas, en brookita 3 y en rutilo
solamente comparten 2.

Si bien la anatasa es la fase mas utilizada en la catalisis heterogénea, es
importante controlar la transicion entre fases en el diéxido de Titanio [5]. Ademas
se ha observado que la fase de rutilo en el microscopio es la fase mas estable con
tamanos menores a 14nm, mientras que las particulas amorfas de la titania se
transforman en anatasa con tamanos mayores a 2.5-3 nm.

La transicion entre estas dos fases depende de los reactivos y condiciones de la
sintesis asi como de la forma y tamano de la particula. La importancia de
determinar en qué fase del diéxido de Titanio se esta trabajando recae en que la
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eficiencia de este compuesto esta relacionada principalmente con su estructura
cristalina y en su morfologia.

Durante la sintesis del TiO2 se utilizan distintos elementos quimicos como dopantes.
Estos han sido estudiados en una gran cantidad de metales, debido a que actiian
como receptores de electrones y minimizan la recombinacion de cargas generadas.
No obstante, estos metales actian como sitios de recombinacion de cargas y
provocan una disminucion notable de la actividad catalitica.

Para nuestro proyecto hemos elegido la fase de la atanasa ya que esta es la fase
mas comercial del diéxido de titanio y ademas ha sido la forma cristalina mas
investigada debido a su alta actividad en aplicaciones fotocataliticas [1].

La anatasa tiene una estructura cristalina tetragonal como ya ha sido expuesto con
anterioridad, ademas tiene una banda de salto de 3.23 eV, por ello ha sido utilizada
en procesos fotocataliticos y fotoeletroliticos.

No obstante el proceso por el que se obtienen las nanoparticulas es muy amplio,
hay muchas técnicas que nos permiten obtener nanoparticulas procedentes de la
titania, pero el método sol-gel nos ofrece una alta homogeneidad, que como se vera
posteriormente es una de los puntos claves en la fabricacion de los sensores.
Ademas tiene una temperatura de procesamiento baja, tiene estabilidad y por
Gltimo mucha versatilidad en los procesos.

Por todas estas razones en este proyecto se eligi6 este material entre todos los
oxidos de metales que en los ultimos anos han sido objetivo de investigacion en la
mejora de las propiedades de los sensores. El diéxido de Titanio modificara la pasta
de nanoparticulas de Carbono inicial, proporcionandole a esta unas ciertas
propiedades electrocataliticas objetivo de estudio.

2.5. Electrodos de pasta de carbono

Como se ha desarrollado a lo largo de este proyecto, existen varios tipos de
electrodos y como consecuencia, miiltiples métodos de preparacion de electrodos.

La reciente, pero importante, adiciobn de nanoparticulas a los sensores ha sido
decisiva a la hora de aumentar la relacion superficie/volumen, provocando asi una
mayor rapidez de la adsorcion y desadsorcion de las moléculas de analito. Otra de
las grandes ventajas de la adicion de nanoparticulas a los la organizacion
estructural que se consigue, es la obtencion de propiedades diferenciadas frente a
materiales de molécula gruesa.
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Imagen 14. Electrodo de pasta de carbono en un nanotubo con un tornillo de Cobre como
conductor eléctrico

Los métodos de preparacion de electrodos han sido referenciados en miuiltiple
bibliografia que mencionan diferentes investigaciones relacionadas con este tipo de
metodologias, siendo los mas frecuentes los métodos Langmuir-Blodgett , Layer-by-
Layer y monocapas autoensambladas [62, 70, 71].

Algunos otros métodos de fabricacion de electrodos son casting, adsorcién, Screen
Printing método Sol-Gel o electrodos de pasta de carbono. Siento estos (ltimos la
base de nuestra investigacion

Estos electrodos seran nuestro punto de partida, los cuales seran modificados
mediante la adicion de nanoparticulas y material biolégico como enzimas.

2.6. Vino y componentes

El vino es un componente basico de la dieta mediterranea, puede incluso, ser uno
de los factores responsables de la baja incidencia de enfermedades del corazon en
la poblacion segln estudios realizados. Asi mismo, la dieta mediterranea ha
demostrado durante mucho tiempo los beneficios a la salud que se obtienen con la
ingesta de alimentos y bebidas ricas en antioxidantes como manzanas, aceite de
oliva y vino.

Una de las grandes cualidades del vino es la gran variedad de sabores, colores,
olores y sensaciones en boca que este produce. Si bien con el paso de los anos el
sector vinicola ha ido avanzando en la deteccion de todas estas variedades, con la
ayuda de los catadores de vino que ensenan a su lengua a distinguir sabores y
sensaciones, es necesario establecer otro tipo de ayuda para determinar todas las
caracteristicas de un vino.

Las empresas vinicolas han contado a lo largo de su historia con laboratorios, que
durante el proceso de creacion del vino, les han ayudado a tener una idea las
propiedades que tendria el producto final, aun cuando el vino simplemente se
estaba fermentando. Pese a dichas herramientas, con el paso de los anos se ha
hecho palpable la necesidad de una forma de medicion mas precisa, rapida, y
barata de los componentes del vino [8].

36



Efecto Catalitico de las nanoparticulas de TiO2 en sensores y biosensores de grafito

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Si bien, el desarrollo de nuevos métodos se basa en la productividad y mejora de
procedimientos y productos finales en la elaboracion del vino, también se puede
entender como una anticipacion a los procesos de catas que se realizan mediante
expertos, los cuales, han estudiado los vinos y sus caracteristicas en profundidad.

La evaluacion sensorial de los alimentos, y en concreto del vino, es una disciplina
cientifica cuyo objetivo es estudiar las sensaciones que producen dichos productos.
Cuando consumimos un alimento, nos llegan unos estimulos visuales, como pueden
ser el color, forma, brillo, estimulos tactiles, olorosos y gustativos que percibimos en
las papilas gustativas, e incluso podemos llegar a percibir estimulos auditivos.

Dentro de la evaluacion sensorial, existen gran variedad de pruebas en funcion del
resultado buscado. El analisis sensorial descriptivo cuantitativo, que pretende
cuantificar los estimulos que se perciben en los alimentos, tiene especial
relevancia.

Esta evaluacion sensorial presenta como dificultad asociada la variabilidad en las
respuestas del instrumento de medida utilizado, esto es, los 6rganos de los sentidos
de un catador en el caso del vino. Pues bien, en el desarrollo de las nuevas
actividades, esta variabilidad sigue estando presente, y es por ello, por lo que se
han ido desarrollando en los ultimos anos, diferentes métodos de deteccion de
componentes, como pueden ser las lenguas electronicas.

Si bien es conocido que la percepcion de un mismo estimulo no es igual para todas
las personas, es posible incluso, que un mismo estimulo presentado en diferentes
momentos, pueda ser percibido de forma distinta por un mismo individuo. Por ello,
y para superar dificultades que se puedan presentar, es muy importante lograr
asegurar la fiabilidad de los resultados [63].

Las caracteristicas que tendra un vino tras el proceso de elaboracion dependeran de
los compuestos que estuvieran presentes en la uva y en las concentraciones en las
que se encontraban. Especialmente las propiedades organolépticas y antioxidantes
de las uvas, mostos y vinos, las cuales, estan intimamente relacionadas con la
composicion quimica [62].

Es por ello, de gran interés satisfacer la necesidad de desarrollar una herramienta
que sea capaz de discriminar entre el maximo de estos compuestos, de forma que
se pueda determinar perfectamente las caracteristicas finales que tendra el vino,
no solo hablando en un ambiente quimico, sino también en cuanto a las
propiedades alimenticias que poseera.

La capacidad de determinar los diferentes compuestos y las concentraciones en las
que estos aparecen, dara una idea del color, sabor y sensaciéon en boca que se
obtendra en el producto final, pudiéndose asi, realizar modificaciones durante el
proceso de creacion de la bebida fermentada a base de uva. Principalmente, en las
denominaciones de origen, existe una finalidad de proteger y promocionar el origen
y calidad de los productos alimenticios.
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La evaluacion de la calidad sensorial del vino, posee una larga lista de
antecedentes, y han sido muy numerosos, los intentos por desarrollar métodos en
este sentido, por ejemplo, la cata de vinos mediante el gusto humano. Si bien, con
el desarrollo de proyectos como este, la capacidad de evaluacion de la calidad
sensorial del vino, puede ser mejorada, mediante la utilizacion de métodos
desarrollados con ultimas tecnologias como puede ser la nanotecnologia.

Para evaluar la calidad sensorial de los vinos, incluso dentro de una misma
denominacion de origen, es indispensable conocer las caracteristicas
organolépticas y con ello, desarrollar una metodologia apropiada [7].

Concretamente, y debido a las propiedades que los compuestos quimicos
existentes en las uvas confieren al vino, es evidente que existiran diferencias entre
un vino blanco, rosado o tinto, no solo en apariencia, si no también, quimicamente
hablando. Franco Maria Martinetti presidente de la Academia Internacional del vino
comenta sobre la bebida derivada de fermentacion de las uvas, “el vino no es un
producto sin personalidad. El vino cuando se evoluciona en su consumo y se
profundiza en su conocimiento es elegancia, equilibrio y expresion”.

2.6.1 Proceso de cata, propiedades quimicas y componentes

Durante el proceso de la cata de un vino se habla de un parametro denominado
equilibrio que puede ser definido como, la situacién en la que el dulzor del vino
compensa el conjunto formado por la acidez, la astringencia y el amargor.

El dulzor del vino viene determinado principalmente por el etanol y el glicerol.

La acidez se debe a los acidos organicos que contiene el vino, principalmente el
acido tartarico y el acido lactico, aunque también contribuyen otros como pueden
ser el acido citrico, acético, succinico, etc.

El amargor viene determinado por los flavonoides, siendo las catequinas
(monémeros tanicos), mas amargas que sus polimeros. Las procianidinas, algunos
glicosidos, terpenos y alcaloides también pueden proporcionar amargor. El origen
de estas sustancias e localiza en los hollejos, raspon y especialmente en las pepitas
del racimo de uva. Es por ello, que el procesamiento del racimo y de las uvas
contribuira al resultado final del vino.

La astringencia viene dada por los polifenoles o taninos, muy diversos y presentes
en el vino con diferentes grados de polimerizacion. Los taninos de tamano medio
son los principales responsables de la astringencia. Muchos de estos compuestos,
pueden también, aportar sabores amargos, es por ello que la astringencia de un
vino es potenciada si la acidez del vino es alta. Los polifenoles estan presentes en
las pepitas y hollejos, y en menor cantidad en el raspon.
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El envejecimiento de los vinos en una barrica suele disminuir la astringencia, debido
a que durante la crianza, se produce la polimerizacion de muchos de estos
compuestos astringentes, dando lugar a moléculas de mayor tamaiio, incapaces de
unirse a la mucina de la saliva. Asi mismo, la madera, material utilizado en el
envejecimiento en barrica, contribuye en la aportacion de polifenoles en el vino.

La evolucion de la astringencia es de gran importancia durante la creacion de un
vino, y es por ello, que resulta muy interesante encontrar métodos que sean
capaces de determinar la evolucion en concentracion de compuestos como los
fenoles [63].

Tal y como se ha dejado plasmado en este apartado, la uva le confiere al vino unas
propiedades linicas. De esta forma, el vino rojo es una bebida mucho mas compleja
que el vino blanco y contiene un mayor nimero de polifenoles, incluyendo formas
oligoméricas y polifendlicas. Los vinos rojos contienen altas concentraciones de
flavan-3-ols, acido caféico y sus derivados, y acido galico [7,8]. Todos estos
componentes quimicos son capaces de oxidarse y por ello podran ser observados
mediante técnicas como la voltametria ciclica, donde a través de la determinacion
de los picos de oxidacion y reduccion podremos determinar, el tipo de fenol y la
concentracion en la que aparece en una muestra. Mientras que, el vino blanco
presenta apenas astringencia, o lo que es lo mismo una cantidad menor de
polifenoles, caracterizados por ser colorantes presentes en los hollejos [63].

Pedicelo

Raspon \'

Peciolo

Receptaculo

Pepita

Hollejo Haces centrales
Ombligo

Imagen 15. La uvay sus diferentes partes

Como se ha comentado en los parrafos anteriores, tanto las uvas, como los vinos
son sustancias, complejas, formados por una variedad de compuestos quimicos
entre ellos podriamos destacar los siguientes:

Acidos organicos, los cuales afectan a la estabilidad del zumo, ademas, son
utilizados como indicadores de alteraciones microbiologicas en la bebida [62].
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Los principales acidos que podemos encontrar en los jugos precedentes de las uvas
son el acido tartarico y malico. El vino también cuenta en su composicion con
acidos citricos que se presentan en concentraciones mas bajas [62]. Por (ltimo,
durante la Gltima etapa de elaboracion del vino, nos encontramos con acidos como
el acido lactico, el cual también juega un papel importante en el resultado final del
producto.

Los fenoles también son algunos de los componentes en los que es rico el vino. Son
estos compuestos, los que han atraido un especial interés debido a su actividad
antioxidante y su importante influencia en las propiedades organolépticas [62]. En
particular, los acidos fendlicos, como el galico el Catecol y el Cafeico han sido
estudiados por su capacidad antioxidante y por actuar como dilatador venoso [62].

Los antioxidantes presentes en un vino, no solo son beneficiosos para la salud sino
que ademas estan intimamente relacionados con la calidad de los alimentos y
bebidas ya que contribuyen a sus caracteristicas organolépticas. Ademas, dichos
compuestos son un punto clave en la preservacion de alimentos.

Las ventajas beneficiosas para la salud de estos compuestos, derivan
principalmente de la accion de los antioxidantes como liberadores de radical libre e
inhibidores de la oxidacion de la lipoproteina. En este sentido, existen evidencias, de
que las propiedades antioxidadantes del vino recaen directamente en los
compuestos fendlicos. Por ello, los antioxidantes y su deteccion en vinos, sera uno
de nuestros principales objetivos a lo largo de este proyecto.

Las razones por las que su estudio es tan importante no se quedan aqui, ya que, los
compuestos fendlicos del vino, incluyen un gran grupo de especies quimicas que
afectan al sabor al color y a la sensacion en la boca que se obtendra en el vino final.

Al introducirse en el estudio de la actividad antioxidante de los vinos, ha sido
recomendado en diferentes bibliografias consultadas, el uso de multiples métodos
de estudio, de forma que, se relina diferente informacion. No todos los
antioxidantes reaccionan con ciertas especies de oxidacion pero pueden hacerlo
con otras. Como consecuencia, diferentes métodos proporcionan informacion
complementaria [8,9].

Hasta el momento, muchas de las técnicas usadas en la deteccion de antioxidantes
han sido desarrolladas para el analisis de muestras a nivel de laboratorio que
requieren de técnicas pretratamiento complejas y lentas. Por ello la introduccion de
nuevas tecnologias, como es el uso de electrodos a base de carbono y modificados
con nanoparticulas, ha sido de tanto interés en el ambito vitivinicola.

Debido al interés de determinar estos compuestos, que son tan importantes en la
calidad de la uva y el vino, no solo se ha intentado desarrollar sensores, sino que,
ademas, se han llegado a desarrollar biosensores, como alternativa a técnicas de
laboratorio tradicionales. Las principales razones son su reducido precio y la
simplicidad de las herramientas necesarias.
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En concreto, en la deteccion de antioxidantes, con biosensores ha sido hasta ahora
con el uso de sensores amperométricos en los que se han inmovilizado tres
encimas principalmente, lacasa, tyrosinasa y/o peroxidasa.

Este tipo de sensores para el analisis de antioxidantes es muy prometedor y
representa una alternativa muy llamativa para la deteccion de estos compuestos,
pero alin es necesario un mayor trabajo futuro para eliminar o determinar el origen
de las interferencias observadas en este tipo de analisis.

Asi mismo el hecho de que la astringencia y la acidez del vino estén relacionadas,
nos da a entender que los fenoles y los acidos estaran presentes en forma de
mezcla en un vino. Por tanto, es de gran interés el estudio de sensores modificados
con nanoparticulos o biosensores, capaces de distinguir entre los elementos de la
mezcla, tal y como se ha comentado en los lltimos parrafos, y tal y como se
presenta en los objetivos de este proyecto.

2.6.2. Azlicares

Dentro de los azlicares podemos encontrarnos tres tipos distintos en funcion del
niimero de sacaridos que contienen:

- Monosacaridos o azlicares simples, como la glucosa o la fructosa.

- Disacaridos, compuestos de dos sacaridos en la cadena. Pertenecen a este
grupo la lactosa, la sacarosa o la maltosa.

- Oligosacaridos, compuestos por tres sacaridos en la estructura. Pertenecen
a este grupo la maltotriosa o rafinosa.

Debido al importante papel de un aziicar como la glucosa en este proyecto se
describira en otros apartados este compuesto en mas profundidad.
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CAPITULO lIl. Desarrollo

En este apartado se desarrolla el grueso del proyecto antes de mostrar los
resultados obtenidos tras la experimentacion realizada en los meses de
investigacion.

Primero se comentara y explicara brevemente cual ha sido el método de
experimentacion y medida utilizado, la voltametria ciclica. A continuacion se
desarrollarara el procedimiento de fabricacion de los electrodos, tanto de pasta de
carbono como las modificaciones de estos, asi mismo, se explicara cual es el
método de modificacion para obtener biosensores. El siguiente y (ltimo paso sera
mostrar el material necesario para realizar las medidas necesarias en el
laboratorio.

3.1. Método de experimentacion y medida

En el presente proyecto se han realizado un gran nimero de experimentos de
laboratorio, y como se desarrollara durante la exposicion de los resultados
obtenidos en posteriores apartados, no solo el proceso, pero también el material
utilizado es de gran importancia a la hora de poder comparar resultados y poder
evaluar la reproducibilidad de los datos obtenidos.

Dentro de la quimica analitica, campo en el que se desarrolla el presente proyecto,
se encuentran, diversas técnicas electroquimicas para determinar las
caracteristicas de un analito, como por ejemplo las que aparecen en la imagen 16.

Cronoamperometria

_—

Cronopotenciometria

Voltametria

\ /

Elecrogravimetria Gravimetria

\_/

Imagen 16. Esquema de las técnicas electroquimicas para la deteccion de un analito

43



En el presente proyecto se utilizara como técnica de analisis electroquimico para la
caracterizacion de analitos la voltametria ciclica. A continuacion explicamos
brevemente en qué consiste.

3.1.1. Voltametria ciclica

La voltametria es un grupo de técnicas electroquimicas en las que se tiene una
respuesta corriente frente potencial de un electrodo polarizable en una solucion que
se analiza.

El interés de estas técnicas reside, en el estudio de los cambios de corriente funcion
del potencial aplicado a través de una celda electrolitica. Estos cambios nos daran
una idea de que solucion se analiza y nos posibilita el trabajar a bajas
concentraciones de analito.

El proceso de una voltametria se basa en una electrélisis de una o mas especies
electroactivas, que se plasma en un grafico intensidad-corriente denominado
voltamograma. La electrolisis consiste en una oxidacion y reducciéon de un analito
que se encuentra en la celda electrolitica, debido a una aplicaciéon de potencial a
través de un electrodo de trabajo.

El analito que se pretende analizar en una voltametria posee una especie
electroactiva que sera la que realmente se detecte mediante este proceso. Para
ello, es necesaria la creacion de una celda electroquimica, que en el caso de este
proyecto sera de tres electrodos (referencia, trabajo y contraelectrodo), y por
supuesto una disolucion en la que se encuentre nuestro analito.

Un esquema de la configuracion de una celda electrolitica se representa a
continuacion en la imagen 17.

ET ER EA

AVeD +— EMCtroito
P Al
ET - eloctrodo de trabajo AV voltape aplicado entre ET y E
ER : oloctroco de referencia Ale0: comente a travis oo ET y EF
EA  eloctrodo auxiar \1 comente a aves oo ET y E2

Imagen 17. Esquema de configuracion de una celda electrolitica tipica de tres electrodos
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En la celda electrolitica se origina una diferencia de potencial entre el electrodo de
referencia (RE) y el de trabajo (ET) y existe una medicion de intensidad entre el
electrodo de trabajo (ET) y el electrodo auxiliar o contraelectordo (EA).

En el presente proyecto se ha trabajado en la fase experimental con un electrodo de
referencia Ag|AgCI/KCI 3M, uno de los mas utilizados como electrodo de
referencia a la vez que los calomelanos saturados. El electrodo de referencia
consta de un hilo que se recubre con AgCI (cloruro de plata), este se localiza en una
solucion de cloruro potasico (KCl) 3M. Se puede observar un esquema tipico de este
electrodo a continuacioén.

Hilo de plata

Solucion de KCl recubierto con AgCl

Punta de ceramica
porosa

Imagen 18. Esquema tipico de un electrodo de referencia

El electrodo de referencia se encarga de medir la diferencia de potencial que hay
entre él y el electrodo de trabajo. Este electrodo se encontrara constante a dicho
potencial.

En cuanto al contraelectrodo o electrodo auxiliar, se trata de un material conductor,
que trasmite la corriente desde la fuente al electrodo de trabajo a través del analito.
Durante la fase experimental se utilizé un hilo de platino de 1 mm de diametro
como contraelectrodo.

Por altimo el_electrodo de trabajo, del que existen una gran variedad de opciones de
sustratos. En este proyecto se ha utilizado una matriz base de pasta de carbono
modificada con otros elementos como catalizadores y enzimas, que modifican las
propiedades de este.

El electrodo de trabajo es la parte mas importante en el desarrollo de la
investigacion y sera desarrollado en profundidad tanto su fabricacién, como su
utilizacion y por supuesto, la respuesta que nos ofrece ante distintos analitos
analizados. Como electrodo de trabajo también se empleara en el desarrollo de
este proyecto biosensores.
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En la celda electrolitica se originan las reacciones que nos proporcionan las
distintas senales que podemos observar en un potenciostato. Estas reacciones de
reduccion u oxidacion de una especie contenida en una disolucion se obteniendo en
un cierto potencial de trabajo, para esos puntos se producen aumentos de
intensidad que se traducen como picos en los voltamogramas.

Los voltamogramas que observamos en el potenciostato, componente que
proporciona el voltaje de polarizacién y que mide la intensidad de corriente
producida en el proceso, son caracteristicos de una concentracion, de un electrodo,
del analito que se esté analizando, de la velocidad de reaccion... etc.

Es decir, obtenemos una seial lnica que nos relaciona nuestro electrodo de trabajo
con el analito que se esta midiendo, este voltamograma pasa a ser, de algliin modo,
la huella dactilar de nuestro sensor en ese analito.

El proceso de obtencion de un voltamograma sucede en el interior del potenciostato
con las diferencias de potencial e intensidades que este mide en la celda
electroquimica. Se genera a partir de una funcion de barrido una tension que se
aplica a los electros, se mide una respuesta en forma de intensidad y se
representan ambas variables en el voltamograma.

Los voltamogramas, por tanto, dependen de la funcion de barrido que se introduzca
en el potenciostato, algunas de ellas son la onda cuadrada, el impulso
diferencial...etc. Ademas de la técnica de analisis utilizada para la medicion de la
senal, en nuestro caso la voltametria ciclica tal.

Imagen 19. Esquema de un ciclo de voltametria ciclica tipico

En el presente proyecto se ha utilizado una voltametria ciclica cuya funcion de
barrido aparece en la imagen 20 en la esquina superior izquierda.
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Imagen 20. Esquema de barrido (arriba izquierda), fendmeno de repetitividad voltametria
ciclica (abajo izquierda), puntos caracteristicos de un voltamograma ciclico (derecha)

La voltametria ciclica se basa en la variacion de potencial en un electrodo
estacionario colocado en una disoluciéon no agitada, de forma que esta disolucion,
genera una senal o funcién de barrido triangular como en la imagen 21.

Eg Barrido
N mverso
EW)
E (1 o e :\l -

t(s)

Imagen 21. Senal o funcion de barrido triangular tipica

Como se puede observar en la figura anterior, el potencial oscila entre Eo y E1, valor
para el cual el barrido se invierte hasta que el potencial vuelve a su valor de inicio
Eo. Este ciclo se repetira tantas veces como la experimentacion asi lo requiera.

El potencial al que se produce la inversion se denomina potencial de cambio (Es).
Dicho potencial de cambio es un intervalo, variable en funcion del experimento.
Sera elegido en cada experimento ya que es donde tiene lugar la reaccion de
oxidacion o reduccion, controlada por difusion de una o mas especies.

La direccion de barrido puede ser positiva o negativa en funcion del estudio, lo cual
da pie a la necesidad de un convenio que en el presente proyecto se ha considerado
de la forma que sigue:

- Intensidades positivas seran las corrientes anodicas

- Intensidades negativas seran corrientes catodicas
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El punto de inversion del potencial Er, en la imagen 21, es decir puntos con el valor
de la tension mas alto que en el entorno, ya sea a intensidades positivas o
negativas, lo denominaremos pico. Dicho pico corresponde a puntos de reduccion u
oxidacion del analito en funcion del signo de la intensidad de corriente:

- Pico a intensidades positivas obtendremos picos de oxidacion

Pico a intensidades negativas obtendremos picos de reduccion

Estas relaciones entre tensiones e intensidad se observan en los voltamogramas de
forma similar a la imagen 22 en la que podemos observar un esquema general de
registro de intensidad en funcion de la tension aplicada. En él, se observa:

- Pico de reduccion para una intensidad de -0.6 mA 'y tension de -1.45V

- Pico de oxidacion para una intensidad de 0.8 mA y tension de -1.55 V

1.0f
08
06}
0.4
~ 02F

E 0.0

EMV)

Imagen 22. Voltametria ciclica y la representacion de los picos existentes en un
voltamograma ciclico

Teniendo en cuenta la informacién que nos proporciona un voltamograma,
podemos describir y caracterizar un analito a partir de reducciones y oxidaciones
(picos redox), por su morfologia y sus intensidades de corrientes producidas.

Existen varias propiedades en la voltametria ciclica de gran importancia a la hora
de describir el proceso y los resultados obtenidos en un voltamograma. Una de ellas
es la reversibilidad o irreversibilidad de un proceso redox calculada a través de la
respuesta obtenida en forma de voltamograma que se explica a continuacion.

Una de las caracteristicas que se van a buscar en un ensayo sera si el proceso es
reversible o irreversible. Para que nos encontremos en un proceso del primer tipo,
es hecesario que, al realizar el barrido inverso del potencial durante un
experimento, haya un desplazamiento a través de las posiciones de equilibrio de
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forma que se reduzca el producto de la electrélisis y se obtenga asi, el componente
inicial.

A la hora de medir la reversibilidad o irreversibilidad de un proceso se han de
cumplir una serie de condiciones relacionadas con los parametros basicos de la
voltametria:

- La diferencia de potencial entre ambos picos ha de cumplir:

59
AE = Eyyi — Ereq = Py mV

Ecuacioén 5. Diferencia de potencial entre picos
Siendo n el niimero de picos
- El potencial de aparicion de los picos no varia con la velocidad de barrido

- El cociente entre las intensidades de los picos de reduccion y oxidacion es 1,
es decir, ambas intensidades coinciden:

oni

=1

Ired

Ecuacion 6. Cociente entre intensidades

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

A la hora de realizar el proceso de la voltametria ciclica en el ensayo de los
sensores y biosensores se ha utilizado un potenciostato-galvanostato EG&G PARC
273y una celda electrolitica de tres electrodos similar a la comentada previamente.

3.2. Reactivos y disoluciones

Los reactivos utilizados durante el desarrollo de este proyecto han sido usados sin
ser purificados mas alla de la forma comercial en la que se obtuvieron, a
continuacion se muestran los reactivos utilizados, con sus datos técnicos,
laboratorios de compra y caracteristicas mas importantes.

Todos los experimentos, la limpieza y la base utilizada para disolver los tampones
quimicos y blancos, sera agua des-ionizada Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).
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La mayoria de las disoluciones obtenidas en el laboratorio a base de estos
reactivos, se han realizado, disolviendo los compuestos en una solucion de Tampoén
fosfato (Buffer Fosfato), en algunas ocasiones se ha utilizado Cloruro de Potasio.

3.2.1. Buffer Fosfato

El blanco de esta solucion de tampon quimico se ha realizado de la siguiente forma
para la obtencion de 500 mL

- NaH2P04 - 0.3659 g
- NaHPO4 > 0.2697 g
- Agua des-ionizada

Las caracteristicas de esta solucion es 0.01 M y pH 7, sera conservada en una
camara frigorifica, incluso durante semanas, y sellada con Parafilm de forma que
no se contamine cuando no sea usada.

Esta disolucion la utilizaremos para disolver analitos (acidos tartarico, malico galico,
para el catecol, y glucosa oxidasa), de forma que aportamos al medio un pH neutro,
lo cual es una caracteristica esencial a la hora de medir con enzimas, ya que estas
han de trabajar en un pH neutro.

3.2.2. Cloruro de Potasio

La disolucion de KCI que vamos a utilizar en este proyecto sera 0.1 My pH 5
aproximadamente. Se preparara a base de KCI obtenido de los laboratorios SIGMA-
ALDRICH disolviéndolo en agua des-ionizada. Las disoluciones realizadas seran en
grandes cantidades y seran cerradas y selladas al igual que el Buffer fosfato y
conservadas en una camara frigorifica.

3.2.3. Glutaraldehido

El Glutaraldehido es un compuesto quimico de la familia de los aldehidos. Ha sido
usado como elemento entrecruzador de las cadenas proteicas de las enzimas,
gracias a los vapores que a temperatura ambiente este compuesto expulsa. Se ha
utilizado Glutaraldehido al 25% en agua, de los laboratorios SIGMA-ALDRICH. Su
formula molecular es CsHsO2y una masa molecular de 100 g/mol.
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Se han tomado las precauciones de sellar correctamente la disolucién utilizada con
Parafilm y posteriormente papel de aluminio, para conservarlo congelado hasta su
siguiente uso.

H H

Imagen 23. Estructura molecular del Glutaraldehido

Asi mismo, y debido a que ha de ser conservado en el congelador para evitar el
desprendimiento de los gases utilizados en el entrecruzamiento de las cadenas, el
Glutaraldehido ha de sacarse aproximadamente 15 minutos antes de ser utilizado
para que este se descongele. Se colocara en la campana de seguridad durante este
proceso y en caso de que no haya dado tiempo a que se descongele en su totalidad
antes de ser utilizado, ha de situarse debajo del grifo con agua templada durante
unos segundos para poder utilizarlo correctamente.

3.2.4. Glucosa Oxidasa

La glucosa Oxidasa (GOD) es una glycopotreina de estructura rigida con un peso
molecular de 152 000 - 186 000 Da. Y consiste en dos cadenas idénticas de
polipéptidos, cada cual contiene una adenina dinucleétido de flavina centro de
redox, los cuales estan profundamente incrustados en la apoenzima. Como
resultado, incluso si la enzima se acerca a la superficie del electrodo, la distancia
entre el centro de esta adenina dinucleétido de flavina (FAD), y la superficie del
electrodo sobrepasa la distancia a través de la cual los electrones son transferidos
en una tasa medible, de forma que la transferencia directa del electrodo desde la
enzima hacia el electrodo no puede ser observada.

La forma de lanzar los electrones entre los centros redox de la glucosa oxidasa y el
electrodo es habitualmente mediante la aplicacion de mediadores electronicos de
transferencia creando asi la segunda generacion de biosensores [26].

Experimentos mas avanzados demuestran que el montaje de la glucosa oxidasa
retiene su actividad catalitica. En presencia de oxigeno, la enzima reducida es
oxidada muy deprisa en la superficie el electrodo de la forma:

GOD-FADH2+02 - GOD-FAD + H202

La regeneracion catalitica de la enzima en su estado de oxidacion causa la pérdida
de reversibilidad y el crecimiento del pico de reduccion. En consecuencia, la adicion
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de glucosa modera la reaccion electrocatalitica conduciendo a la disminucion de la
corriente de reduccion. Esta disminucion de la corriente de reduccion ha sido
empleada para determinar la concentracion de la glucosa y probar la actividad
enzimatica de la glucosa oxidasa [33].

En concreto el tipo de Glucosa oxidasa que se va a utilizar en este proyecto sera o-
D-glucosa de SIGMA-ALDRICH

Compuesto de formula molecular CsH120s con masa molecular de 180 g/mol y
densidad de 1.54 gr/cms.

HO

O
OH

HO OH

OH

Imagen 24. Compuesto de la GOX utilizada en el proyecto (izquierda), estructura molecular
de la Glucosa Oxidasa (derecha)

3.2.5.Catecol

El Catecol sera uno de los reactivos que se van a utilizar en este proyecto a la hora
de la obtencion de disoluciones para analisis de analitos con los sensores
desarrollados en el proceso experimental.

El Catecol recibe otros nombres como 1,2-didroxiodobenceno o pirocatecol, posee
una formula estructural CsHsO2, un peso molecular de 110.1 g/mol y densidad de
1.34 g/cms3. El reactivo utilizado en la experimentacion ha sido obtenido en los
laboratorios PANREAC SINTESIS.

El aspecto comercial son cristales de plumas blancas, con facilidad de disolucion en

on |

"=
OH =%

Imagen 25. Estructura molecular del Catecol (izquierda), compuesto quimico Catecol
utilizado en el proyecto (derecha)
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Para el Catecol se ha utilizado Buffer Fosfato como disolvente. Ha de tenerse en
cuenta que la disolucién ha de utilizarse en el momento en el que se realizo, y esto
es por la rapidez con que se oxida el Catecol. En el momento en el que no se esté
utilizando, es necesario tapar el matraz en el que esté preparada con papel de
aluminio y ponerla en el frigorifico.

3.2.6. Acido tartarico

Utilizaremos como analito acido tartarico o también conocido como 2,3-
dihidrixibutanodioico, es un compuesto organico polifuncional cuyo grupo principal
es el carboxilo, su formula molecular es C4HesOs , tiene un peso molecular de 150
g/mol y una densidad de 1.79 kg/m3 obtenido de SIGMA-ALDRICH

Imagen 26. Compuesto Quimico del Acido tartarico utilizado en el proyecto (izquierda),
estructura quimica del Acido tartarico (derecha)

3.2.7. Acido Galico

Al igual que el acido Tartarico, el Galico es un acido organico, conocido también
como acido 3,4,5 -trihidroxibenzoico, y se encuentra formando parte de los taninos.
Su formula molecular es C7HsOs con un peso molecular de 170 gr/mol y densidad
de 1.694 kg/m3. En este proyecto se ha utilizado el producto procedente de SIGMA-
ALDRICH

O~ OH

HO OH
OH

Imagen 27. Compuesto del Acido Galico utilizado (izquierda), estructura quimica del Acido
Galico (derecha)

53



3.2.8. Acido Vanilico

El acido Vanilico es conocido también como 4-hidroxi-3-metoxibenzoico,
perteneciente al grupo de los acidos dihidroxibenzoicos, dentro de los fenoles
naturales que se encuentran en alimentos. Su formula molecular es CsHsO4 con
peso molecular de 168 g/mol. Se ha adquirido en SIGMA-ALDRICH.

OH

HO
OCH3

Imagen 28. Estructura quimica del Acido Vanilico (izquierda) y compuesto quimico utilizado
(derecha)

3.2.9. Acido Malico

El acido Malico es uno de los acidos mas abundantes de la naturaleza, y es también
conocido como 2- hidroxibutanodioico cuya féormula molecular es C4Hs0s y su peso
molecular es 134 g /mol y una densidad de 1.609 gr/cm3. El producto utilizado ha
sido adquirido en SIGMA-ALDRICH.

{4

O OH
o o
O

Imagen 29. Compuesto quimico utilizado para el Acido Malico (izquierda) y estructura
quimica del Acido Malico (derecha)
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3.2.10. Pirogalol

El Pirogalol es un fenol y es conocido también como 1,2,3 - benzenotriol su formula
molecular CeHeO3 con masa molecular de 126 g/mol y una densidad de 1.45
gr/cms,

OH

HO OH

Imagen 30. Estructura quimica del Pirogalol

3.2.11. Tirosinasa

La Tirosinasa también conocida como monofenol monooxigenasa, es una enzima
que cataliza la oxidacion de fenoles y es muy extendida en plantas y animales.

Esta enzima lleva a cabo la oxidacion de fenoles como la Tirosina y Catecol,
compuesto principal en la investigacion usando dioxigeno. En presencia de Catecol,
los hidrogenos extraidos de este se combinan con el oxigeno para formar agua y
benzoquinona tal y como aparece a continuacion en la imagen 31.

OH 0
OH Catecol 0
1 oxidasa
+ i 02 — + HO
Catecol Benzodquinona

Imagen 31. Estructura de la Enzima Tirosinasa (izquierda) y reaccion de oxidacion del
Catecol gracias a la enzima Tirosinasa (derecha)
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3.2.12. Lacasa

Es una enzima perteneciente al grupo de las oxidasas de cobre azul. Catalizan la
oxidacion de un subtrano organico o inorganico y la reduccion de oxigeno
moleculara agua, por medio de un mecanismo de transferencia de un electron tan'y
como aparece a continuacion:

Lacasa
4Ar-OH+02——=4Ar-0+2H20

En resumen cualquier substrato con caracteristicas similares al p-difenol puede ser
oxidado por la Lacasa, aunque esta enzima también puede oxidar substratos como
complejos metalicos organicos o inorganicos como ferrocianidas, anilinas,
benztioles, y otros compuestos biologicos cuyos potenciales redox son menores a
1v.

OH '-'I:l
i Lacasa
+ D; - | |
e
OH o]

Imagen 32. Mecanismo de reaccion de la Lacasa frente a los fenoles (izquierda) y sitio
trinuclear presente en las lacasa, cada centro de cobre esta enlazado al imidazol, cadena
lateral de la histidina, Cobre en color café y nitrégeno en azul (derecha)

3.3. Procedimiento fabricacion sensores

Durante el desarrollo del trabajo se desarrollaron los sensores y biosensores
necesarios para realizar las pruebas experimentales en el laboratorio. Para la
fabricacion de los electrodos se utilizé un procedimiento procedente del grupo de
investigacion de sensores de la Universidad de Valladolid.

El procedimiento tiene en cuenta la creacion del soporte material en el que ira
alojado el electrodo de pasta de carbono, y el desarrollo del propio electrodo a base
de una pasta de carbono modificada con nanoparticulas de TiO-.

3.3.1. Materiales utilizados

Los materiales que han sido necesarios para fabricar los electrodos han sido los
siguientes:

- Grafito Ultracarbon F purity
- Chuchara - Espatula
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- Vidrios de reloj

- Pipeta Pasteur

- Agente conglomerante (aceite mineral Nujol)

- Nanoparticulas modificadoras (TiO2)

- Balanza analitica de precision

- Soporte: jeringuilla PVC 1ml (Cod. 07642157 1ml BD Suministros Jimeno)
- 20 cm de cable Cu/Sn de 1.5 mm de diametro
- Tijeras, clter y pinzas

- Clips

- Mechero

- Papel de plata

- Papel de laboratorio

Todo el material de laboratorio que sera necesario usar durante la creacion de los
electrodos ha de estar escrupulosamente limpio, para ello utilizaremos jabon
neutro y agua, aclararemos con agua destilada y des-ionizada y se dejara secar en
papel de laboratorio hasta que no queden restos de agua.

3.3.2. Preparacion de la pasta

Dado que los sensores que se han fabricado son una modificacion de los electrodos
de pasta de carbono, introduciremos un material metalico con un gran efecto
catalizador para aumentar las prestaciones de los sensores, en nuestro caso seran
nanoparticulas de Titanio o también de TiO2, y por Ultimo el tercer elemento de la
pasta sera un aceite organico, en este caso utilizaremos Nujol, y desarrollara el
trabajo de agente conglomerante.

Las cantidades a utilizar seran tales que obtengamos una cantidad de pasta final
de entre 0.30y 0.40 g.

Las cantidades de cada material a utilizar ha de intentarse que sean siempre las
mismas, orientativamente las cantidades a usar seran las descritas a continuacion,
pero habra que anadirse mas Nujol o menos dependiendo de la consistencia de la
pasta.

La cantidad de Nujol que se anada a la pasta es una de las caracteristicas claves a
la hora de trabajar la mezcla hasta que esté lista para poder ser introducida en el
soporte material y formar el electrodo. De ello depende la consistencia de la pasta y
por consiguiente la calidad de la matriz de nanoparticulas del electrodo.

De la pasta final, 0.2 g, seran los elementos con nanoparticulas sélidos, es decir,
sin contar con el Nujol, y la adicién de este sera lo que conseguira que llegue la
mezcla hasta el peso total descrito en el parrafo anterior.

Las proporciones utilizadas en concreto seran las empleadas por Constantin Pretei
en la creacion de electrodos de pasta de carbono son:
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- Carbono: 17g
- TiO02:0.03 g
- Nujol: 0.15¢

El pesado de los componentes se ha realizado en una balanza analitica de precision
como la que aparece en la imagen a continuacién

Imagen 33. Balanza analitica de precision utilizada en la experimentacion

El proceso comienza utilizando un vidrio de reloj para pesar los componentes de la
pasta y se utilizara una balanza eléctrica. Colocaremos el vidrio de reloj en la
balanza y anotaremos su peso. A continuacion, sumaremos la cantidad
correspondiente de pasta de carbono, 17g.

El siguiente paso, sin mover el vidrio de reloj de la balanza, es pesar la cantidad de
0.03g de nanoparticulas de Titano o TiO2 y por Ultimo anadiremos el agente
conglomerante, Nujol, 0.15g.

Esta ultima adicion sera realizada con una Pipeta Pasteaur limpia, y se hara en el
borde del plato de vidrio gota a gota para que en caso de ser necesario retirar
aceite mineral, sea de manera limpia, sin retirar nanoparticulas de la mezcla.

Debido a que el agente conglomerante utilizado no es conductor su pesada ha de
ser hecha con precision y no ainadir mas Nujol del necesario para conseguir una
pasta con la consistencia y peso necesario.

El siguiente paso de la fabricacion de los sensores, es la homogenizacion de la
pasta, hasta obtener una mezcla totalmente homogénea, oscura y brillante.

Con una espatula de acero se acerca despacio la mezcla de grafito/dioxido de
Titanio al Nujol y se va mojando el polvo. Seguidamente ha de homogeneizarse al
maximo esta mezcla, para lo cual se trabajara durante 45 minutos.
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Imagen 34. Proceso de homogenizacion de la pasta de nanoparticulas para la creacion del
electrodo

En primer lugar se extiende la pasta en el centro del vidrio de reloj y con la espatula
colocada de forma plana, se van separando pequenas proporciones desde el centro
de forma radial y luego se junta toda la pasta en el centro y se vuelve a empezar.
Transcurridos los 45 minutos de trabajo continuado, la pasta tiene que quedar fina

y brillante.

Imagen 35. Apariencia de la pasta de nanoparticulas después del proceso de trabajo de 45
minutos

La pasta se guarda protegida de la luz (debajo de un folio) y se deja reposar 4-5

horas.

Imagen 36. Diferencia de aspectos entre la pasta de nanoparticulas de Carbono y la
modificada con nanoparticulas de TiO2
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3.3.3. Fabricacién de los electrodos

La jeringuilla de PVC sirve de soporte para el electrodo sélido. Esta consta de tres
piezas: el émbolo que tiene 4 ranuras, una caperuza negra de plastico en la que se
inserta el émbolo y el cilindro externo que termina en un estrechamiento destinado
a la insercion de la aguja y que en nuestro caso rellenaremos con la pasta sélida.

Imagen 37. Jeringuilla de PVC que se utiliza en la fabricacion de sensores (izquierda),
elementos constituyentes de la jeringuilla (derecha)

Previo a la carga de la pasta sélida en la punta de la jeringa tenemos que insertar
un hilo de Cu/Sn que posibilite el paso de corriente de la matriz electrédica al
potenciostato.

Imagen 38. Cable de Cobre utilizado en la creacion de sensores (izquierda), forma del cable
que utilizaremos para montar el soporte eléctrico con los extremos pelados (derecha)

El cable de cobre, que es necesario para realizar el circuito por el que pase la
corriente eléctrica, es de 20 cm de cable Cu/Sn de 1.5 mm de diametro. De esos
20 cm que se cortan habra que eliminar el aislamiento de plastico, por una orilla se
pelaran 2cm y por el otro tan solo 1 cm.

El extremo de 2cm sera la conexion al potenciostato mediante una pinza, y el
extremo mas corto sera el que esté en contacto con la matriz electrodica, pasta de
nanoparticulas.

Antes de crear el soporte solido del sensor es necesario dar tres pasos para adecuar
todos los materiales, este proceso se describe a continuacion:
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a) Extraccion de la caperuza negra de la jeringa y agujero de la misma: Se
hace un agujero en el centro, utilizando la punta de un clip quemado a la
llama que sujetamos con unas pinzas o alicates pequenos.

Imagen 39. Proceso de quema y perforacion de la caperuza en la que se localiza el
cable de Cobre

b) Es preciso limpiar la caperuza tras quemarla para eliminar cualquier
residuo. El proceso de limpieza se realiza con un clip himedo y papel de
laboratorio, se introducira el clip hiimedo varias veces en el orificio hasta
que al extraerlo no haya restos de suciedad. El agujero debe de ser
suficientemente grande para que quepa bien el hilo de Cu/Sn y el extremo
del émbolo que se insertara en dicha caperuza.

Imagen 40. Limpieza de la caperuza negra de la jeringuilla

c) Con un clip incandescente o con un clter se corta la parte final del émbolo,
siguiendo una de las ranuras originales de dicho émbolo y continuando
hasta el final de la bolita situada en el extremo (con cuidado de no romper
la conexion de la bolita con el resto del émbolo). Con esto obtenemos un
conducto continuado a lo largo del mismo. Este conducto servira para situar
el cable conector del electrodo.
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Imagen 41. Modificacion del émbolo de la jeringuilla para la colocacion posterior del cable
de Cobre

d) Fijar el cable en el conducto fabricado e introducir el émbolo con el hilo
dentro de la caperuza negra. El conjunto se inserta en el cilindro exterior de
la jeringa para lo que hay que ejercer un poco de fuerza. El final del cable
debe quedar a aproximadamente 2 mm del borde de la jeringa y se tiene
que procurar que quede recto, podemos ayudarnos con el extremo de un
clip. Este tercer paso conviene hacerlo con guantes para evitar ensuciar el
soporte. Alrededor de la parte superior del émbolo se enrolla el otro extremo

del cable.
)\

Imagen 42. Preparacion del soporte material del electrodo, proceso de montaje de izquierda
a derecha

Una vez ha transcurrido el tiempo de reposo de la pasta de 4-5 h se puede
comenzar a rellenar los electrodos.Antes de cargar la punta de la jeringa con la
pasta so6lida, debemos mezclar un poco la pasta. A continuacion, se extiende sobre
la parte central del vidrio de reloj.

Cogemos la jeringa, cuya punta queremos cargar, con una cierta inclinacién, unos
45° y la arrastramos delicadamente desde el extremo de la pasta hasta el centro,
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donde la colocamos perpendicular y picoteamos. Hacemos este proceso de nuevo y
la pasta que queda alrededor del extremo de la jeringa la depositamos poco a poco
dentro. Para ello nos ayudamos de una espatula.

Es importante no apretar la pasta hacia dentro del orificio, lo que se deba hacer es
desplazar la espatula de forma paralela sobre el agujero varias veces. Todo este
proceso hay que hacerlo muchas veces hasta que la punta de la jeringa se vea
opaca y con un color negro muy intenso. La jeringa cargada se deja toda la noche
reposando en posicion horizontal.

Imagen 43. Resultado final tras el primer relleno de los electrodos

El dia siguiente se volveran a rellenar las jeringas, la pasta se extiende sobre la
parte central del vidrio de reloj; cogemos la jeringa, cuya punta queremos cargar,
con una cierta inclinaciéon, unos 45° y la arrastramos delicadamente desde el
extremo de la pasta hasta el centro, donde la colocamos perpendicular y
picoteamos. El objetivo es alcanzar una matriz electrodica compacta en la que no
haya ninguln espacio de aire.

Una vez acabemos de rellenar por segunda vez los sensores picoteando al final,
limpiaremos la parte exterior de la jeringuilla con un trozo de papel, con cuidado de
no tocar la superficie del sensor que contiene la pasta de nanoparticulas, en este
punto del proceso nuestro electrodo ha de ser como aparece en la imagen 44.

Imagen 44. Resultado final del proceso de fabricacion de un electrodo completamente
relleno y homogéneo

Uno de los pasos que han de realizarse durante este proceso de fabricacion, es
identificar los electrodos correctamente, respecto a la pasta de nanoparticulas que
se ha utilizado en su fabricacion. Esto es importante, ya que los electrodos pueden
contaminarse facilmente con otro electrodo de nanoparticulas distintas, pudiendo
asi, modificar los resultados obtenidos. Por tanto los electrodos han de marcarse y
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especificar la pasta utilizada. Asi mismo hemos de cambiarnos los guantes cuando
trabajemos con distintas nanoparticulas por el mismo motivo anterior.

Como se puede ver en la imagen 44 hemos obtenido un electrodo cuya punta esta
totalmente rellena con pasta de carbono y nanoparticulas. También se aprecia la
homogeneidad en la matriz electrédica, tiene un color negro uniforme, brillante, y
no queda ningun orificio de aire.

Este es el aspecto que tiene un electrodo correctamente fabricado. Cualquier
deficiencia en su fabricacion, es causa de obtener una senal distorsionada o incluso
un sensor que no funcione en absoluto. Este dato quedara mejor documentado en
apartados siguientes, en los que se mostraran resultados de electrodos
defectuosos, justificando asi, la importancia del proceso de fabricacion.

Una vez estén limpios los electrodos, se partira un trozo de papel de unas
dimensiones aproximadas de 10x30 cm Yy se localizara en la superficie de la mesa
de laboratorio extendido. Respecto del borde izquierdo se deja un espacio de 10 cm
aproximadamente y se coloca el primer sensor teniendo en cuenta que la punta de
la jeringa ha de estar fuera del contacto con el papel.

Después de haber colocado la primera jeringuilla cogeremos la segunda a
continuacion lo mas pegada que podamos a la primera pero con cuidado de no
rozar la zona donde esta localizada la pasta de nanoparticulas.El siguiente paso es
colocar la tercera jeringuilla y por ultimo el trozo de papel que habia quedado libre.
Se dobla el trozo de 10 cm que se habia reservado de tal forma que cubra los tres
primeros sensores que se habian colocado y sobre el borde, lo mas cerca posible
del tercer sensor, se coloca el cuarto de forma que sujete el papel con el que hemos
cubierto las tres jeringuillas anteriores.

Una vez se han colocado los cuatro electrodos que se fabricaron de la forma
anteriormente descrita, a continuacion se hara un paquete con el papel libre que
nos ha sobrado. Lo que haremos es enrollar los cuatro electrodos en el papel
sobrante, y siempre teniendo cuidado de que no hemos de tocar o manipular la
superficie de las jeringuillas.

Imagen 45. Envoltorio de los electrodos en papel de laboratorio para colgarlos en posicion
vertical
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A continuaciéon se coge un trozo de papel de aluminio de unas dimensiones
suficientes como para cubrir el paquete de papel que se ha preparado
anteriormente.

Imagen 46. Proceso de reposo de los electrodos en posicion vertical mediante paquetes de
papel de aluminio.

Se colocan los sensores envueltos en papel colgados en posicion vertical de unas
pinzas de laboratorio sujetandolos para que no puedan descolgarse o caerse. Una
vez estén bien sujetos, se utilizara el papel de aluminio que habiamos preparado
antes, lo colocaremos tapando el paquete de sensores de forma que los sensores
estan ocultos de la luz, y se mantendran en esa posicion durante veinticuatro horas.

Se descolgaran los sensores al dia siguiente y ya como ultimas directrices, cabe
decir que antes de la utilizacién del electrodo, la superficie activa de este ha de ser
suavizada y homogenizada sobre un papel de filtro limpio.

Se recomiendan movimientos espirales sobre el papel, imponiendo una ligera
presion con el émbolo. Tras el uso de los electrodos, éstos pueden ser renovados
por eliminacion y nuevo suavizado de su capa superficial.

Este proceso lleva consigo un factor muy a tener en cuenta, la matriz debe de ser
compacta por lo que al ir retirando finas capas de pasta se quedaran espacios
huecos por lo que este proceso marcara la vida del electrodo.

3.4. Procedimiento fabricacion biosensores

3.4.1. Materiales utilizados

- Sensores ya fabricados y ciclados en blanco.
- Enzimas
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o Glucose oxidase G7141 Type X-S
o Tyrosinase from mushroom T3824-250KU ( Lot # SLBB1018U)
o Laccase from Trametes versicolor 53739
- Micropipeta Pluripet.
- Soporte para localizar los electrodos en vertical durante el proceso de
modificacion de los sensores
- Tapa para el vaso de precipitados donde localizaremos el Glutaraldehido
- Glutaraldehido
- Vasos de precipitados
- Cajade carton
- Papel de aluminio

Para la fabricacion de los biosensores partiremos del mismo procedimiento
experimental de la fabricacion de sensores.

Una vez tenemos nuestros electrodos ya preparados para ser utilizados para
ensayos, lo primero sera ciclar los sensores en nuestro blanco para conocer la senal
caracteristica de cada electrodo. Esto lo haremos en una disolucion de Buffer
fosfato de PH 7 en una concentracion de 0,01 M, aunque en alguna ocasion se
utilizara un blanco de disolucién de KCI 0,1 M.

Después de conocer la senal en blanco de nuestros sensores, se puede proceder a
la modificacion de estos, utilizando un elemento vivo como son las enzimas para
fabricar nuestros biosensores.

El procedimiento elegido entre los que hemos desarrollado en el apartado 2.3.3. es
decir, el proceso de Cross-linking y sera una combinacion de dos. Primero para la
inmovilizacion de la enzima utilizaremos primero la técnica de adsorcion y después
haremos un proceso de cross-linking o entrecruzamiento.

La eleccion del material biolégico a utilizar dependera del compuesto que
queramos medir principalmente, no obstante en el desarrollo de este proyecto se
han utilizado distintas combinaciones con el objetivo de determinar, el método mas
preciso en la deteccion de ciertos compuestos, especialmente azlcares.

Asi mismo, se ha buscado durante todo su desarrollo, un método no solo correcto,
pero, eficiente, para lo que se han desarrollado matices que ayudaran a aumentar
la vida del electrodo modificado con material biolégico.

A lo largo de este proceso de investigacion se han utilizado tres tipos de enzimas:

- Glucose oxidase G7141 Type X-S
- Tyrosinase from mushroom T3824-250KU ( Lot # SLBB1018U)
- Laccase from Trametes versicolor 53739
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La Glucosa Oxidasa sera utilizada para medir aziicares como es la glucosa. Mientras
que la Tirosinasa la utilizaremos a la hora de medir antioxidantes como el Catecol;
por Gltimo la Lacasa la utilizaremos cuando midamos un antioxidante como el
pirogalol.
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Imagen 47. Enzima Glucosa Oxidasa utilizada en el proyecto

3.4.2.Fabricacion de los viales de enzima

Para comenzar la creacion de biosensores lo primero es crear los viales de enzima
que seran utilizados en el proceso de inmovilizacion. Antes de explicar el proceso de
creacion de viales, es conveniente destacar la necesidad de las enzimas de ser
conservadas en todo momento congeladas o en hielo de forma que no se
desnaturalicen.

Se preparara un recipiente con hielo, preferentemente picado previamente, donde
localizaremos los eppendorfs, que ejerceran el papel de viales de las enzimas.

Se cogera la enzima que se quiera preparar para modificar los sensores, se saca del
congelador y se mantiene en el hielo picado mientras se coloca un eppendorf en la
balanza de precision. Se utilizara una espatula fina, esta se habra quemado a la
llama y dejado enfriar en papel de aluminio, ayudandonos de esta, haremos una
pesada de 5 mg de enzima.

A continuacion se anade 1ml de la disolucion de Buffer fosfato que se ha utilizado a
lo largo de todo el proyecto y se disolvera la enzima en ella. Este proceso se
denomina homogenizacion y se realizara con el eppendorf sumergido en el hielo. Se
necesita una micropipeta y una punta de 1 ml, se coge una medida con la pipeta y
la soltaremos de nuevo en el vial, muy despacio, evitando la formacion de espuma
en el vial. Se repetira dicho proceso tantas veces como sea preciso hasta que
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veamos que la enzima tiene un color amarillento homogéneo y se ha disuelto en su
totalidad.

Se cierra el vial y se prepara el resto de eppendorfs en los que se dividira el material
biolégico. Se cogeran 50 ul y se dispondran en los viales, siempre con ellos en hielo.
El aspecto de los eppendorfs terminados ha de ser como el que aparece en la figura
siguiente:

Imagen 48. Eppendorf preparado con Enzima Glucosa Oxidasa para ser conservado y
utilizado en el futuro en la fabricacion de biosensores

Una vez se tengan las muestras preparadas, se colocardn en un vaso de
precipitados de 100 ml, se sellara con parafilm y papel de plata, y se guardara en el
congelador hasta que tengan que ser usados.

3.4.3. Inmovilizacién de la enzima en el electrodo

Para el desarrollo de este proyecto se han utilizado dos de los métodos
mencionados como combinados. Durante la creacion de biosensores, se ha optado
por la eleccion de una adsorcion de la enzima en la superficie del transductor, tras
la cual se ha realizado un entrecruzamiento de las cadenas, obteniendo asi un
proceso de cross-linking en el desarrollo de los biosensores.

El proceso de adsorcion de la enzima se ha realizado mediante una doble
repeticion, en la que se han respetado los tiempos de adsorcion necesarios en
funcion del transductor y las condiciones ambientales en las que se realizara el
procedimiento. El proceso de entrecruzamiento posterior, se ha realizado
inmediatamente después de la tiltima adsorcion del material biologico.

Se comienza el procedimiento con el procedimiento de adsorcion de la enzima al
electrodo, para ello lo que haremos sera, en un vaso de precipitados se colocan
unos 20 ml de Buffer fosfato a temperatura ambiente en las mismas condiciones y
concentracion que el utilizado como blanco en los ensayos.
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En un principio, en la realizaciéon del proyecto se utilizd una misma disolucion de
Buffer fosfato para la adsorcion de la enzima en el electrodo, sin discriminar entre
las nanoparticulas que estos tuvieran.

Como ya ha sido comentado en el proceso de fabricacion de sensores, la
contaminacion de la pasta es uno de los factores que influyen en la respuesta de
estos ante un analito, es por ello que, en los Ultimos pasos de este proyecto, en la
creacion de biosensores se cambi6 el procedimiento de adsorcion de Buffer fostato,
colocando un vaso de precipitados con una disolucion para cada tipo de electrodo,
evitando asi una posible contaminacion.

El siguiente paso es colocar la enzima, la forma de proceder sera a partir de los
eppendorfs que se han preparado previamente con la enzima, cuyo procedimiento
ha sido desarrollado en el apartado anterior.

En este caso se utilizara como ejemplo la preparacion de unos electrodos para
medicion de un azlicar, como es la glucosa, por lo que la enzima que se utiliza es la
Glucosa Oxidasa.

Para la colocacion de la enzima, primero se mojan los electrodos en PBS (solucion
de buffer fosfato) durante 2 minutos.

El siguiente paso es colocar los sensores en un litil en él que estos se queden en
posicion vertical, con la punta hacia arriba para dejar que la enzima se adsorba
simplemente al aire como aparece en la Imagen 49.

Imagen 49. Posicionamiento de los electrodos para ser modificados con enzimas durante el
procedimiento de fabricacion de los biosensores

Una vez se tengan los electrodos en la posicion deseada, el siguiente paso es
preparar la enzima para su colocacion en el electrodo. La enzima ha de estar
totalmente descongelada antes de ser colocada, por ello se sacara el material
biolégico del congelador y se movera el eppendorf entre los dedos, para
descongelarla. A continuacion con ayuda de una micropipeta como la que aparece
en la imagen 50 y con una punta de 1 ml homogenizaremos la enzima de la misma
forma que hicimos cuando preparamos los viales. Realizaremos movimientos
verticales con la micropipeta de 200 ul, cogiendo y soltando la enzima con mucho
cuidado de no crear espuma.
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Imagen 50. Micropipeta de 200 ul utilizada para el proceso de modificacién de sensores

Una vez la enzima esté totalmente homogeneizada, tal y como aparece en la
imagen 51 se puede depositar en los electrodos con la ayuda de la micropipeta.

Imagen 51. Enzima homogenizada preparada para ser utilizada en la deposicion en los
electrodos durante el proceso de adsorcion

Hay que comprobar primero que no quede una gota de PBS en la superficie del
sensor, de haberla, con la ayuda de un papel de laboratorio con cuidado de no
danar la superficie del electrodo se secara dicha gota.

Se depositara entonces, una gota del0 pl de la enzima, en este caso Glucosa
Oxidasa, en la superficie del sensor con la pasta de nanoparticulas visible.

Imagen 52. Localizacion de la gota de enzima sobre los sensores durante el proceso de
adsorcion de la enzima
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Para le deposicion de la gota, se procedera con mucho cuidado, pues no queremos
danar el electrodo, nos aproximamos despacio con la pipeta y dejamos salir la gota
de enzima como aparece en la imagen.

Una vez esté cerca de desprenderse de la punta de la micropipeta, nos acercamos
al electrodo y dejaremos que la gota de enzima toque la pasta de nanopatrticulas.
Entonces, presionamos del todo la micropipeta para soltar la gota, con precaucion
de soltar todo el contenido de la alicuota, moviéndola ligeramente hacia los lados
para procurar que la enzima queda perfectamente colocada en el centro de la
punta del electrodo, tal y como aparece en la imagen 53.

Imagen 53. Detalle de la localizacion de la gota en la superficie del sensor

El siguiente paso sera esperar a que la gota de enzima colocada se seque, teniendo
los electrodos al aire a temperatura ambiente.

El proceso de adsorcion con secado al aire tarda entre unos 30 y 45 minutos
dependiendo de la temperatura ambiente del lugar. El eppendorf con la enzima se
dejara en el frigorifico a una temperatura fria para evitar que se desnaturalize la
enzima mientras la gota que se localiza en el electrodo se seque.

Una vez la gota se haya secado por completo, se pondra una segunda gota,
siguiendo el procedimiento anteriormente descrito, teniendo en cuenta que esta
segunda vez la gota tardara ligeramente mas en secarse.

Cuando falten aproximadamente unos 15 minutos para que se seque la segunda
gota, sacaremos el Glutaraldehido al 25 % en agua y se dejara en la campana de
seguridad para que se descongele siempre cerrado, para que los gases que produce
no se escapen, ya que son estos los que producen el efecto de cross-linking entre
las cadenas de la enzima. Como precaucion de seguridad dejaremos la campana
encendida siempre que estemos trabajando con el glutaraldehido.
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Imagen 54. Localizacion del glutaraldehido en la campana de seguridad durante el
descongelamiento de este para ser utilizado en el entrecruzamiento de la Enzima

El segundo paso del procedimiento seria el de cross-linking. Para ello se cogen los
electrodos y se separaran del (til que se ha utilizado durante la adsorcion de la
enzima, y se colocaran en el vaso de precipitados en el que esta el Glutaraldehido
descongelandose con la ayuda de una tapa de cartulina con la forma de vaso de
precipitados con unos orificios donde iran colocados los sensores.

Imagen 55. Elemento auxiliar para tapar el Glutaraldehido y localizar los sensores
modificados durante el proceso de Cross-linking

Hemos de conseguir que el cierre del vaso de precipitados y de la cartulina que
sujeta los sensores sea lo mas hermético posible, esto lo realizaremos con la ayuda
de un (til de laboratorio como es el parafilm, dando varias vueltas en la unién para
evitar la fuga de los gases que aparecen cuando se descongela el Glutaraldehido.

Se colocaran los electrodos en los orificios de la cartulina de forma que queden con
la superficie de pasta de nanoparticulas dentro de los gases del Glutaraldehido y se
dejaran en posicion vertical durante 20 minutos.

72



Efecto Catalitico de las nanoparticulas de TiO2 en sensores y biosensores de grafito

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

\

Imagen 56. Proceso de Cross-Linking para los electrodos

Cuando haya transcurrido este tiempo se dejaran secar los electrodos una vez mas
al aire durante 15 minutos. Y por lltimo se volveran a meter en una disolucion de
PBS durante 30 segundos.

Para finalizar el proceso de fabricacion, se colocan los biosensores en una caja en
posicion horizontal, se les tapa con papel de aluminio y se cerrara la caja,
posteriormente se metera dicha caja con los biosensores al frigorifico a baja
temperatura hasta que sean utilizados.

3.5. Medicion de senales y resultados

Para la medicion de seihales y resultados, de nuestros electrodos durante la
experimentacion, una vez ya hemos fabricado los sensores y biosensores,
necesitaremos material de laboratorio y disoluciones que seran descritas en este
apartado.

3.5.1. Materiales utilizados

Para el desarrollo del procedimiento de ensayo se han utilizado los siguientes
elementos:

- Matraces de 50,100,200,500, y 1000 mL
- Vasos de precipitados de 5, 25,50, 10 mL
- Espatulas

- Vidrios de reloj
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- Eppendorfs

- Probetas

- Pipetas Pasteur

- Parafilm

- Tijeras

- Guantes de latex

- Papel de aluminio

- Mechero

- Micropipeta Ecopipette

- Reactivos

- Electrodo de trabajo

- Contraelectrodo

- Celda Electroquimica de 3 electrodos

- Potenciostato-galvanostato EG&G PARC 273
- Agua des-ionizada Milli-Q (Millipore, Bedford, MA)
- Papel de laboratorio

- Septum

3.5.2. Mediciones electroquimicas

Para realizar las mediciones electroquimicas, primero es necesario crear una celda
electroquimica para ello es necesario los siguientes elementos:

- Electrodo de trabajo, en nuestro caso contaremos con los electrodos de
pasta de carbono, y los electrodos modificados, ademas de los biosensores.

Imagen 57. Electrodo de trabajo preparado y listo para utilizarse

- Electrodo de referencia, usaremos un electrodo Ag/AgCl/KCl 3M. Para su
utilizacion es necesario purificarlos mediante el lavado del extremo con
agua pura des-ionizada. Una de las caracteristicas principales que ha de
tener este electrodo es que no quede ninguna burbuja de aire dentro de la
disolucion exterior, de las dos que lo componen, para que la transmisién de
la senal sea buena.
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Imagen 58. Electrodo de Referencia utilizado en el proyecto ya montado en su totalidad

- Contraelectrodo, en el desarrollo del proyecto se ha utilizado un hilo de
platino. Al igual que el electrodo de referencia, es necesario purificarlo y
limpiarlo, esto se hace quemando el extremo que estara en contacto con la
disolucion analito y posteriormente se utilizara agua desionizada para
limpiar perfectamente el hilo de platino. Se secara para eliminar los Ultimos
restos con papel de laboratorio. Ha de tenerse cuidado de que en ningin
momento la pinza que sujeta el hilo de platino entre en contacto con la
disolucion de analito, de forma que se cree un cortocircuito y no
obtengamos una buena lectura.

Imagen 59. Contraelectrodo de Platino utilizado en el desarrollo del proyecto

Es importante que durante los periodos en que los electrodos no se estén utilizando
en la celda para realizar analisis, estos estén colocados de forma que no se
contaminen ni deterioren, en nuestro caso se utilizan estructuras de sujecion de
tubos de ensayo como los que aparecen en la Imagen 60.

Imagen 60. Rejilla utilizada para el descanso de electrodos
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Para localizar la disolucion del analito, se utiliza una celda, de dos tamanos, en
funcion de la cantidad que necesitemos para trabajar. Seran como las que
aparecen a continuacion

Imagen 61. Celda utilizada para el analisis de analitos durante el proyecto, de 25 ml
(izquierda) y de 50 ml (derecha)

Todos los elementos los sujetaremos en una util de sujecion donde se localiza el
accesorio que servira para cerrar nuestra celda y donde se localizan los electrodos
de trabajo, de referencia y de contra.

Imagen 62. Accesorio de sujecion de la celda utilizada para el analisis de analitos

Para comenzar el proceso de medida sera necesario colocar los electrodos en la
configuracion de trabajo elegida. Esta configuracion ha de conservarse a lo largo de
toda la experimentacion, ya que influira en los ciclos de la voltametria, dando lugar
a variaciones, de forma que no seriamos capaces de comparar resultados.

Ademas, todos los orificios que no sean utilizados para localizar electrodos han de
ser tapados con septums, de forma que no entre aire dentro de la celda electrolitica
durante su uso en una medicion. Por esta razon, los electrodos utilizan unos
accesorios de goma que se adecuan al orificio de la celda y el diametro de los
electrodos para evitar la entrada de aire.
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Por ultimo, la posicion de los electrodos ha de ser muy cuidada, no solo en cuanto
su localizacion, pero en la rectitud y la distancia entre electrodos, ya que esto
influira en la forma de la voltametria obtenida. Se pretende que los electrodos
estén lo mas verticales posibles y de forma que haya equidistancia entre ellos.

La configuracion elegida en esta experimentacion ha sido la siguiente

Contraelectrodo

Electrodo de
Referencia

Electrodo de trabajo

/

Imagen 63. Configuracion de trabajo utilizada en el proyecto

Para establecer el potencial de polarizacion que es necesario, registrar la densidad
de corriente para cada valor de potencial y representar los resultados con ayuda del
software elegido, ha sido utilizado el Potenciostato/Galvanostato PARSat 2273.

PARSTAT 2%_ 73

Imagen 64. Potenciostato/Galvanostato PARSat 2273

El potenciostato/Galvanostato se une a los electrodos mediante cables, la
disposicion para este setup es el siguiente:

- Cable blanco, sera el que se una al electrodo de referencia
- Cable rojo, sera el utilizado para unir el contraelectrodo
Cable verde, se utilizara para unir el electrodo de trabajo

Por dltimo, las mediciones se han realizado con ayuda del software
Electrochemestry PowerSuite, de Princeton Applied Research. Este ha sido utilizado
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para representar y generar graficas de resultado de los analisis a las que se ha
realizado un tratamiento de datos.

Electrochemistry PowerSuite™
Princeton Appiled Research _

Imagen 65. Software Electrochemestry PowerSuite

En ocasiones también se ha utilizado también CorrWare para la realizacion de los
ensayos y su correspondiente visualizador CorrView2

Ga L

CorrView 2

Imagen 66. Software CorrWare / CorrView

En el desarrollo de la investigacion, para obtener los analitos utilizados para la
caracterizacion de los electrodos se han utilizado distintas disoluciones.

Para todas ellas se ha utilizado agua destilada y des-ionizada MilliQ MILLIPORE,

Imagen 67. Sistema agua destilada y des-ionizada MilliQ MILLIPORE

Para la medicion de las cantidades de reactivos a utilizar en las disoluciones, se
utilizara la misma balanza digital analitica que se utilizd en la pesada de las
cantidades de nanoparticulas a utilizar en la fabricacion de los electrodos. La escala
de la balanza es de 104 g.

También se utilizara un dispositivo de ultrasonidos para disolver el soluto en caso
de que el disolvente este a una temperatura baja y no se pueda disolver
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correctamente el reactivo o en caso de que esté muy concentrado. En esta
experimentacion se ha utilizado Selecta Ultrasons que aparece a continuacion:

Imagen 68. Sistema de ultrasonidos Slecta Ultrasons
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CAPITULO IV. Resultados

En este apartado se procedera a mostrar los resultados obtenidos en los ensayos
realizados durante el proyecto utilizando los sensores y biosensores descritos en el
apartado anterior.

Para la realizacion de las experimentaciones se han utilizado dos softwares, como
ya se ha comentado, a la hora de realizar las mediciones los primeros pasos que
han de darse son la determinacion de los parametros de ensayo.

Se utilizara como ejemplo el software Electrochemestry PowerSuite, de Princeton
Applied Research, siendo el proceso semejante con CorrWare.

Para determinar las caracteristicas de nuestro ensayo nos hemos de fijar en el
electrodo de trabajo que vamos a usar y el analito que queremos medir. En el caso
de esta investigacion se han utilizado sensores voltamomeétricos, y es por ello que
se utilizaran voltametrias ciclicas a la hora de realizar las mediciones.

Como aparece en la imagen 69 haremos click en “Experiment - new” para
comenzar con nuestro ensayo.

Z 23MayagrafitonanolcatecolK - PowerSuite = =
Experiment | Edit View Tools Help

Mewr... !J

Open...

Close Bun ] Fits ]
Save Data As...

Reference Cycle: 1 of &
Save As Template... .\l
I
Print Preview... E 1 T
Print... Ctrl+P O-1,00 WV 11,7 pa 299 = -~
O-996, mv -11,7 pA 2899 =
Properties... 0-882, mv -115pA 258 s
O-928, oW 11,5 pa 298 s
1 23Maygrafitonanccatecolk O-884, mvV -114ps 298 s
O-980, mv -11,3 pa 297 s
2 23Maygrafitocatecolk 0896, m'v 11,3 pA 30,0 s
O-a78, mv -11,2 pa 297 s
3 CAL 23 M i Kl ' . .
Usersy...h, aygrafnano Ol a2 mv 111 pa 296 =
4 23Maygrafitonanc2catecolk O-992, W 10,9 paA 30,0 s
. O-968, mv 10,9 pa 2956 s
5 23MaygrafitonanodkCl C-954 mv 10,2 A 295 s
6 23MaygrafcatecolkClbis O-960, mv 10,7 uA 285 s
O-g28, m\v -10,7 pa 30,0 s
7 Ch\Usersh..\MRU\prueba O -956, mv -10,5 EA 295 s
8 C13 TYR catecol 0.4e-3 O-s84, mv-104 pa 301 5 v
9 gox glucosa 0.5 e-4 tio24 &7

0 kcl nanotiol2

Exit CA DS o ST O S h L OO R ST

Create a new experiment

Imagen 69. Seleccion del nuevo experimento a realizar

A continuacion, se elige el tipo de ensayo que queremos realizar, en nuestro
proyecto se va a utilizar dentro de PowerCV = Cyclic Voltammetry (Ramp), es decir,
un voltamograma ciclico en rampa como vemos en la imagen 70.
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Choose a technigue template g]

Current D atabase [grafito-titania)

|ettings\U zuario\E scritoriotE lenatgrafito-titanio.mdb Browsze. ..

+- 3 GEIS -
= g? PowerCan
+- ] Linear Sweep
+- ] Galvanic Step
+- ] Cyclic Polarization
+- ] Potential Step
+- ] OpenCircuit
+- ] Galvanic Swesp
= g? PowerCy
i amrnetry (R amp)
+- ] Uncompensated Resistance Determination
] + ﬁ Cyclic Wolkammetry [Staircase]
b = 5? PowerPulse
+- ] Recunent Potential Pulses
+- ] Recunent Galvanic Pulses v

Caomment:

Select the waveforrn graphically, enter the potentials, choose a scan rate,
and click Finish

Name of DataSet: Dan't commuricate with Instrument [

Run an Finish [

| Siguiente > | | Cancelar | Aypuda |

Imagen 70. Eleccion del template a elegir para la voltametria ciclica

Una vez se ha elegido el proceso electroquimico a usar, sera necesario elegir un
template que ha sido previamente guardado en el programa. En este
especificaremos, el potencial incial y los potenciales extremos. Ademas tenemos
que especificar el electrodo de referencia que estamos usando y el area de nuestro
contraelectrodo.

Debido a que la respuesta que obtengamos en el voltamograma depende del
analito que estemos ensayando, se han de guardar templates tipicos para cada
analito, por ejemplo, durante el desarrollo de mi proyecto se crearon templates
para el Buffer Fosfato, KCl, antioxidantes, acidos y glucosa ya que los potenciales de
barrido varian en cada caso.

No obstante, la eleccion de un template no implica la necesidad de utilizar los datos
que se hayan grabado en él, durante la configuracion del ensayo sera posible
modificar alglin dato, en caso que fuera necesario.

Tras seleccionar el proceso, haremos click en siguiente y la ventana que aparece en
el programa, nos pide la definicion de la celda electroquimica que vamos a utilizar
como se observa en la imagen 71.
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Cell Definition &‘

Comment

A Cyclic Voltammetry template with Two Yerter Potentialz. Enter Initial,
‘Yertex1, Yertex2, and Final potentials and Scan Rate / Step Time / Step

Height.
Instrument Area y tIpO del
Instrument Set: |F'AF|Stal 227301 SN 08255720 j I PoweBooster electrodo de trabaJO

Browse...

Working Electrode

Instrumento para la Type: |Solid Electiode ~| #wea1.00000000

medicion

Reference Electrode

Type: |AgAgCIKD [IM) =l .|
‘atential vs Momal Hpdrogen Electiode: 0.222 Valts

Tipo de Electrodo

de referencia
Imagen 71. Definicion de la celda para el ensayo

En nuestro caso, se seleccionara el instrumento utilizado para medir, en nuestro
caso, PARSat 2273.01 SN 08259720. Asi mismo, se seleccionara el tipo de
electrodo de trabajo en la lista desplegable pinchando en Solid Electrode, ya que
trabajamos con un electro de pasta solido, en este mismo apartado
especificaremos el area del electrodo que sera de 1.00 cm2. Por (ltimo se
determina el Electrodo de referencia que como se ve en la imagen 71 es un
electrodo de plata-cloruro de plata.

Se da a Siguiente, y aparecera una nueva ventana, donde podramos especificar los
parametros de la funciéon de barrido que queremos utilizar, tal y como figura a
continuacion:

Scan Definition &‘

‘wlaveform

Repeat N
Ep- Times
1 cycle

Initial Potential Ey: [0 0000 Wolke [ wvs Open Circuit Potential
Wertex Potential B4 [1 npoo Wolte [ ws Open Circuit Potential
Wertex Patential Ex: .0 5000 Wolte [ ws Open Circuit Potential

Scan rater |100.00000 mvis v

Cycles: |5

" Store Cycle: in addition to last

% Store All Cycles

Imagen 72. Determinacion de las caracteristicas de la funcién de barrido

Dependiendo del analito que se ensaye, esta ventana variara, mientras que las
anteriores son iguales para cualquier ensayo. Para definir correctamente la funcion
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de barrido, necesitaremos dar los valores de potencial que definen esta, una
velocidad de barrido y el nimero de ciclos que queremos realizar el barrido.

En el desarrollo de este proyecto se han realizado varias funciones de barrido
dependiendo del ensayo que se estuviera realizando. Una de las variables que se
han mantenido constantes independientemente del analito ha sido la velocidad de
barrido, siendo 100 mV/s en todos los ensayos. En algunas ocasiones, y ante la
necesidad de realizar cinéticas quimicas, para determinar como varia la senal ante
la velocidad de barrido, se ha de modificar este dato en estos casos se utilizan
velocidades variables desde 10 mV/s hasta 1000 mV/s.

El niimero de ciclos al inicio de la experimentacion se situé en 10, pero debido a los
largos tiempos de ensayo y a que la senal se estabilizaba en ciclos anteriores, se
decidié bajar el nimero de ciclos a 5. De esta forma se reduce el tiempo de ensayo
pero se consigue estabilizar la senal de tal forma que se pueda observar la senal
real del electrodo ante el analito y no una estabilizacion de la sefhal. En la tabla 3 se
muestra un resumen de todas las funciones de barrido utilizadas durante la
experimentacion, en funcion de la muestra a ensayar.

Analito Velocidad Potencfial Potenciales

(mV/s) Referencia (V) extremos (V)
Buffer Fosfato 100 0 [-1,1]
KCI 100 0] [-1,1]
Acido Tartarico 100 -0.5 [1,1]
Acido Malico 100 -0.5 [-1,1]
Acido Vanilico 100 -0.5 [-1,1]
Acido Galico 100 -0.5 [-1,1]
Catecol 100 0 [-1,1]
Pirogalol 100 0 [-0.6 ,1]
Glucosa 100 0 [-0.6 ,1]
Catecol Tyrosinasa 100 0 [-0.5 ,1]
Pirogalol Lacasa 100 0o [-0.6 ,1]
Mosto 100 0 [-1,1]

Tabla 3. Resumen de las condiciones de ensayo ara cada analito. Puntos caracteristicos de
las funciones de barrido
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Se pulsara una vez mas al boton de siguiente, y se visualizara la ventana de
definicion del pre-escaneado. La funcion de estas variables es estabilizar la tension
de ensayo que se va a utilizar en la medida del voltamograma.

En la experimentacion de este proyecto se ha utilizado un tiempo de equilibrado en
un potencial de circuito abierto (Measure Open Circuit Potential as Required), y el
tiempo de equilibrado de potencial inicial elegido ha sido de 5 s.

PreScan Definition @

Time with Cell OFF, Stirrer OM

[T Conditioning
E Forward: ,7 Vake [
E Reverse: ,7 Vake [
Frequency: ’7 l—_|
Duration: ’7 l—_|

Open Circuit Potential

' Measure Open Circuit Potential as Required
" Usze Previously Measured Open Circuit Potential

[~ Deposition

Time at Initial Potential with Stirer ON

v Equilibration

Time |5 zen w | at Initial Patential with Stirrer OFF

< Alrds | Siguiente > | Finish | Cancelar | Apuda |

Imagen 73. Determinacion de las caracteristicas de la medida a circuito abierto

Procedemos a dar una vez mas a siguiente, y nos aparece una ventana de
configuraciones particulares que en esta investigacion no ha sido necesario usar, y
por tanto no se va a explicar en profundidad en este proyecto.

Una vez se pulse Finish, el ensayo comenzara, es por tanto necesario, montar ahora,
si no se ha hecho previamente la celda electroquimica con los tres electrodos en su
posicion, con la configuracion de trabajo elegida. En mi caso, se recuerda, que he
trabajado con la siguiente configuracion:

Electrodo de Referencia - Electrodo de trabajo - Contraelectrodo

Conectaremos los elementos conductores de la tension e intensidad de corriente,
cada color con el electrodo correspondiente, y nos aseguraremos que los electrodos
estan en contacto con el analito. Otra de las precauciones que se han de tener en
este momento es que todos los electrodos estén lo mas verticales posibles y
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equidistantes, en cada ensayo procuraremos que la posicion de estos sea lo mas
similar posible para poder tener analizar la reproducibilidad de los resultados y
poder compararlos. Por tltimo se ha de evitar el contacto de superficies metalicas o
cualquier elemento que pueda variar la medida del potencial/intensidad que se
obtiene en un voltamograma.

Es entonces, cuando podemos seleccionar acabar, y comenzar el analisis.
Tendremos que encender la celda como se senala en la imagen 74 y daremos a
comenzar el ensayo. El voltamograma comenzara a aparecer en la pantalla, y
seguira siempre que la celda esté en el modo Cell ON. Cabe la posibilidad que el
primer punto del ciclo quede muy fuera de la senal que se estabilizara con el paso
de los ciclos, es por ello que habra de desestimar los puntos iniciales en los que la
senal tension/intensidad aln no se ha estabilizado tal y como se sugiere en la
imagen 74.

Para hacer eso, con el boton derecho del raton se cliquea y selecciona un area tal
que el punto que queremos eliminar quede fuera. Aparece un cuadro de didlogo, en
el que hay que seleccionar Reject selected Point (desestimar el punto
seleccionado), de esta forma ese punto no se tendra en cuenta por el programay
no nos modificara el voltamograma.

# Tif1 cat HQ 10-4 - PowerSuite.

Experment Ede View Toos Hep

Dlcla| = aa@E ZNE 6l
& M

1vs E (def]

S0E08

BOE-051

CELL ON, el
Punto susceptible ©

de ser desestimado

experimento alin
sigue en marcha

3 2oeosf

108081
et

10081

Dowrivading Daia

1.02056, ¥ = 5805360006 Zfos2nis 13:24:07

Senal del
Voltamograma

Imagen 74. Ejemplo de Voltamograma obtenido en el software
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4.1. Estudio de viabilidad

Antes de comenzar con la exposicion de los resultados obtenidos en ensayos
realizados durante mis meses de experimentacion en el laboratorio, cabe poner de
manifiesto, un estudio de viabilidad que acerca de esta tematica fue realizado en el
grupo de sensores de la Universidad de Valladolid, UvaSens. Gracias al cual he
tenido un punto de partida para mi investigacion.

Debido a que el principal interés de esta investigacion es la deteccion de
antioxidantes, se utilizo el Catecol como analito para discriminar inicialmente entre
sensores con y sin nanoparticulas con objeto de observar si realmente existia el
efecto electrocatalitico deseado proveniente de las particulas de titanio y dioxido de
titanio.

Los primeros pasos en esta investigacion se dieron modificando los sensores de
carbono con nanoparticulas de Titanio, metal en suspension de aceite, que fueron
adicionadas a las mezcla de carbono y nujol. Se probaron dichos sensores,
ciclandolos en KCI como solucion de referencia y en Catecol (102 M); en ambos
analitos, se obtuvieron buenos resultados, con buenas senales mejoradas con
respecto a la senal proporcionada por los electrodos sin modificar. A estos sensores
se les dio el nombre de NANO. La figura muestra algunos de los resultados que se
obtuvieron al utilizar nanoparticulas de titanio en el sensor frente a Catecol.

grafcat
12 — nanocat

Intensidad (pA)

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

Imagen 75. Respuesta de NANO (negro) y NANOA (rojo) al Catecol 10 3 M

En este ensayo se observan dos picos de oxidacion y dos de reduccion tanto en el
electro de grafito como en el modificado con nanoparticulas de Titanio
correspondientes a la oxidacion-reduccion de Catecol del monémero y del dimero.
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Se puede observar como los picos anadicos y los catodicos se dan a intensidades
mayores en valor absoluto para el caso de los electrodos modificados con
nanoparticulas de Titanio que con los electrodos de grafito. Se ve como,
especialmente en la reduccion, los picos se desplazan ligeramente y por ello la
reversibilidad del proceso redox mejora. Por tanto, a priori, podemos decir que la
deteccion de Catecol, con la modificacion de los electrodos de carbono con
nanoparticulas de Titanio, mejora.

El siguiente paso que se dio, fue aiadir nanoparticulas de TiO2 a la pasta de
carbono, y a continuacion un agente conglomerante, en nuestro caso, un aceite
organico, el Nujol. Esto se hizo pensando en el probable caracter electrocatalitico
del dioxido de Titanio, queriéndose comprobar si existia mejoraria en la seihal y
deteccion de antioxidantes respecto a los electrodos sin modificar y modificados
con nanoparticulas de Titanio.

La cantidad que se ainhadioé fue 0.03 g de TiO2 y el resto hasta el peso final de la
pasta fue adicionado en aceite y Carbono.

Uno de los problemas que se encontraron fue la dificultad de mezcla y
homogenizacion de la pasta debido a que las nanoparticulas de TiO2 estan en
soporte polvo y la mezcla se quedaba muy sélida. Los sensores modificados se
testearon en KCl y Catecol como los anteriores obteniendo también unos buenos
resultados y con una importante amplificacion de la senal correspondiente a los
analitos. Estos sensores fueron denominados NANOTIO.

Se puede observar en la imagen 76 los resultados que se obtuvieron al modificar
los electrodos con estas nanoparticulas, y la comparacion de resultados en una
disolucion de Catecol en una concentracion de 103,

—— Grafcat
— nanotiocat

Intensidad(pA)

-100 T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial (V)

Imagen 76. Comparacion de la respuesta de los CPE’s (negro) y NANOTIO (rojo) al Catecol
en una concentracion 103 M
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En la imagen 76 se ve como la senal del electrodo con particulas de dioxido de
Titanio frente a la de un electrono de pasta de carbono es mucho mas intensa.
Especialmente se observa como en la oxidacion los picos que se obtienen con el
electrodo modificado son mucho mas intensos y aparecen desplazados hacia la
izquierda esto es a potenciales menores. Se observan claramente los dos picos
correspondientes al monémero y al dimero.

Si nos fijamos en la reduccion, se pueden extrapolar los comentarios en cuanto al
incremento de intensidad de la senhal, anadiendo la aparicion de un segundo pico en
torno a 0.2 V que con los electrodos de carbono no se apreciaba practicamente y
que es tipico del proceso de dimerizacion. A medida que ciclamos se observa que
disminuye la intensidad de los picos de oxidacion y reduccion del monémero y
aumentan los del dimero, a potenciales menores, que no existen en el primer ciclo.

Ademas se aprecié claramente una mejora en la reversibilidad de proceso. Las
sefales eran por tanto mas intensas y mas reversibles incluso que cuando se
utilizaba nanoparticulas metalicas de Titanio. Por tanto se dedujo como primera
hipotesis que el proceso redox era mucho mas intenso con la modificacion de los
electrodos al facilitar las nanoparticulas los procesos de intercambio de electrones.

Se puede anadir a mayores que, el pico en reduccion que presenta el TiO2 en
potenciales en torno a -1 V, este pico es caracteristico en la descomposicion del
agua. Como se vera en los resultados de este proyecto, el pico a potenciales
negativos en el proceso de reduccion, el TiO2 siempre presentara un pico muy
intenso, que sera caracteristico en los voltamogramas, este pico aparece en todos
los medios, incluso en las soluciones de referencia en KCl y PBS.

A continuacion en la siguiente figura se puede comparar la seial que proporcionan
los tres electrodos en una disolucion con una concentracion de 103 de Catecol:

—— grafcat
40 - —— grafnanoTlOcat
— gracnanocat

304

20
10 A

04
-10 4
-20 4
-30 4

Intensidad(pA)

40 -
.50
-60 -
-70 4

-80 T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Imagen 77. Respuestas de los CPE’s de Carbon (negro) y los modificados NANO (rojo) y
NANOTIO (azul) en comparacion para un mismo analito, Catecol 103 M
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Se observa como la intensidad de la senal aumenta de forma muy evidente con el
uso de los electrodos de pasta de carbono modificados con particulas de Titanio. El
voltamograma muestra la forma caracteristica de la descomposicion del agua, a
potenciales negativos en el caso de la utilizacion de nanoparticulas de 6xido de
Titanio. Ademas tanto en la oxidacion como en la reduccién nos encontramos con
picos mas proximos y de mayor magnitud. Asi mismo, se puede ver como los ciclos
se estabilizan enseguida, a parte del primer ciclo en el que la senal solo detecta uno
de los picos en la oxidacion légicamente correspondiente al monémero al no existir
dimero, el resto de los ciclos son muy similares.

A continuacion, en la modificacion de sensores se decidio anadir diferentes
cantidades de nanoparticulas, en los electrodos modificados con Titanio, para
intentar ver la relacion entre la seial de los electrodos en un analito en funcién de
la concentracion de nanoparticulas que hubiera en la pasta de carbono del sensor.
Los sensores se denominaron NANOA, NANOB, NANOC, en funcion de la
concentracion de Ti en la pasta 0.03 g, 0.06 g o 0.09 g respectivamente. Los
resultados que se obtuvieron se pueden observar en la imagen78.

nanoBcat
nanoAcat
nanoCcat

-5 4

Intensidad (uA)

-10

-15 4

-20 T T T T 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Imagen 78. Comparacion de la respuesta al Catecol 10-3 M de los electrodos modificados
con nanoparticulas de Titanio, NANOA (rojo), NANOB (negro), NANOC (azul) al anadir mas
cantidad de nanoparticulas,

Como se observa en el voltamograma los picos de oxidacion y reduccion del dimero
son solo visibles con electrodos NANOA, es decir los electrodos con una cantidad de
0.03 g de nanoparticulas de titanio. Mientras que cuanto mas cantidad de
nanoparticulas anadimos, los picos son menos intensos, esto se puede observar en
el voltamograma de los NANOB (0.06 g de Titanio), donde obtenemos un (inico pico
de reduccion. Si seguimos aumentando la cantidad de nanoparticulas con las que
modificamos los electrodos de carbono obtenemos un ciclos con picos menos
intensos, como sucede con los NANOC (0.09 g de Titanio).
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Por ello podemos concluir que un incremento en la cantidad de nanoparticulas no
supone una mejora sustancial en la deteccion de Catecol y por tanto se decide
utilizar cantidad constante de 0.03 gramos de nanoparticulas que por otra parte es
la misma que en los electrodos modificados con diéxido de titanio. En estos ltimos
fue imposible anadir mas cantidad de nanoparticulas si se queria que la mezcla
tuviera una consistencia adecuada para introducirla en el soporte del electrodo.

Una vez obtenida una linea de investigacion con electrodos de carbono, electrodos
NANOA y NANOTIO, se decidio seguir avanzando y desarrollar biosensores para la
deteccion de azlcares.

El siguiente paso que se dio fue modificar los sensores con enzimas para la
fabricacion de biosensores, se utilizé6 Glucosa Oxidasa como enzima. El objetivo que
se buscaba era detectar azlcares como la Glucosa. Los resultados que se
obtuvieron se muestran en la imagen 79
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Imagen 79. Comparacion de respuesta a la Glucosa en una concentracion 20 mM de los
biosensores de Carbono (negro), NANO (rojo) y NANOTIO (azul).

Como podemos apreciar en la figura donde se muestra la comparacién de estos
tres voltamogramas correspondientes a los tres tipos de electrodos, lo mas
significativo es que sé6lo en el caso de los electrodos modificados con dioxido de
Titanio aparecen picos de oxidacion y reduccion.

Debido a la gran intensidad del pico caracteristico en los sensores modificados con
TiO2 perdemos la escala para compararlos con los otros dos. Por ello, a
continuacion se presentan las respuestas de en una nueva escala de forma que
podamos comparar los resultados correctamente, ademas teniendo en cuenta que
este proyecto nos hemos centrado en el TiO2, sera este el que vamos a comparar
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con los electrodos de grafito y de esta forma podremos observar el efecto de las
nanoparticulas.

goxgraf
goxnanotio

-5

Intensidad (uA)

-10 -

-0.5 0.0
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Imagen 80. Comparacion de la respuesta de los biosensores de Carbono (rojo) y NANOTIO
(negro) a la Glucosa en una concentracion 20 mM

Después de estos resultados se probé a comprobar la deteccion de glucosa
utilizando burbujeo de Nitrégeno, de forma que se eliminara el oxigeno del medio, y
se compardo a los resultados sin burbujeo. En la imagen 81 se observan los
voltamogramas obtenidos con ambos métodos.

nanotiogox
— nanotiogoxN

Intensidad (nA)

-0,5 0,0
Potencial (V)

Imagen 81. Comparacion de la respuesta de los NANOTIO a la deteccién de Glucosa 20 mM
mediante burbujeo de Nitrogreno (rojo) y sin burbujeo de Nitrogeno (negro)
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En los resultados obtenidos se detecta como el ensayo con burbujeo de nitrogeno
disminuye como era previsible la senal correspondiente a los picos de oxidacion y
reduccion de glucosa, debido a la eliminacion del oxigeno del medio, para poder ver
con mas detalles los picos de oxidacién y reduccion a continuacion se muestra en la

imagen 82 una zona en detalle. ,
—— nanotiogox
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Imagen 82. Detalle de los picos de los voltamogramas de respuesta en la deteccion de
Glucosa en concentracion 20 mM con biosensores NANOTIO sin burbujeo de Nitrogeno
(negro) y con burbujeo de Nitrogeno (rojo)

Para comprender el comportamiento de estos biosensores se ha de tener en cuenta
el esquema de la reaccion enzimatica y la deteccion electroquimica mostrados en

la imagen 83.
) Glucosa
Glucosa Achdo Glucdnleo
Glucosa oxidasa Glucosa oxidasa

(reducida)

3_- Glucosaoxidasa 4 g, . Glucosa oxidasa + H,0
{reducida) ! .

Electrodo &

Imagen 83. Esquema de reaccion enzimatica y deteccion electroquimica de la Glucosa
oxidasa.
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La enzima electrocataliza la reduccion del oxigeno disuelto lo que hace que
aparezca un pico de reduccion; en presencia de oxigeno la enzima reducida se oxida
en la superficie y retiene la actividad catalitica. Esta regeneracion disminuye la
reversibilidad y aumenta el pico de reduccion. Al anadir glucosa en la solucién
aireada el pico de reduccion disminuye cuando aumenta la concentraciéon de
glucosa, al ocurrir las reacciones 1y 2 de la imagen 83. 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 concentracion de glucosa genere una
disminucion del pico de reduccion. La disminucion de intensidad del pico de
reduccion se puede usar para detectar la glucosa y probar por tanto la actividad
enzimatica de la glucosa oxidasa.

Por tanto el mecanismo de reaccion puesto en juego en la deteccion de glucosa se
basa en la oxidacion-reduccion del oxigeno y puesto que este disminuye con la
desaireacion la intensidad de los picos disminuye. Por tanto tenemos una prueba
clara de que nuestros sensores modificados eran capaces de detectar glucosa en
bajas concentraciones.

4.2. Respuesta electroquimica de los sensores

Los resultados obtenidos en la investigacion previa a mi proyecto supusieron un
punto de partida para empezar mi experimentacion una vez que se habia
determinado la viabilidad de fabricacion de sensores y biosensores modificados con
nanoparticulas de diéxido de titanio. A continuacion se muestran los puntos que se
propusieron como objetivos fueron:

- Comprobacion de los electrodos utilizados en los antecedentes con varios
meses de edad para comprobar su estado y determinar la vida de un
electrodo.

- Realizacion de nuevos electrodos de pasta de carbono, electrodos NANO y
NANOTIO.

- Medicion con los nuevos electrodos en diferentes analitos, en un principio se
determiné el analisis en un acido como el tartarico, un antioxidante como el
Catecol y azlicares como la Glucosa. Con el avance de la investigacion en mi
proyecto, surgieron nuevos analitos interesantes a la hora de probar los
electrodos. A continuacion se muestran todos los usados, y no solo los que
formaron el punto inicial de la investigacion:

o Acidos
= Tartarico
=  Malico
= Vanilico
= Galico
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o Antioxidantes

= Catecol
= Galico

= Vanilico
= Pirogalol

= Tirosinasa y Catecol
= Lacasay pirtogalol
o Azicares - Glucosa
= Gox
o Mosto

Finalmente se realizaran ensayos previos en mostos con objeto de conocer
la capacidad de estos electrodos modificados para analizar un medio tan
complejo como es el mosto lo que servira como antecedente para trabajos
futuros.

4.2.1. Respuesta ante electrolitos basicos

Como se ha comentado en los apartados anteriores, es necesario conocer la senal
que proporciona un electrodo en un electrolito basico o blanco, para poder
entender, identificar y comparar las senales que se obtienen al ensayar nuestro
electrodo en analitos distintos disueltos en estos electrolitos basicos.

Ademas estos ensayos de referencia nos sirven como control de calidad del
electrodo e igualmente nos permiten conocer si pueden ser recuperados tras los
ensayos en otros analitos diversos para otros usos. Esta es una fase importante no
solo por estas razones, sino también debido a que en esta fase se pueden encontrar
fallos en el electrodo, no solo de trabajo sino también en el de referencia o en el
contraelectrodo, asi mismo se puede detectar un fallo del equipo de medicion.

En el sensor de pasta de carbono, podemos identificar fallos en la fabricacion,
debido a poros en la matriz de la pasta de carbono, en la interconexion del
electrodo con el cable de cobre y otros. Los ciclos en el blanco nos serviran de
referencia asi mismo para determinar la capacidad de estos de recuperarse
después de haber sido utilizados en la medicion de un analito al obtener una senal
idéntica a la de partida tras una pequeia limpieza en papel de filtro.

El electrolito basico que he utilizado en la investigacion ha sido Buffer Fosfato en la
gran mayoria de los ensayos, aunque también en algunos ensayos se ha utilizado
KClI, por ello se muestran a continuacion las respuestas de los electrodos ante un
blanco.

Para comenzar, se ha de preparar la disolucion de Buffer Fosfato con las cantidades
mencionadas en el apartado de 3.2. Reactivos y disoluciones. Una de las principales
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caracteristicas de esta disolucion es que vamos a obtener 0.01 M y pH7, y ha de
asegurarse que es asi.

Se han de realizar las pesadas con balanzas de precision e intentar obtener el peso
lo mas exacto posible para poder asi asegurar asi la molaridad necesaria. Para el
pH, utilizaremos un poco de papel tornasol, utilizado como medidor de pH.

En los ensayos para medir la senal en blanco de los electrodos, se utilizara la celda
electrolitica de tres electrodos, con la celda auxiliar de 25 ml montada. Se
localizara una sobre otra, y a continuacion se ahadiran aproximadamente 20 ml de
la disolucion que se quiere analizar con los electrodos.

Se colocara la celda en el accesorio de sujecion del potenciostato-galvanostato y
pondremos la tapa de la celda. A continuacion se tapan los orificios que no se van a
utilizar para colocar los electrodos y ponemos en su posicion el electrodo de
referencia y el contraelectrodo, con la configuracion de trabajo habitual
(Referencia—>Trabajo—> Contraelectrodo, de izquierda a derecha en mis ensayos).

Se conectaran las conexiones del galvanostato a los electrodos con ayuda de unas
pinzas de cocodrilo o accesorios propios del potenciostato. Entonces es el momento
de preparar el electrodo de trabajo para realizar una medicion.

Tras haber seguido los pasos descritos en el apartado del 3.3. Procedimiento de
fabricacion de sensores, se tendra un electrodo con pasta de nanoparticulas recién
descolgado y desenvuelto de su proteccion. Lo primero que ha de hacerse es limpiar
toda la superficie de la jeringuilla con mucho cuidado de no tocar la punta, donde se
localiza la pasta que va entrar en contacto con la disolucion. Para ello he utilizado a
lo largo de mi experimentacion papel de laboratorio, sobre el cual, movia el
electrodo haciendo circulos retirando suciedad que este pudiera tener.

Para limpiar la punta, se ha utilizado un procedimiento mas cuidadoso, ya que es la
zona con la que se ha de medir, y cualquier modificacion en la matriz de la pasta,
puede variar los resultados obtenidos. Para la limpieza he utilizado papel de filtro
de laboratorio, el cual extendia sobre una superficie lisa. Procedia a limpiar la punta
del electrodo de la zona mas exterior al centro en movimientos concéntricos sin
apretar excesivamente contra el papel, y con la jeringuilla ligeramente inclinada
unos 20°. Con esto conseguia retirar restos de nanoparticulas que pudieran quedar
en la superficie de PVC. A continuacion, colocaba el electrodo lo mas vertical
posible y realizaba el mismo movimiento concéntrico realizado con anterioridad,
siempre con cuidado de no arrastrar la pasta del interior hacia fuera por realizar
demasiada presion en el émbolo o contra el papel. Consideraba que el electrodo
estaba completamente limpio cuando no dejaba ninguna marca en el papel auxiliar
del laboratorio, (al utilizar pasta de carbono como base para los electrodos, estos
dejan un mancha negra, similar a la de un carboncillo de dibujo).

Se coloca el electrodo de trabajo en su posicion y se conecta al potenciostato, se
arranca este a la vez que el software a utilizar y se determina los parametros de
ensayo. Como se describio al inicio del este capitulo, los parametros utilizados para
un ensayo en electrolito basico son:
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- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia O

- Potenciales extremos [-1,1]

- Area del electrodo A = 1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°de ciclos =10

Si bien anteriormente he descrito que normalmente se realizarian 5 ciclos, al inicio
de mi investigacion los ciclados de los electrodos los realizaba con 10, debido a que
no conocia la respuesta de estos, ni el nimero de ciclos necesarios para obtener
una senal estabilizada.

4.2.1.1. Respuesta de los electrodos de Carbono

Se comenzara por los electrodos de carbono ya que estos son la base para el resto
de la investigacion y los que se modificaran.

Intensidad (nA)

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

Imagen 84. Respuesta de los electrodos de Carbono al PBS durante un ensayo de 10 ciclos
recién fabricados los electrodos

En la imagen 84 se puede ver una senal tipica de un electrodo de pasta de Carbono,
una de sus principales caracteristicas, es un ciclo que sin ninglin pico caracteristico,
se observa tan solo un estrecho pico de reduccién en torno a -1 e intensidades de
entre -5y -6 PA, ademas la senal que obtenemos es plana. Si nos fijamos en la
reproducibilidad en los ciclos se puede observar que en la oxidacion, no existe
diferencia entre los sucesivos ciclos. Mientras que si nos movemos a la reduccion se
observa como a medida que los ciclos avanzan las senales se van juntando, es
decir, la reproducibilidad aumenta con el paso de los ciclos.
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No solamente interesa comparar una sola senal; sino también la senal de todos los
electrodos que se fabricaron con la misma pasta de carbono en la imagen 85

Intensidad (nA)

; .
0,0 0,5 1,0
Potencial (V)

Imagen 85. Respuesta de cuatro electrodos de Carbono fabricados con la misma pasta de
Carbono ensayados durante 10 ciclos en PBS

Debido a la presencia de 10 ciclos por cada electrodo y 4 electrodos en este
voltamograma no se pueden apreciar con claridad toda la informacion que este
posee.

En cambio si podemos apreciar como todos comparten la misma senal
caracteristica de un pico en reducciéon en -0.1 V. Podemos ver como todos los
electrodos muestran un mismo tipo de respuesta ante un misma disoluciéon de
referencia, pero no es exacta entre ellos, ya que, la seiial de un electrodo es tUnica, y
pese realizar un proceso de fabricacion escrupulosamente para evitar grandes
diferencias y obtener electrodos que funcionen correctamente, nunca se puede
rellenar distintos electrodos de la misma manera.

Es decir, el proceso de fabricacion marcara de por vida el electrodo, y ha de ser
identificado en estos pasos previos.

Si eliminamos algunos de los ciclos de cada electrodo podremos comparar mas en
profundidad la senal de cada sensor con pasta de Carbono como se muestra a
continuacion, en concreto en el primer ciclo de ensayo.
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Imagen 86. Respuesta de los CPE’s fabricados a partir de una misma pasta de Carbono en
el primer ciclo de ensayo en PBS

Las conclusiones que obtenemos de este voltamograma es la diferencia entre
electrodos, en su fabricacion. Comprobamos como los dos primeros C1 y C2 tienen
una senal parecida y ligeramente distinta a C3 y C4. Esto puede ser debido a varios
puntos del proceso, como puede ser en el relleno de los electrodos los tltimos no se
rellenaran en condiciones. Si nos fijamos en los ciclos en si de cada electrodo,
ninguno de ellos se cruza ni tiene oscilaciones muy pronunciadas, lo cual nos indica
que podemos seguir utilizando estos sensores.

Se muestra a continuacion otros ensayos de electrodos de Carbono para poder
determinar mejor la reproducibilidad de estos sensores.

0,5 1
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0,0 05 1,0
Potencial (V)

Imagen 87. Respuesta de los electrodos C11 (izquierda) y C12 (derecha) a un ensayo en PBS
después de su fabricacion
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Imagen 88. Respuesta de los electrodos C13 (izquierda) y C14 (derecha) a un ensayo en PBS
después de su fabricacion

Estos son los cuatro siguientes electrodos de carbono que se fabricaron después de
los anteriores, podemos ver algunas diferencias respecto a los anteriores. La
reproducibilidad en los ciclos es inferior a la de los anteriores, pudiendo deberse a
la pasta de carbono o al relleno de los electrodos que fuera incompleto.

Los dos primeros C11 y C12 que se pueden ver en la imagen 87 poseen una senal
que ho se cruza, sin ruido y un pico en reduccion fino en torno a -1 V. La intensidad
de corriente se encuentra entre - 4y -5 pA.

En cuanto a C13 y C14 en la imagen 88 los electrodos poseen diferencias respecto
a un ciclo de Carbono como los que he ido comentando anteriormente, primero en
el C13, los ciclos varian mucho desde el primero que se mide a los ultimos, pese a
que al final del ensayo la reproducibilidad mejora, no es un electrodo del todo
perfecto.

Si pasamos al C14, podemos ver como en la oxidacion existen una zona en la que
existe ruido en la senal, concretamente este fendmeno puede deberse a una mala
conexion, o simplemente un poro en la pasta de nanoparticulas.

Como ya se indico en el apartado de antecedentes uno de las primeras tareas que
realicé fue comprobar como reaccionaban los electrodos tras unos meses de vida y
tras haber sido ensayados en diferentes analitos como antioxidantes, acidos,
glucosa... etc. A continuacion se muestran los resultados de los electrodos de
carbono para comprobar la senal que nos dan después de 5 meses.
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Imagen 89. Respuesta de un electrodo de Carbono a un blanco como PBS transcurridos 5
meses después de su fabricacion y su utilizacion

Podemos ver en la imagen89 como la intensidad de la senal ha aumentado pero
seguimos teniendo un ciclo plano, el pico en la reduccién y ninguna otra senal
heredada de un analisis con un analito en el que previamente fue ensayado. Una de
las cosas que se ven también es la estrechez del pico ha aumentado
considerablemente. Algunas de estos resultados puede deberse a la limpieza y
recuperacion de los electrodos, la forma de realizar este paso es con un clter
cortando una pequena parte de la punta del sensor para eliminar la pasta de
nanoparticulas que ha podido ser danada durante los ensayos y después
moveremos en circulos el sensor en un papel de laboratorio repitiendo el proceso
de limpieza de los electrodos.
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Imagen 90. Respuesta de un electrodo de Carbono al PBS transcurridos varios meses
después de su fabricacion y utilizacion
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En la imagen 90 se ve el resultado de otro de los electrodos y podemos observar las
mismas conclusiones que con el anterior, pero esta vez la intensidad del sensor es
menor que la del anterior, pero la senal sigue siendo plana y solo presenta el pico
en reduccion en-1V.

Se procede a comparar ahora la recuperacion de los electrodos después de tan solo
una semana de su creacion y haber sido ensayados anteriormente en Glucosa. Los
electrodos se recuperan en Buffer fosfato y con las mismas condiciones de ensayo
que la primera vez que se ensayaron en el blanco, en concreto se va a ver la
respuesta de los electrodos C1y C4.

En la imagen podemos ver como el electrodo recuperado posee la una intensidad
de corriente muy proxima a la que nos mostraba en el primer ensayo en buffer
fosfato, la forma del pico ha cambiado ligeramente, pero seguimos teniendo un
voltamograma plano para los sensores C1y C4
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Imagen 91. Respuesta del electrodo de Carbono C1 al blanco PBS, en su primera utilizacion
(negro) y en la recuperacion tras haber sido ensayado en Glucosa (rojo)
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Imagen 92. Respuesta del electrodo de Carbono C4 al PBS, en su primera utilizacion (negro)
y en la recuperacion tras haber sido ensayado en glucosa (rojo)
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Vemos como ambos voltamogramas se superponen practicamente, lo que quiere
decir que el sensor no ha sufrido danos irreversibles en el proceso de medicion de
un analito como es la glucosa.

Una de las razones por las que es tan importante el proceso de fabricaciéon, como se
ha ido comentando a lo largo de este proyecto es porque pueden resultar
catastroficos a la hora de la vida de los sensores, en la deteccion de compuestos y
en las mediciones. Algunos de los ensayos realizados a los sensores fabricados,
detectaron algunos de estos problemas durante la experimentacion. Estos efectos
fueron observados en voltamogramas, cuando se detectaban picos en forma de
estrella o mucho ruido en la seihal no procedente de un fallo de conexion.

Se procedié por tanto a observar con cuidado la pasta de nanoparticulas y el
electrodo intentando detectar variaciones respecto a un sensor que funcionara
perfectamente. Algunos de los problemas que se consiguié detectar se exponen a
continuacion, demostrando asi la importancia de realizar cuidadosamente todos los
pasos experimentales del proceso y proporcionando una posible via de deteccion de
electrodos con mal funcionamiento.

-104
.15 4

-20

Intensidad (nA)

Intensidad (uA)

.25 4

-30

-35 4

T T T T T r - -
-1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 00 05 Lo

Potencial (V) Potencial (V)

Imagen 93. Respuesta del CPE C1 no recuperado de Carbono tras haber sido
utilizado reiteradamente en el que comienza dejar rastros de senales anteriores

Este voltamograma se corresponde a la recuperacion de un electrodo de pasta de
Carbono tras haber sido ensayado en diversas disoluciones como son la glucosa, el
acido malico, etc... Se puede observar la gran variacion que sufre la intensidad de
corriente que os da este sensor, la primera vez que fueron ensayados en Buffer
fosfato obtuvimos -6 pA y en este momento tenemos intensidades de -35 pA.

Aunque la senal del sensor sigue siendo plana, empiezan a detectarse ruido en la
senal y obtenemos picos muy finos e intensos. Una de las caracteristicas que llama
la atencion fue la apariciéon de un pico en la oxidacion que hasta ahora en ninguno
de los ensayos de recuperacion habia aparecido, esto nos da a entender que el
sensor no se ha recuperado de sus usos en la deteccion de analitos y por ello no
sera un electrodo fiable a partir de este ensayo. Ademas podemos observar como
en la senal se cruza en alguno de los puntos, para ello aparece al lado una
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ampliacion del voltamograma para apreciar bien las caracteristicas que nos
muestran que estos electrodos ya no han de usarse en la detecciéon de compuestos.

A continuacion se presenta el voltamograma del electrodo C4 tras haber sido usado
en varias ocasiones para medir analitos y ser recuperado en Buffer fosfato.
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Imagen 94. Respuesta del electrodo C4 ante PBS durante una recuperacion después de
haber usado reiteradamente en varios analitos.

Se ve como la intensidad de corriente sigue siendo mucho mayor que la que
obtuvimos al ensayarlo por primera vez en buffer fosfato, ademas del ruido que se
obtiene en la oxidacion, tal y como se muestra en la ampliacion en la imagen
anterior del electrodo C4.

En el electrodo C1 se detecto después de varios ensayos y recuperaciones la
presencia de un poro en la pasta de nanoparticulas, y tras ser ensayado en buffer
fosfato obtuvimos los resultados que aparecen a continuacion. Se sabe por tanto
que la presencia de un poro introduce ruido en la senal de los electrodos y ademas
no permite su total recuperacion como se muestra en las imagenes.
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Imagen 95. Diferencia de respuesta de un electrodo de Carbono con 13 dias de diferencia
en el que ha aparecido un poro en la matriz de pasta de carbono (rojo) que no estaba
anteriormente (negro)
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En la imagen 96, se muestra los efectos de dicho poro en el electrodo tras haber
medido en mosto y recuperarse en buffer fosfato. A la hora de determinar la razon
del ruido fue cuando se observo el poro de bastante amplitud en la superficie en
contacto con la disolucion.

\ — Clrecupmost\
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Imagen 96. Respuesta de un electrodo de Carbono en una recuperacion en PBS con la
presencia de un poro en la matriz de material.

Si bien, en otras ocasiones los electrodos quedan inutilizables por otras razones que
no sean puramente fabricacion de los sensores, como por ejemplo por la utilizacién
de estos en disoluciones agresivas, o por una modificacion o contaminacioén de la
pasta. A continuacion se muestra un resultado en la recuperacion de un electrodo
C4 en el que se produjo una alteracion que lo inutilizd ante posibles nuevos
ensayos.
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Imagen 97. Respuesta de un electrodo de Carbono ante una recuperacion, con una
alteracion en la matriz que lo hace inutilizable
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Por tanto y como conclusiéon podemos decir que los electrodos de grafito realizados
con el procedimiento descrito presentan en general buena reproducibilidad y
estabilidad y son igualmente recuperables para su uso en al menos cinco o diez
ensayos. El ensayo en el electrolito que actiia como blanco es imprescindible para
conocer el estado y el grado de calidad del electrodo.

4.2.1.2. Respuesta de los electrodos con nanoparticulas de Titanio

En cuanto a los electrodos de carbono modificados con nanoparticulas de titanio la
senal de estos ante un blanco se corresponde a la observada en la imagen 98

——nanol
—— nano2
nano3
nano4

Area:

0,0 0,5 1,0
Surface

Imagen 98. Respuesta de electrodos NANO ante el Buffer fosfato por primera vez

Podemos ver como los voltamogramas que obtenemos en el caso de los electrodos
modificados con nanoparticulas de Titanio son ligeramente distintos a los obtenidos
con los sensores de Carbono. Se ve como existe un pico en la reduccion mas
intenso en torno a -1V, son ademas senales planas salvo en el caso del NANO2, en
el que aparece un pico en la reduccion y es mucho mas estrecho que el resto. En
general la senal de estos sensores es de la misma magnitud en intensidad de
corriente que los de Carbono, pero los picos obtenidos en la reduccion son mucho
mas anchos. A parte de esto no se detecta ninglin otro pico que pueda afectar a la
deteccion posterior de otros analitos con lo que podemos concluir que los
electrodos modificados pueden utilizarse como sensores para nuestros analitos.

Podemos ver en mas detalle los tres electrodos que nos dan una senal correcta,
solamente mostrando un ciclo para poder apreciar en detalle la sefial caracteristica
de estos sensores.
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Imagen 99. Respuesta de electrodos NANO correctamente fabricados ante el PBS en su

quinto ciclo

También podemos analizar en este caso la respuesta de los sensores a la
recuperacion tras haber sido utilizados en ensayos como hicimos con los electrodos

de Carbono.

Intensidad (nA)

——nano 3
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T .
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Imagen 100. Respuesta de un electrodo NANO en una recuperacion en PBS (rojo) y la senal

original de dicho electrodo (negro)

La recuperacion de los electrodos es bastante buena, aunque se observa que la
forma del ciclo cambia ligeramente en la reduccion en el pico de -1V y la intensidad
de corriente también varia de forma ligera respecto a la que teniamos antes de
utilizarlos previamente.
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4.2.1.3. Respuesta de los electrodos de TiO>

Por ultimo, se muestran los resultados de los sensores NANOTIO en buffer fosfato
de forma que identifiguemos sus caracteristicas principales. A continuacion se
muestran los cuatro electrodos ensayados en el blanco.

nanoTIlO1

nanoTlO2

<§L nanoTlO3

\_g nanoTlO4
]
k=]
)
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0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Imagen 101. Respuesta de los electrodos NANOTIO ante el Buffer Fosfato

En los resultados que se ven en la imagen 101 se observa como son los electrodos
con mas repetitividad de todos los sensores que se han mostrado por el momento.
No solamente en los ciclos de un mismo sensor, sino también entre los 4 sensores,
casi no existen diferencias entre los cuatro electrodos distintos de la figura.

Por tanto, podemos determinar que estos son los sensores con mejor repetitividad y
reproducibilidad. La senal que hemos obtenido es plana y muy intensa, nos
encontramos en torno los -25 YA, mientras que los otros se encontraban en torno a
los -6 pA. Ademas, el pico es mucho mas ancho que en los demas pero se sigue
localizando en la reduccién y en -1 V. Este pico recuerda mucho al de la reduccion
del agua, y sin duda sera caracteristico de estas nanoparticulas de diéxido de
Titanio. En la oxidacion no se presenta ningln pico, pero si un ligero hombro a
potenciales muy negativos, por lo que son aptos para la deteccion de analitos como
los propuestos en esta investigacion. Podremos observar a lo largo de la
experimentacion este mismo pico y el hombro correspondiente de oxidacion que
son por tanto caracteristicos de estos sensores modificados.

La recuperacion de estos sensores después de haber sido utilizados en los ensayos
de deteccion de antioxidantes, acidos o aziicares se puede ver a continuacion.
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Imagen 102. Respuesta de un electrodo NANOTIO recuperado (rojo) y la respuesta original
de dicho electrodo en PBS (negro)

Podemos observar como el ciclo se hace mas intenso a medida que se cicla pero la
forma es similar y la repetitividad del ciclo se sigue manteniendo. Por ltimo, no se
observa ninglin ruido en la seial ni nuevos picos en el voltamograma.

Podemos decir entonces que estos sensores tienen buena recuperacion y por tanto
son sensores que pueden ser reutilizados sin problemas en mas de diez ensayos
diferentes.

4.2.1.4. Comparativa entre electrodos

A continuacion se presenta una comparativa entre las senales en blanco de todos
los electrodos, de forma que se puedan mostrar las diferencias entre los sensores
de pasta de Carbono, los modificados con nanoparticulas de Titanio y por Gltimo los
que se modifican con nanoparticulas de dioxido de Titanio.

En primer lugar vamos a comparar los electrodos de Carbono y los modificados con
nanoparticulas de Titanio. Los resultados que obtenemos son los que aparecen en
la siguiente imagen
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Imagen 103. Comparativa de la respuesta de los electrodos de pasta de Carbono (rojo) y los
NANO (negro) ante el PBS

En la comparacion de ambos se puede observar como la repetitividad en los
sucesivos ciclos de los sensores de nanoparticulas de Titanio es mejor incluso que
de los de Carbono, eso se puede apreciar en que los ciclos son mas parecidos entre
si. Ademas el ciclo es ligeramente mas ancho. Por tanto podemos concluir que los
sensores modificados NANO son igualmente fiables que los de carbono.

Podemos comparar los voltamogramas obtenidos de NANOTIO con los de Carbono y
los de nanoparticulas de Titanio.
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Imagen 104. Comparacion de la respuesta de los electrodos de Carbono (azul), NANO (rojo)
y NANOTIO (negro) ante el PBS
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En la imagen 104 se puede observar la gran diferencia de intensidad de corriente
en la senal entre los tres electrodos. La forma de los ciclos es similar entre el
Carbono y las particulas de Titanio pero el dioxido de Titanio cambia por completo
el pico de reduccion del agua como ya se ha comentado. En cuanto a repetitividad
los ciclos son mucho mas parecidos en el TiO2 que en los otros dos sensores,
aunque todos son suficientemente fiables ante el buffer fosfato.

Por (ltimo se hace una comparacion de la senal que se obtiene de cada electrodo
en el quinto ciclo para una mejor apreciacion de las diferencias de la senal que se

obtiene con cada electrodo
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Imagen 105. Comparacion de la respuesta de los electrodos de Carbono (negro), NANO
(azul) y NANOTIO (rojo) en el dltimo ciclo del analisis en PBS

Observamos como efectivamente la seial que se obtiene con la adiccion del dioxido
de Titanio es cuatro veces mas intensa que la de los electrodos de Carbono y los
modificados con nanoparticulas de Titanio, lo que nos muestra la mejora de senal
gracias al efecto autocatalizador del TiO2.

El siguiente punto en la investigacion fue el ensayo de los sensores en disoluciones
que poseen antioxidantes, acidos y aziicares como la glucosa.

4.2.2. Respuesta ante acidos

4.2.2.1. Respuesta al acido tartarico

En esta investigacion se comenz6 por utilizar los electrodos fabricados para la
deteccion de acidos presentes en un mosto, se comenzé por el acido tartarico ya
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que es uno de los acidos mas abundantes en el vino. Este acido es el responsable
de los sabores frescos y agradables. Este precipita de forma natural en forma de
sales como pueden ser tartarico calcico o bitartrato potasico, como consecuencia
de la accion insolubilizante conjunta del alcohol y el frio formando asi los cristales
0 posos del vino.

Los parametros de ensayo que aplicaremos para este ensayo seran:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia-0.5V
- Potenciales extremos [-1,1] V

- Areadel electrodo A = 1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°de ciclos =5

El acido tartarico lo disolveremos en Buffer fosfato hasta conseguir una disolucion
de concentracion 10-2 M, a posteriori disolveremos esta para conseguir 10-3 Molar.

La primera fase de la experimentacion comienza con 10-3 M ya que si midiéramos
con la disolucion mas concentrada, los sensores ya no podrian determinar la
concentracion mas baja sin ser recuperados con anterioridad. Asi pues mediremos
primero la concentracion mas diluida e iremos aumentando la concentracion del
acido.

En relacion con la respuesta obtenida en buffer fosfato, se puede ver en la imagen
106 como todos los sensores aumentan la intensidad de corriente en su respuesta,
y siguen ofreciendo un pico en la reduccion en -1 V. Por el contrario no se detecta
ningln pico en la oxidacion en ninguno de los tres sensores, salvo el hombro de
oxidacion del modificado con 6xido de titanio.
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Imagen 106. Respuesta al acido Tartarico 103 M para los electrodos de Carbono (negro),
NANO (rojo) y NANOTIO (verde)
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Debido a que no se observa correctamente la senal por motivo de la escala entre
los NANOTIO vy los otros dos electrodos, vamos a centrarnos en los sensores de
dioxido de Titanio ya que son el punto central de este proyecto, es decir, determinar
como dichas nanoparticulas afectan a los electrodos y las mediciones que estos son
capaces de realizar.
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Imagen 107. Respuesta de los CPE’s NANOTIO ante el blanco PBS (negro) y el acido
Tartarico 103 M (rojo)

Como vemos en la imagen 107 no es muy diferente del voltamograma que se
obtenia en el blanco, a concentracion 103 M, pero la intensidad de corriente del
NANOTIO aumenta en torno a potencial -1 V. Se analizara a continuacion si el
aumento de molaridad en la disolucion ofrece una mejora en la senal.
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Imagen 108. Respuesta de los CPE’s de Carbono (negro) NANO (rojo) y NANOTIO
(verde) al acido Tartarico en una concentracion 102 M

En el voltamograma que se muestra en la imagen 108 vemos como los electrodos
C2 y NANO1 aumentan la intensidad de corriente en el pico de -1 V en la reduccion,

113



y en la oxidacion muestran ruidos en la senal. Ademas estos tres ensayos tienen
una amplia repetitividad, no hay grandes diferencias entre ciclos.

Si nos fijamos en el sensor NANOTIO1, podemos ver como en torno a E=-0.5 V
aparece un pico en la oxidacion con una intensidad de corriente muy elevada, que
nos puede estar mostrando el acido que estabamos analizando también se observa
un pico en la reduccion en torno a -0.8V que no es posible observar en los otros
electrodos.
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Imagen 109. Detalle del ruido de la respuesta de los CPE’s de Carbono (negro), NANO (rojo) y
NANOTIO (verde) ante el acido Tartarico 102 M a potenciales muy positivos

En la figura anterior, imagen 108, se ve una ampliacion de E=1 V y el ruido de los
electrodos de Carbono y los modificados con Titanio, mientras que los de Didxido
de Titanio no se muestra el ruido en la sehal y ademas la intensidad de corriente es
mayor.

A continuacion se muestran los resultados para varios sensores de Dioxido de
titanio, para ver la repetitividad del ensayo.
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Imagen 110. Respuesta de dos CPE’s NANOTIO al acido Tartarico 10-2 M
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Podemos ver en la imagen 110 que tanto en sensor NANOTIO1 como el NANOTIO4
muestran la misma forma del pico en la oxidacion en torno a -0.5 V con una
intensidad de corriente de -60 pA. La repetitividad de estos electrodos en acido es
muy buena, no se aprecian practicamente diferencias entre ciclos.

A la luz de los ensayos realizados podemos ver como la adiccion de nanoparticulas
de oxido de titanio ahaden a los sensores ciertas caracteristicas de deteccion como
puede ser la terminacion de acidos que en los electrodos de Carbono y Titanio no se
obtenian.

Con estos resultados se decidio probar los sensores en otros acidos que componen
el vino para determinar si los sensores son capaces de detectar otros acidos y
ademas observar si los picos de oxidacion y reduccion coincidian con lo que podrian
ser utilizarlos para discriminar entre estos compuestos.

4.2.2.2. Respuesta al acido malico

El siguiente analito utilizado fue el acido malico el segundo en mayor proporcion en
mostos y vinos. Es el que proporciona al vino notas asperas poco agradables. Su
concentracion es proporcional directamente con la maduracion del fruto, cuanto
mas maduro, menos acido malico.

En la realizacion de los ensayos se utilizaron los siguientes parametros:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia -0.5 V

- Potenciales extremos [-1,1] V

- Areadel electrodo A = 1 cm?

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

El acido malico lo disolveremos en Buffer fosfato hasta conseguir una disolucion de
concentracion 10-2, a posteriori disolveremos esta para conseguir 10-5 y 10 Molar.

La primera fase de la experimentacion comienza con 10-6 M ya que si midiéramos
con la disolucion mas concentrada, los sensores ya no podrian determinar la
concentracion mas baja sin ser recuperados con anterioridad igual que sucedia con
el acido tartarico. Asi pues mediremos primero la concentracion mas diluida.
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Imagen 111. Respuesta de dos electrodos de Carbono al acido Malico en una concentracion
de 106 M donde C3 esta en perfecto estado (rojo) y el C1 es un electrodo con poro en la
mattriz (negro)

En el voltamograma superior se comparan dos de las senales obtenidos por los
electrodos de Carbono utilizados en la medida de acido malico C1y C3. El primero
C1, se mostro en el apartado anterior que tenia un poro en la matriz y de ahi la gran
cantidad de ruido que tiene la senal en la oxidacion. Ademas parece que en la
reduccion aparece un pico en torno a -0.75 V, que el electrodo C3 no detecta.

Si nos fijamos solamente en la senal del electrodo de Carbono que no tenia poros
podemos ver la respuesta del electrodo de Carbono al acido malico en
concentracion 10-8. En este diagrama vemos como en el primer ciclo presenta ruido
en la oxidacion y la Intensidad de Corriente que obtenemos es 5 veces mayor a la
que se obtenia en blanco. En este caso, el pico del acido (reduccién) es mucho mas
claro que el del fosfato (oxidacion), aun asi no es comparable a la sehal que se
obtiene en el acido tartarico, aunque en este caso se ha utilizado una concentracion
mucho menor. Por el contrario si nos fijamos en la repetitividad del sensor no es
extremadamente buena, pero con el paso de los ciclos esta mejora.
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Imagen 112. Respuesta de un electrodo de Carbono en perfectas condiciones al acido
Malico en 106 M
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El siguiente paso es comparar el resultado de los electrodos de Carbono
modificados con nanoparticulas de Titanio introducidos en un analito de acido
Malico con los sensores con Carbono solamente. Los resultados obtenidos se
muestran a continuacioén.
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Imagen 113. Respuesta de los CPE’s NANO al acido Malico 106 M

En este ensayo se muestran los resultados obtenidos, se muestra un pico en la
reduccion en -1V y empieza a aparecer un intento de otro pico en E=-0.75V, la senal
tiene mucho ruido procedente del primer ciclo, donde aln no se habia estabilizado
la senal alin. La intensidad de corriente del ciclo tiene el mismo orden de magnitud
que tenia en el blanco en torno -5 PA. En la oxidacion no hay indicios de picos, salvo
ruido en los primeros ciclos de la senal.
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Imagen 114. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al acido Malico 106 M

En la imagen 114 se ve el efecto del Diéxido de Titanio en los electrodos de
Carbono, el voltamograma obtenido muestra la aparicion de la alta intensidad de
corriente en la reduccion en -1 V como la que se veia en el acido tartarico. No
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obstante no aparece pico en la oxidaciéon en torno a E=-0.5 V, lo cual puede ser
debido a que a bajas concentraciones como es esta no es capaz de detectar el
analito. En potenciales positivos parece que el pico comienza a definirse pero atin
no es identificable.

Por ultimo si hablamos de la repetitividad de los ciclos, se puede observar que es
mejor que la de los electrodos de Titanio y de Carbono, aunque en el primer ciclo
este varia respecto a los anteriores la senal enseguida se homogeniza y quedan
ciclos idénticos.

Ante la deteccion del acido en reduccion con altas intensidades pero no del pico de
la oxidacion, se aumento la concentracion del acido malico y se ensayaron de nuevo
electrodos de los tres tipos. Comenzaremos con el Carbono como con el resto de las
respuestas.
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Imagen 115. Respuesta de los CPE’s de Carbono al acido Malico 105 M

La Intensidad de Corriente que obtenemos son -20 pA igual que la que se obtenia
en la concentracion inferior. Ademas en cualquiera de los picos en los que nos
fijemos reduccion u oxidacion, aparece una senal con mucho ruido, ademas en uno
de los ciclos se ve un salto en la Intensidad, que puede ser fruto del ruido del
electrodo. La repetitividad de los ciclos no ha mejorado respecto la concentracion
anterior, se observa como ninguno de los ciclos son iguales.

Asi mismo, ni la forma del ciclo ni la intensidad de corriente ha cambiado, por el
momento podemos decir que los electrodos de Carbono no detectan los acidos
correctamente en estas bajas concentraciones ya que no ha habido un cambio de la
senal ante la concentracion. Alin estamos a bajas concentraciones por lo que habra
que ver los resultados con la concentracion de 10-2 M, que se midieron a
continuacion.
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A continuacién medimos la respuesta de los sensores con Titanio cuyos resultados
se muestran en la imagen a continuacion.
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Imagen 116. Respuesta de los CPE’s NANO al acido Malico 105 M

En este resultado de medicion podemos ver como la intensidad de corriente ha
aumentado respecto a la concentracion anterior unas 4 veces aproximadamente,
ademas en la oxidacion en E=1V el pico tiene una intensidad de corriente superior
a la que aparecia en la concentracion mas baja, lo cual puede significar el inicio de
la aparicion de un pico. Aln con estas evidencias de mejora del ciclo respecto a la
concentracion del ciclo, la repetitividad no ha mejorado, no tenemos ciclos
similares. Asi mismo no obtenemos la misma forma que con el diéxido de Titanio,
pudiendo significar que no detecta todos los grupos de un acido.

Por dltimo se ensayan los sensores con TiO2 en esta concentracion obteniendo los
resultados que aparecen en la imagen a continuacion.
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Imagen 117. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al lacido Malico 10 M

La intensidad de corriente que obtenemos en la reduccion es un 20 % mayor que la
que obteniamos en una concentracion inferior, pese a esto, el ciclo es mas
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estrecho, aunque puede ser debido a que no se corresponde al mismo electrodo
que el ensayo anterior. El ruido que obteniamos en el voltamograma ha disminuido
considerablemente, y ademas en la oxidacion podemos observar como la
intensidad de corriente mejora ligeramente, pero no llega a detectarse de la misma
manera que el acido Tartarico.

Una vez mas, auln se trabajé a una concentracion de 10-5 M y puede que sea muy
pequeina como para que lo electrodos detecten el analito por completo.

Se aumento6 la concentracion de la disolucion a 102 M para comparar la senal de
los sensores en acido Malico y la de acido Tartarico.
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Imagen 118. Respuesta de los CPE’s al acido Malico 102 M

Comenzamos con la pasta de carbono, la senal aumenta ligeramente en intensidad,
pero seguimos obteniendo una gran cantidad de ruido no solo en los ciclos iniciales,
si no en su totalidad, ademas parece que en la oxidacion la intensidad de corriente
aumenta como si quisiera empezar a formarse un pico, esta intensidad ha ido
aumentando con el aumento de la concentracion del analito, y la senal del
electrodo si la comparamos con la del buffer fosfato y la del tartarico, se parece
mas a la del acido aunque no es igual del todo.

La repetitividad de los ciclos no ha mejorado, tampoco lo cual nos indica que no son
unos electrodos del todo fiables en la medicion de acidos.
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Imagen 119. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al acido Malico 10-2 M

Lo primero en lo que nos fijamos es que la intensidad de corriente en la reduccion
ha subido de -20 pA hasta -40 A pero en la oxidacion no se ha conseguido que la
intensidad de corriente aumente cuando hemos aumentado la concentracion. La
senal que obtenemos es distinta que la que obtenemos en el buffer fosfato, por lo
que los electrodos si estan midiendo en el analito el acido, pero no aparece ningiin
pico que lo confirme. Aunque la repetitividad de los ciclos haya mejorado, no
podemos asegurar que los electrodos midan correctamente la seial de un acido.

Por lltimo se evaluo la respuesta de los electrodos de TiO2 al acido malico en una
concentracion de 102 M. En la imagen 120 podemos extraer las siguientes
conclusiones. La intensidad de corriente en reduccion no ha mejorado pero aparece
un pico en la oxidacion entre E=- 0.5V y E=-0.75 V igual que el que obteniamos en
el acido tartarico, con la salvedad de que en potenciales positivos no alcanzamos en
el potencial extremo de barrido ninglin pico. Fijandonos en la repetitividad de los
ciclos, estos son practicamente idénticos salvo por el ruido que obtenemos en los
primeros ciclos que podemos observar en la oxidacion.
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Imagen 120. Respuesta de los CPE’s NANOTIO para el acido Malico 102 M
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El pico en la oxidacion si lo comparamos con el que obtenemos en el acido tartarico
es menos intenso pero con la misma forma. En cambio la parte del ciclo en
reduccion en -0.5 V cambia ligeramente de forma. Esto indica que los sensores de
TiO2 no solo son capaces de medir acido de una forma fiable (por la repetitividad y
aumento de la senal con la concentracion) pero que también es capaz de distinguir
entre los acidos en los que se introducen.

Podemos decir por tanto que los electrodos de Carbono modificados con
nanoparticulas de dioxido de Titanio mejoran la capacidad de los primeros en la
deteccion de acidos, haciendo ademas una tarea de distincion entre acidos.

4.2.2.3. Comparacion senal acidos para el TiO>

Tras analizar los resultados para los tres tipos de electrodos podemos decir que los
sensores de pasta de Carbono modificados con nanoparticulas de TiO2 son una
eleccion mejor a la hora de detectar acidos. Asi mismo se pueden comparar las
senales que nos ofrecen los electrodos de NANOTIO al introducirlos en distintos
acidos a la misma concentracion de forma que podamos observar las diferencias
que existen en las mediciones, y por tanto si son capaces de discriminar acidos.
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Imagen 121. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al acido Tartarico 102 M (rojo) y acido Malico
102 M (negro)

Como podemos observar en la imagen anterior, la intensidad que obtenemos en el
acido Tartarico es mucho mayor que para el acido malico, en el pico de oxidacion
que se ve a potenciales negativos, con los electrodos con nanoparticulas de dioxido
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de Titanio, para una misma concentracion, y observando el ultimo ciclo del
voltamograma, podemos ver como el pico de oxidacion se localiza ligeramente a
potenciales menos negativos para el tartarico que para el malico.

Asi mismo, ocurre exactamente lo mismo en el pico de reduccion a los mismos
potenciales, sin embargo, cando nos fijamos en el barrido que hace la senal desde
el potencial nulo a potenciales negativos, se observa como la forma del
voltamograma es ligeramente diferente, obteniendo lo que parece un pico en torno
a E=-0.5V para el acido tartarico, que no detecta con el acido malico. A potenciales
positivos, podemos concluir que la intensidad que obtenemos para el acido
tartarico es mayor que para el malico.

Por tanto se puede decir, que nuestros electrodos de Carbono modificados con
nanoparticulas de TiO2, son capaces de detectar acidos y discriminar entre ellos, ya
que para dos acidos distintos, en una misma concentracion, obtenemos
voltamogramas que pueden ser diferenciables.

A continuacion se analizara el efecto de la modificacion con nanoparticulas para la
deteccion de antioxidantes. Se analizara el comportamiento frente a compuestos
como es el acido Vanilico que esta formado por radicales acidos y fenélicos, con lo
que ademas de acido es un antioxidante.

Ademas se probaron la respuesta ante otros compuestos como Galico y Vanilico
como antioxidantes que poseen radicales acidos al mismo tiempo, cuyas
respuestas seguiré describiendo.

4.2.3. Respuesta ante los antioxidantes

El siguiente paso de la investigacion fue determinar la respuesta de los electrodos
ante los antioxidantes, para ello se ensayaron varios componentes, Vanilico, Galico
y Catecol, se intentara determinar si la adiccion de nanoparticulas mejora la senal
que en la deteccion de antioxidantes y de antioxidantes acidos.

4.2.3.1. Respuesta al Acido Vanilico

Uno de los compuestos que se han utilizado como antioxidante y acido en la
realizacion de mi proyecto ha sido el Vanilico de esta forma he podido confirmar los
resultados obtenidos en la medicion de acidos como el tartarico y el malico, pero
también avanzar con la deteccion de antioxidantes.

Para realizar los ensayos se ha describir primero las condiciones de estos, como se
ha hecho en los casos anteriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia -0.5V
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- Potenciales extremos [-1,1] V
- Areadel electrodo A = 1 cm?
- Tiempo de circuito abierto 5 s
- N°deciclos =5

La concentracion que se prepardo en este caso fue 10-2 y posteriormente se
realizaron diluciones de esta concentracion y obtuvimos 10-3 M, 104 My 10-5 M.
Como se hizo en casos anteriores se comenzara a medir por la concentracion mas
diluida y a continuacion se aumentara la concentracion de la disolucion para medir
con el mismo electrodo.

En este caso se presentaran los resultados de las cuatro concentraciones en un
mismo grafico para cada electrodo para poder comparar los efectos del aumento
de la concentracion del analito con cada pasta de nanoparticulas. Empezaremos
con el Carbono.

Del analisis del voltamograma que aparece a continuacion en la imagen 122
podemos obtener que a pesar de que la forma es parecida a la del Buffer fosfato
pero con una intensidad de pico mayor en la reduccién, en la oxidacion observamos
una senal plana. Al aumentar la concentracion de Vanilico pasamos a 104 M, la
senal que obtenemos tiene mucho ruido y comienza en oxidacion a mostrar un pico
propio de los fenoles. Si seguimos aumentando la concentracion a 10-3 disminuye
el ruido tenemos un pico mas intenso que en casos anteriores, detecta mas el
caracter acido del Vanilico, en la oxidacion el pico se vuelve alin mas intenso y mas
ancho, lo que sigue dandonos a entender que el electrodo de Carbono detecta el
componente fendélico del analito. Por tltimo hice una medicion a 10-2 M en color
verde en la figura anterior se ve como es la mas intensa tanto en la reduccion como
en la oxidacion, ademas los ciclos se hacen mas anchos.
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Imagen 122. Respuesta de los CPE’s de Carbono al Vanilico en distintas concentraciones
105 M (negro) 104 (rojo) 103 (azul) y 102 (verde) para el 5° ciclo
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Asi mismo, el pico en la oxidacion, se traslada de potencial E= 1V hacia potenciales
menores, es decir hacia el pico de reduccion, y al mismo el pico de reduccion
comienza cada vez a potenciales menos negativos. Es decir, los picos se van
acercando al aumentar la concentracion, pasamos de un AV=2 V a un AV=1.8 V.
Este comportamiento lo que nos dice es que el proceso es cada vez mas reversible.

El siguiente ensayo que se realizo fue con los electrodos de Carbono modificados
con Titanio, los resultados para el quinto ciclo de los voltamogramas son los que se
muestran a continuacion.

En la imagen 123 comprobamos la respuesta de los sensores de Carbono
modificados con particulas de Titanio ante distintas concentraciones de Vanilico,
comenzamos comentando la seihal negra que se corresponde a la composicion mas
diluida del analito, esta se corresponde a una seinal mucho mas intensa que con el
Buffer fosfato pero con un voltamograma plano, lo que quiere decir que el sensor no
detecta ninglin tipo de senal por parte de la disolucion.
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Imagen 123. Respuesta de los CPE’s NANO al Vanilico en distintas concentraciones 105
(negro) 10+ (rojo) 103 (verde) 102 (azul) para el 5° ciclo

Al aumentar la concentracién a 104 M obtenemos una seihal mucho mas intensa
tanto en reduccion como en oxidacion, e incluso en E=1 V vemos como empieza a
dejarse ver un pico intenso y menos fino que la senal que obtuvo con una
concentracion menor. Si pasamos a la concentracion de 10-3 M seguimos teniendo
una senal mas intensa que la concentracion mas pequena en la reduccién y en la
oxidacion, en esta lltima parte del voltamograma obtenemos un pico mas definido
y mucho mas intenso que en condiciones anteriores, ademas este se da a un
potencial menor en E = 0.8 V. Ya comienza a verse el aumento de la intensidad, asi
mismo en torno a 0.5 V comienza a aumentar la intensidad de una forma que no lo
hacia antes, lo que puede ser el inicio de un pico si se aumenta la concentracion.
Por lltimo se aumenta la concentracion hasta 102 My como en los casos
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anteriores, la intensidad aumenta en la reduccion, y en la oxidacion de una forma
mucho mas intensa que con anterioridad, no solo el pico es mucho mas ancho e
intenso, pero aparece un indicio de un segundo pico en torno E=0.6 V en la
oxidacion y E= 0.45 V en la reduccion. Ademas en los potenciales negativos la seial
cambia de forma ligeramente.

Podemos concluir a partir de este ensayo, que efectivamente los electrodos NANO,
no detectan de forma clara el componente acidos, pero en cambio si detectan los
componentes fenélicos que aparecen en el acido Vanilico.

Ademas detecta estos fenoles de mejor forma que la pasta de Carbono solamente,
esto lo podemos observar en que no solo el pico de oxidacion en E= 1V se vuelve
cada vez mas ancho e intenso, sino porque aparece un segundo pico que hasta
ahora no habiamos podido observar en E =0.6 V en la oxidacion y E=0.45 V en la
reduccion. Debido a que el primer pico se desplaza a la izquierda seglin se aumenta
la concentracion y como el segundo pico que aparece en esta concentracion se ha
movido hacia la derecha ligeramente respecto a la sehal que se veia en la
concentracion de 10-3 M, esto indica que la reaccion redox es mas reversible con el
aumento de la concentracion.
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Imagen 124. Detalle de la respuesta de los CPE’s NANO al Vanilico en distintas
concentraciones 105 (negro) 10 (rojo) 103 (verde) 102 (azul) para el 5° ciclo

En la imagen 124 vemos una ampliacion de la zona de oxidacion para identificar
mejor los picos en esos potenciales, no solo eso, pero se observa como en torno a
un potencial E = 0.1 V parece que si aumentaremos la concentracion
encontrariamos la aparicion de un nuevo pico.

Viendo como las nanoparticulas de Titanio modifican las reacciones redox, se pasé6
a utilizar los electrodos de TiO2 con objeto de ver dicho efecto con mas claridad
debido a su efecto catalitico. A continuacion se muestran los resultados a la
experimentacion.
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Imagen 125. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al Vanilico para distintas concentraciones
105 (rojo) 10+ (negro) 103 (verde) y 102 (azul) para el 5° ciclo

Lo primero que podemos ver en este voltamograma es la alta repetitividad que nos
ofrece el TiO2, no solo en una sola concentracion, pero ante distintas
concentraciones.

Como vemos el lltimo ciclo de la medida en cada concentracion son idénticos en
la reduccion, lo cual es una caracteristica muy importante en un electrodo. Asi
mismo observamos como todos los ciclos presentan el pico en la oxidacion en torno
E = -0.25 V de los acidos, este va creciendo en intensidad a la vez que la
concentracion de la disolucion aumenta.

No obstante, cabe destacar que el pico obtenido caracteristico de los acidos no es
tan intenso como en los casos del acido Malico o Tartarico y ademas aparece a otro
potencial con lo cual nhos permite decir que es capaz de distinguir entre los distintos
acidos analizados hasta el momento.

Dicha deteccion la realiza en la oxidacion en torno E = 1 V tal y como se veia en el
caso de las nanoparticulas de Titanio, y del mismo modo que estas, el pico cada vez
es mas intenso y mas grueso. Asi mismo en E= 0.6 V comienza a verse un nuevo
pico de oxidacion y en E = 0.45 V uno en reduccion.

Debido a que la intensidad del pico de reduccion del TiO2 (similar al proceso de
reduccion del agua) es mayor que en el caso de los sensores NANO no se puede
apreciar bien la calidad de la deteccion de los fenoles.

Por ello se ha realizado un aumento en dicha zona que se puede ver en la imagen
126 la aparicion de los nuevos picos en la concentracion mas intensa en la que es
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obvio que la reaccion redox es cada vez mas reversible, ya que los picos se juntan al
aumentar la concentracion.

Intensidad (nA)

Potencial (V)

Imagen 126. Detalle de la respuesta de los CPE’s NANOTIO al Vanilico en distintas
concentraciones 10 (rojo) 104 (negro) 103 (verde) y 102 (azul) para el 5° ciclo

4.2.3.1.1 Limite de Deteccién Acido Vanilico

Podemos calcular el limite de deteccion del acido Vanilico para los electrodos
modificados con nanoparticulas de TiO2 en este caso calculado para el pico de
oxidacion.

El procedimiento del limite de deteccion ha sido introducir el electrodo en la
disolucion menos concentrada 105 M e ir anadiendo la proporcion de analito
necesaria para aumentar la concentracion en etapas. En este caso las
concentraciones han sido 105 M - 10 4+ M - 103 M - 102 M. Se fueron
guardando las respuestas y a continuacion se elige un pico a estudiar en el limite de
deteccion, en este caso he elegido el pico de oxidacion a un potencial E= 0.6 V.

El limite de deteccion lo calcularemos como: LOD (Vanilico NANOTIO) = %

donde:

SD: desviacion tipica de la intensidad de corriente para los tres lltimos ciclos del
electrodo en el blanco, para el potencial E= 0.6 V.

m: pendiente de la recta de calibracion de la intensidad frente a la concentracion,
para todas las concentraciones elegidas, medidas en su ultimo ciclo para el
potencial E= 0.6 V
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En la Tabla 4 se presentan los valores utilizados para la determinacion del
parametro SD

CICLO INTENSIDAD (pA)

5 0.591

4 0.597

3 0.599
Media Desviacion tipica
0.593 0.003785

Tabla 4. Valores de NANOTIO en la medicion de Buffer Fosfato

A continuacion se calcula la recta de calibracion para el pico E= 0.6 V de las
intensidades para cada concentracién en el tltimo ciclo de medida.

y = 1987,7x + 0,6735
R?=0,9915

Intensidad pA
(=Y
W

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Concentracién mol/I

Imagen 127. Recta de calibracion del limite de deteccion para el acido Vanilico

Las concentraciones utilizadas para calcular el limite de deteccion no seran todas
las que se ensayaron, sino simplemente las que aparecen a continuacién

CONCENTRACION INTENSIDAD (pA)
10-5 0.629
10-4 0.822
10-2 2.66

Tabla 5. Valores obtenidos con los electrodos NANOTIO durante la medicién en Acido
Vanilico
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Por tanto, el limite de deteccion para el diéxido de Titanio en el acido Vanilico seria
igual a:

3-SD 3-0.003785

_ -6 7-1
19877 =5.714 10" °mol - L

LOD (NANOTIO Acido Vanilico) =

Como se puede observar el limite de deteccion del acido Vanilico para el pico de
oxidacion, los electrodos modificados a base de nanoparticulas de dioxido de
Titanio tienen un limite de deteccion de 5.714 10 © mol/l, muy por debajo de las
concentraciones que usualmente tienen de este componente vinos y mostos, y por
tanto recomendable para su deteccion.

4.2.3.2. Respuesta al Acido Gélico

La respuesta de los electrodos hacia el acido galico ha sido ensayada en la misma
forma que todos los casos experimentales anteriores, los parametros de ensayo
que aplicaremos para este ensayo seran:

- Velocidad de barrido 200 mV/s
- Potencial de referencia-0.5V
- Potenciales extremos [-1,1] V

- Area del electrodo A = 1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°de ciclos =5

El Acido Galico lo disolveremos en Buffer fosfato hasta conseguir una disolucién de
concentracion 10-2, a posteriori disolveremos esta para conseguir 10-3 Molar.

La primera fase de la experimentacion comienza con 10-3 M ya que si midiéramos
con la disolucion mas concentrada, los sensores ya no podrian determinar la
concentracion mas baja sin ser recuperados con anterioridad. Asi pues mediremos
primero la concentracion mas diluida.

Comenzamos el analisis con los electrodos de pasta de Carbono los resultados que
obtuve fueron los que aparecen a continuacion
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Imagen 127. Respuesta de los CPE’s de Carbono al Galico para una concentracién 103 M
(negro) y 102 (rojo)

Lo que podemos decir de este Voltamograma es la buena repetitividad de los
electrodos en el acido galico, los ciclos a partir del primero son muy similares. Asi
mismo, la intensidad de los picos aumenta con la concentracion de la disolucion. En
ambas concentraciones obtenemos un pico en reduccion y en oxidacion muy
intenso y ademas en E = -0.25 V empieza a verse un pico en la reduccion que
aumenta su definicion con el aumento de la concentracion.

El siguiente paso fue la utilizacion de sensores NANO, cuyos resultados se pueden
apreciar en la imagen 128

— NANO 10-2
— NANO 10-3
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Imagen 128. Respuesta de los CPE’s NANO ante el Galico para dos concentraciones 10-3 M
(rojo) y 10-2 M (negro)
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Las conclusiones inmediatas de este ensayo estan a la vista, al igual que los
electrodos de carbono existe una buena repetitividad de los electrodos en ambas
concentraciones, pero es mucho mas evidente al cambio de intensidad de senal de
una concentracién a otra, aunque no de la misma magnitud que los sensores sin
modificar.

Asi mismo ademas de la oxidacion y reaccion en E= -1V y E= 1 V respectivamente
se obtiene en la reduccion dos picos en E= -0.25 tal y como se detectaban con los
sensores anteriores pero mucho menos intenso. Es por ello que se puede decir que
estos electrodos no presentan grandes ventajas frente a los que no han sido
modificados.

Por ultimo se comprobé el efecto del Dioxido de Titanio en un antioxidante como el
Galico, los resultados que obtuve en la voltametria ciclica aparece en la imagen
129
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Imagen 129. Respuesta de los CPE’s NANOTIO al Galico para dos concentraciones
103 M (negro) y 102 M (rojo)

En ella se observa como no solo se detecta los compuestos fenélicos sino también
los componentes acidos presentes en la disolucion de acido Galico, en los ensayos
con los electrodos anteriores no se ha detectado este hecho porque como ya se
comento en el apartado de los acidos, estos no responden igual de bien a como lo
hacen los sensores modificados.

La respuesta acida que se obtiene de este compuesto no es tan intensa como la del
acido Tartarico o Malico y la parte de la oxidacion a potencial de 1V es mucho mas
intensa debido a la presencia de fenoles analito. Esta respuesta es el doble de
intensa que para el caso de sensores modificados con nanoparticulas de Titanio, lo
cual quiere decir que esta modificacion detecta mejor los antioxidantes.

Aunque no es tan intensa como con el Carbono, esto puede ser debido a la
presencia del pico de reduccion del acido en E= -1 V que interfiere en la escala del
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ensayo. Se puede observar que a medida que aumenta la concentracion, tanto el
pico caracteristico del TiO2 en presencia de un acido como el correspondiente a los
componentes fenélicos aumenta de intensidad.

Por ultimo y si realizamos un detalle de la zona E= 0.45 V, donde en el compuesto
Vanilico detectabamos un indicio de un nuevo pico, detectamos el mismo
fenomeno con el galico cuando utilizamos sensores de TiO2, tal y como se muestra
a continuacion igualmente podemos observar un pequeno pico de reduccion en
torno a 0.6 V que se relaciona con la reduccion de los componentes fendlico.

Intensidad (nA)

0,0 05 1,0
Potencial (V)

Imagen. 130 Detalle de la respuesta de los NANOTIO al Galico para las concentraciones de
10-3 M (negro) y 10-2 M (rojo)

La aparicion de este pico solamente con los sensores modificados de Carbono en
la zona del voltamograma no afectada por la senal del acido nos da a entender, que
efectivamente, estos sensores son capaces de detectar antioxidantes facilmente, y
que la visualizacion de un pico de reduccion en E = -0.25 V es debido efectivamente
al caracter acido del compuesto que por su alta intensidad enmascara la reduccion
del antioxidante.

Podemos concluir por tanto, que los tres electrodos son capaces de detectar
antioxidantes, aunque la modificacion con dioxido de Titanio es claramente
beneficiosa. Pese a que los electrodos modificados con diéxido de carbono no
muestran el pico en E= -0.25 V como los otros electrodos, esto es debido a que
mide el caracter acido del compuesto, el gran pico de reduccion del acido
enmascara el del antioxidante. Por lo tanto podemos decir, que estos electrodos
seran importantes en un uso ante un compuesto con mezclas en el que puedan
detectar un acido, y poder discriminar entre ellos, pero al mismo tiempo debido al
efecto catalitico de las nanoparticulas hacer reversible la reaccion redox y detectar
antioxidantes con una intensidad de corriente elevada.

No obstante, para comprobar este efecto catalitico de las nanoparticulas utilizadas,
objetivo principal de este proyecto, se decidid ensayar los sensores en un
antioxidante en el que no existieran caracteristicas acidas, como es el Catecol, y se
pudiera obtener informacion de la deteccion de antioxidantes exclusivamente.
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4.2.3.3. Respuesta al Catecol

Debido a que como hemos comprobado en el caso anterior el caracter acido de un
compuesto antioxidante afecta a la hora de comparar los resultados de los
electrodos en cuanto a su capacidad de deteccion antioxidantes al enmascarar
posiblemente los picos de reduccion-oxidacion del antioxidante con los del acido,
se optd por ensayar un compuesto que no tuviera dicha naturaleza acida, se eligio
el Catecol uno de los compuestos fendlicos mas importantes de vinos y mostos.

Para realizar los ensayos se ha describir primero las condiciones de estos, como se
ha hecho en los casos antetriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-1,1] V

- Areadel electrodo A = 1 cm?

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

La concentracion que se prepard en este caso fue 10-2 y posteriormente se
realizaron diluciones de esta concentracion y obtuvimos 10-3 M, 104 M y 10-5 M.
Como se hizo en casos anteriores se comenzara a medir por la concentracion mas
diluida y a continuaciéon se aumentara la concentracién de la disolucion para medir
con el mismo electrodo. Aunque en este trabajo solo se comentaran los resultados
ante ciertas concentraciones

En este caso se presentaran los resultados de la imagen 131 de las cuatro
concentraciones en un mismo grafico para cada electrodo para poder comparar los
efectos del aumento de la concentracion del analito con cada pasta de
nanoparticulas. Empezaremos con el Carbono.
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Imagen 131. Respuesta de los CPE’s de Carbono ante el Catecol en concentracione 10-4
(azul) 10-3 (rojo) y 10-2 (negro)
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En el voltamograma podemos apreciar como el aumento de la concentraciéon de
Catecol origina la aparicion de nuevos picos y asi mismo un incremento de la
intensidad de estos.

Ademas el pico de oxidacion localizado en E= 0.75 V y el de reduccion localizado en
E=0.25 V se van aproximando con el aumento de la concentracion lo que nos
demuestra que mejora la reversibilidad de la reaccion redox.

El aumento de la concentracion ademas origina la aparicion de un nuevo pico en la
reduccion en E -0.5 V que con anterioridad no se detectaba. La repetitividad de los
ciclos con el carbono es muy buena a excepcion del primer ciclo, después de este
los ciclos son idénticos.

Pasamos a medir la respuesta de los electrodos de Carbono modificados con
nanoparticulas de Titanio al Catecol, ante distintas concentraciones.

301 —— nano 10-5

—— hano 10-4
nano 10-3
nano 10-2
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Imagen 132. Respuesta de los electrodos de Carbono modificados con nanoparticulas de
Titanio ante el Catecol en las concentraciones 105 M (azul) 104 (rojo) 103 (verde) y
102 (negro)

Los resultados obtenidos en este ensayo fueron similares a los obtenidos con los
electrodos de Carbono, salvo que los electrodos modificados con nanoparticulas son
capaces de detectar el pico de reduccion y oxidacion a potenciales positivos a
concentraciones mas bajas que los electrodos sin modificar.

La intensidad de los picos es de la misma maghitud, y la repetitividad de los ciclos
es del mismo nivel. También se observa la mejora en la reaccién redox, debido a la
aproximacion de los picos E= 0.75 Vy E=-0.5 V al de potencial 0.25V.
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Por lltimo se utilizaron los sensores de TiO2 en la deteccion del Catecol, los
resultados que se obtuvieron aparecen en la imagen 133

TIO 10-5
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Potencial (V)

Imagen 133. Respuesta de los electrodos de Carbono modificados con nanoparticulas de
TiO2 al Catecol en las concentraciones 105 M (verde) 104 M (rojo) 103 M (azul)y 102 M
(negro)

Es evidente en el diagrama como el aumento de la concentracion conlleva las
mismas caracteristicas que en los casos anteriores, picos mas intensos y que se
desplazan de forma que estan cada vez mas juntos. La repetitividad de los ciclos es
muy buena y tan solo en concentraciones altas existen diferencias entre los
primeros y los lltimos ciclos. Los picos de reduccion que obtenemos estan en E
=0.25 V y en la concentracion mas alta, empieza a intuirse otro en E =-0.5 V. En
cuanto a la oxidacion se obtiene uno en E = 0.5 V y en la concentracion de 10 -3
parece intuirse un segundo pico en torno a E =0.75 V. La aproximacion de los ciclos
muestra la mejora en la repetitividad del electrodo.

Podemos mostrar mejor la variacion de la intensidad de los picos con la
concentracion, comparando el ultimo ciclo de las concentraciones mayores. Se
observa la pérdida del segundo pico de oxidacion en E= 0.75 V en el aumento de
concentracion en el siguiente voltamograma, y la aparicién de un ciclo en E= -0.25V
en el quinto ciclo de la mayor concentracion.
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Imagen 134. Respuesta de los electrodos NANOTIO al Catecol para concentracion 10-2 M
(negro) y 10-3 M (rojo) para el 5° ciclo
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Por tltimo podemos estudiar la modificacion de los voltamogramas con los ciclos, a
continuacion se muestra el ler ciclo, el 4° y 5° ciclo de la concentraciéon de 103 M
en los sensores modificados con nanoparticulas de dioxido de titanio.

—— 1 erciclo
—— 4 °ciclo
— BCciclo
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Imagen 135. Respuesta de los electrodos NANOTIO al Catecol en el 1er ciclo (negro) 4° ciclo
(rojo) y 5° ciclo (azul) para la concentracion 102 M

Podemos observar como el primer ciclo presenta en E = 0.9 V una especie de pico
que con el aumento de los ciclos desaparece y cuando llegamos al 4° y 5° ciclo, no
solo baja de intensidad, contrariamente a la respuestas de los electrodos, si no que
comienza a desaparecer y aparece otro en E= 0.5 V. Lo mismo ocurre con el pico de
E= 0.25 V en reduccion que disminuye de intensidad con el paso de los ciclos. Esto
puede explicarse teniendo en cuenta el proceso de dimerizacion del Catecol,
especialmente importante para altas concentraciones. En el primer ciclo no hay
dimerizacion y sé6lo se observa un pico de oxidacion pero en los siguientes aparece
los picos caracteristicos del dimero a potenciales menos positivos que llegan
incluso a tener mas intensidad que los del monémero.

Se reviso en profundidad la bibliografia referente a voltametria ciclica en Catecol
descubriendo el fenomeno descrito en el parrafo anterior. Las referencias
bibliograficas indican [72], que los picos que obteniamos en los ensayos estaban
relacionados a la dimerizacion del Catecol. Los picos que desaparecen o
disminuyen en intensidad con el paso de los ciclos son los asociados al monémero,
de forma que cuando esto ocurre, los del dimero comienzan a aumentar en
intensidad. Segiin la ultima informacion podemos identificar el pico de E= 0.25V en
reduccion como un pico del monémero junto al pico en E= 0.9 en la oxidacion, y asi
mismo identificar en E= 0.5 en oxidacién y E= -0.5 V en reduccion como picos
debidos al dimero.

Este fenomeno se puede apreciar igualmente en una concentracion 104 M, en
donde se han representado en primer y cuarto ciclo, se ve como en este (ltimo
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barrido, ha disminuido la intensidad del pico en reduccion y ha aparecido uno nuevo
en la oxidacion en torno a E= 0.5 V. imagen 136.
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Imagen 136. Respuesta de los NANOTIO en el 4° (negro) y 1er (rojo) ciclo al Catecol para la
concentracion 104 M

Realizamos lo mismo para la concentracion mas baja (imagen 136), y los
resultados que obtenemos son similares, disminucion de la intensidad del pico de la
reduccion asociado al monoémero y aumento de la intensidad del dimero en E= 0.5
V. Los sensores modificados con nanoparticulas de TiO2 no sélo son capaces de
detectar este fenomeno sino que son capaces de hacerlo a concentraciones tan
bajas como 105 M en las que los electrodos sin modificar eran casi incapaces de
detectar una senal de los monémeros con esta intensidad.
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Imagen 137. Respuesta de los electrodos NANOTIO ante el Catecol 10-4 M para el ler
(negro) y 4° ciclo (rojo)

Podemos concluir que los electrodos modificados con nanoparticulas de TiO2,
gracias a su efecto catalizador son capaces de detectar las reacciones redox que
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suceden en un medio como el Catecol, compuesto desoxidante, con una mayor
intensidad en los picos y una mayor reversibilidad a concentraciones mucho
menores que los electrodos sin modificar (electrodos de Carbono) o modificados
solo con nanoparticulas de Titanio en suspension de aceite. Asi mismo, estos
electrodos son capaces de discriminar en el proceso de dimerizacion del Catecol y
mostrarnos, la desaparicion del monémero y la aparicion del dimero. Por otra parte
los resultados han evidenciado que no aparecen los picos de oxidacion y reduccion
a potenciales negativos que se habian atribuido al caracter acido de los otros
antioxidantes.

4.2.3.3.1 Comparativa entre electrodos

Para finalizar con el Catecol se muestra a continuacion una comparativa entre los
electrodos de Carbono y los electrodos modificados con nanoparticulas de dioxido
de Titanio, para la disolucion mas concentrada, 102 M, en la figura solamente se
muestra el Gltimo ciclo de cada ensayo:
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Imagen 138. Comparativa de la respuesta de los CPE’S de Carbono (negro) y los NANOTIO
(azul) ante el Catecol en una concentraciéon 102 M en el 5° ciclo

En el voltamograma de la figura comparativa entre Carbono y TiO> podemos
observar como la intensidad de la senal es mucho mayor para los electrodos
modificados. Asi mismo el potencial al que se presenta el pico de oxidacion del
Catecol en los NANOTIO esta desplazado hacia la izquierda considerablemente,
acercandose asi al pico de reduccion, lo cual nos muestra la mejor reversibilidad de
la redaccion redox en los sensores modificados que para los de pasta de Carbono.
La diferencia de potencial entre el pico de oxidacion (E=0.75 V) y el de reduccién en
el Carbono (E=0.3V) es de AV=0.45 V, mientras que para el diéxido de Titanio esta
diferencia es AV= 0.5 - 0.25=0.25 V.
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Si analizamos asi mismo la diferencia entre el primer y quinto ciclo para ambos
electrodos obtenemos la siguiente comparativa:

—— 1 ciclo TIO cat
| —— 1 ciclo C cat
60 4 5 ciclo C cat
—— 5ciclo TIO cat

80

40 4

20 A

-20

Intensidad (nA)

-40

-60

-80 T T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Imagen 139. Comparativa entre los CPE’s de Carbono (negro) y NANOTIO (azul) para el 1lere
ciclo y para el Carbono (verde) y el NANOTIO (rojo) para el 5° ciclo

La conclusion que obtenemos es que para el Carbono, tanto el pico de reduccion
como el de oxidacion aumentan de intensidad con el paso de los ciclos, mientras
que para el diéxido de Titanio, en la oxidacion aumenta la intensidad del pico, al
igual que en el pico caracteristico de la reduccion del TiO2, mientras que el de
reduccion se mantiene a la misma intensidad aunque en cualquier caso los
electrodos modificados con diéxido de titanio tienen senales mas intensas y mas
reversibles que sin modificar para cualquiera de los ciclos del voltamograma.

4.2.3.3.2 Limite de deteccion Carbono

Podemos calcular el limite de deteccion del Catecol para los electrodos de pasta de
Carbono. El procedimiento del limite de deteccion ha sido el mismo que para el
Vanilico. Se fueron guardando las respuestas y a continuacion se elige un pico a
estudiar en el limite de deteccion, en este caso he elegido el pico de reduccion a un
potencial E= 0.25 V.

3:SD

El limite de deteccion lo calcularemos como: LOD (CAT Carbono) = — dénde:

SD: desviacion tipica de la intensidad de corriente para los tres (ltimos ciclos del
electrodo en el blanco, para el potencial E= 0.25 V.
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m: pendiente de la recta de calibracion de la intensidad frente a la concentracion,
para todas las concentraciones elegidas, medidas en su ultimo ciclo para el
potencial E= 0.25V

Podemos observar los resultados del ajuste del limite de deteccion en el grafico 1
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Grafico 1. Limite de deteccion para los electrodos de Carbono en Catecol

Por tanto, el limite de deteccion de los electrodos de pasta de Carbono ante el
Catecol:

3-SD  3-0.00220

LOD (CARDONO CAT) = 21473

=3.0850 10 ®mol - L1

Como se puede observar el limite de deteccion del Catecol para el pico de
reduccion, los electrodos de pasta de Carbono tienen un limite de deteccion de
3.0850 107° mol/I

4.2.3.3.3 Limite de deteccion Tio2

Podemos calcular el limite de deteccion del Catecol para los electrodos de pasta de
Carbono modificados con dioxido de Titanio. El procedimiento del limite de
deteccion ha sido el mismo que para el Vanilico. Se fueron guardando las
respuestas y a continuacion se elige un pico a estudiar en el limite de deteccion, en
este caso he elegido el pico de reduccién a un potencial E=0.25 V.

3-SD

El limite de deteccion lo calcularemos como: LOD (CAT TIO) = — donde:
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SD: desviacion tipica de la intensidad de corriente para los tres (ltimos ciclos del
electrodo en el blanco, para el potencial E= 0.25 V.

m: pendiente de la recta de calibracion de la intensidad frente a la concentracion,
para todas las concentraciones elegidas, medidas en su ultimo ciclo para el
potencial E= 0.25V

Podemos ver en el grafico 2 los resultados del limite de deteccion
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Grafico 2. Limite de deteccion de los CPE’s NANOTIO en Catecol

Por tanto, el limite de deteccion de los electrodos de pasta de Carbono modificados
con TiO2 ante el Catecol es:

3-SD 3-0.001021

LOD (NANOTIO CAT) = 0335

= 1.0453 10"® mol - L1

Como se puede observar el limite de deteccion del Catecol para el pico de
reduccion, los electrodos de pasta de Carbono modificados con TiO2 tienen un limite
de deteccion de 1.0453 10~° mol/I.

Como se puede observar el limite de deteccion mejora con la adiccion de
nanoparticulas de TiO> tal y como se ve en el aumento del coeficiente R de
regresion lineal que pasa de 0.988 a 0.9975 y disminuye el LOD veces respecto al
Carbono.

4.2.3.4. Respuesta al pirogalol

Se decidié por dltimo ensayar un antioxidante como el pirogalol para poder
comparar las respuestas de los electrodos ante antioxidantes varios y de distinto
origen.
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Para realizar los ensayos se ha describir primero las condiciones de estos, como se
ha hecho en los casos anteriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-0.6,1] V
- Areadel electrodo A = 1 cm?

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

Para empezar los ensayos se probaron los electrodos de Carbono en las
disoluciones de pirogalol para distintas concentraciones, para el quinto ciclo los
resultados obtenidos en los ensayos son los siguientes:

2,59 —— C 10-5 ]
—C 104 M/
2,0 /
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Imagen 140. Comparacion de la respuesta para los CPE’s de Carbono para distintas
concentraciones 105 (negro) 10+ (rojo) y 103 (azul) para el 5° ciclo en Pirogalol

En el voltamograma de la imagen 140 podemos observar el crecimiento de la
intensidad de los picos de oxidacion y reducciéon con el aumento de concentracion.
Los picos de oxidacion que obtenemos se sitlan en E= 0.5V y E = 0.6 V mientras
que en la reduccion obtenemos un pico a E= 0.4 V Vemos como al aumentar la
intensidad el ciclo de potencial E=0.5 V se va desplazando hacia la derecha con el
aumento de la concentracion y de igual manera sucede, pero en menor medida con
el segundo pico de oxidacion. La diferencia de potencial es E=-0.2 V mientras que
para el Catecol el potencial entre picos era E=0.25 V, es decir, los picos de
oxidacion del pirogalol estan mas proximos que los del Catecol. En la Reduccioén el
pico que tenemos en E= 0.4 V se desplaza hacia la derecha con el aumento de la
concentracion.

Con objeto de observar las variaciones que experimenta la senal con los sucesivos
ciclos la figura muestra los tres Ultimos ciclos registrados en el electrodo de pasta
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de carbono. A diferencia de lo expuesto en el caso del Catecol, donde uno de los
picos aumentaba de intensidad mientras el otro disminuia, se observa que en este
caso ambos picos disminuyen de intensidad ligeramente al ciclar. Esto indica que
no se trata de un proceso de dimerizacion sino que son dos reacciones de oxidacion
diferentes las detectadas en el voltamograma.

Intensidad (nA)

T T T T T T T T T 1
-06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Potencial (V)

Imagen 141. Comparacion de respuesta para los CPE’s de Carbono para 102 M en el 3er
ciclo (negro) 4° ciclo (rojo) y 5° ciclo (azul)

Después de obtener la sehal con los sensores de Carbono, se ensayaron los
modificados con nanoparticulas de dioxido de Titanio, los resultados que se
obtuvieron cuando los electrodos se introducen en pirogalol en concentraciones 10-
5104, 103, siempre de la mas diluida a la mas concentrada, son los siguientes para
el quinto ciclo:

——TIO 10-5
61 ——TIO 10-4
—— TIO 10-3
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T T
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Potencial (V)

Imagen 142. Comparacién de la respuesta de los CPE’'s NANOTIO para las concentraciones
10-5 (negro) 10-4 (rojo) y 10-3 (azul) para el Pirogalol
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Podemos observar en la respuesta de los electrodos, es la aparicion de los mismos
picos en oxidacion y reduccion que detectabamos con el Carbono, pero debido al
pico de reduccion del agua caracteristico de estos electrodos, que hacen que
perdamos la escala en las zonas que nos interesan como el pico de reduccion en E
=0.4V.

Podemos observar como igualmente que con el Carbono, la intensidad de los picos
aumenta con el aumento de las concentraciones y obtenemos la oxidacion para
potenciales de 0.5 Vy 0.7 V. A diferencia del Carbono, con el dioxido de Titanio el
aumento de la intensidad de los picos de oxidacion conlleva no solo un
desplazamiento hacia la derecha pero un aproximamiento de los picos. Para una
concentracion de 104 tenemos la oxidacion en E= 0.4 V y E=0.65 V mientras que
para una concentracion mayor 10-3 los picos aparecen en E=0.5V y E=0.7 V es decir
los picos se han acercado una diferencia de potencial de 0.05 V. Como conclusion
final a este resultado podemos ver como la intensidad de la senal que se obtiene en
el segundo pico a intensidades positivas es tres veces mas intenso que con los
electrodos de pasta de Carbono. Por lltimo se observa como en torno a E=0.7 V en
la reduccion comienza a verse lo que parece un tercer pico para la disolucion mas
concentrada y otro a E=0.5.

Al igual que con los sensores sin modificar, a continuacion se muestra un grafico
comparativo con la respuesta de los sensores en este caso entre el primer y quinto
ciclo:

Intensidad (uA)
o

. . —
06 -04 02 00 02 04 06 08 10 1.2
Potencial (V)

Imagen 143. Respuesta al Pirogalol de los CPE’S en una concentracion 102 M para el 1er
ciclo (negro) y ara el 5° ciclo (rojo)

A la luz de los resultados obtenidos podemos observar como la intensidad de los
picos disminuye con el paso de los ciclos en la oxidacion, pero en este caso si que
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se observa que hay fenomenos de la dimerizacion; el segundo pico de oxidacion a
potenciales mas bajos se observa sélo en el quinto ciclo y a la vez se observa una
disminucion de intensidad del pico a potenciales mas altos. Esto indica que en el
primer ciclo el Pirogalol pasa a la forma quinoide y en ciclos sucesivos es esta
forma quinoide la que se oxida y reduce ademas del monémero.

Podemos concluir por tanto, que los electrodos modificados con dioxido de Titanio
son capaces de detectar claramente y con una senal voltamétrica caracteristica la
presencia de Pirogalol siendo capaz de detectar los procesos de oxidacion y
reduccion del monoémero y del dimero cosa que no se observa con el electrodo de
pasta de carbono. La intensidad de los picos disminuye con el avance de los ciclos
para ambos electrodos. Si nos fijamos en los picos de oxidacion y reduccion, para
los electrodos TIO podemos observar como la distancia entre los picos disminuye
con el paso de los ciclos, no obstante se observa como en los resultados obtenidos
con los sensores modificados aparece lo que se intuye como un tercer pico en la
reduccion a un potencial E=0.7 V que con los sensores de Carbono no aparecia.

4.3.4.1. Comparativa entre electrodos

A continuacion se muestra una comparativa entre las senales obtenidas en la
medicion de Pirogalol en una concentracion de 103 M para los electrodos de pasta
de Carbono y los electrodos modificados con nanoparticulas de diéxido de Titanio.
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Imagen 144. Comparacion entre la respuesta obtenida con los electrodos de Carbono
(negro) para una concentracion 10-3 My NANOTIO (azul) para el Pirogalol

En la imagen 144 se observa como las intensidades de nuevo son mucho mayores
cuando se utilizan electrodos modificados lo que nos indica que es las
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nanoparticulas de dioxido de titanio ejercen el efecto electrocatalitico deseado
también en el Pirogalol. Con ambos electrodos obtenemos los mismos picos de
senal potenciales muy similares, lo que nos da a entender que no existen
diferencias en la deteccion de las reacciones redox que suceden en el ensayo.

4.2.3.5. Comparativa senal antioxidantes para el TiO2

Al igual que para los acidos se puede realizar una comparativa de senales
obtenidas con el dioxido de Titanio para cada antioxidante, con el objetivo de
determinar si los electrodos son selectivos a la hora de medir antioxidantes, para
ello a continuacién se presenta en la imagen 145 la comparacién para el dltimo
ciclo de cada antioxidante para los electrodos NANOTIO para una concentracion de
103 M
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Imagen 145. Comparativa de los NANOTIO para cada antioxidante, Pirogalol (negro)
Galico (azul), Catecol (rojo) y Vanilico (verde)

En la imagen anterior podemos ver como existen diferencias entre cada
antioxidante medido con los electrodos modificados con nanoparticulas de TiO2.
Considerando la diferente morfologia de las curvas se observa que la senal
voltamétrica es caracteristica de cada electrodo. Asi mismo vemos como en
oxidacion, cada antioxidante presenta una forma distinta para un mismo electrodo,
para el Galico obtenemos un pico de gran intensidad y mas estrecho, mientras que
para el Vanilico es mucho menos intenso y estrecho, por lltimo para el Catecol y
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Pirogalol son picos mas intensos y anchos. El pico de los acidos caracteristico en
oxidacion es sélo visible para el acido galico.

Si nos fijamos en los potenciales positivos en el barrido de reducciéon, podemos
observar como la forma de la reduccion de cada analito es distinta para la misma
concentracion y el mismo electrodo, incluso en algunos antioxidantes obtenemos
un mayor nimero de que para otros. El antioxidante mas diferente de los
ensayados es el Catecol, el cual presenta un pico en E = 0.3 V caracteristico en
reduccion para este analito analizado con NANOTIO, mientras que el resto de
antioxidantes no presentan dicho pico de reduccion porque no son tan intensos y
quedan enmascarados en esta escala.

En cuanto a la oxidacion, se observa como la forma de los picos y las intensidades
son distintas, el pico mas intenso se obtiene para el Galico con un intensidad mayor
de 40 pA, Yy el siguiente es el Catecol con una intensidad de entorno 30 pA,
mientras que tanto el acido Vanilico como el Pirogalol presentan una intensidad
mucho menor en torno a 10 pA ambos.

Tanto para el Acido Galico como para el acido Vanilico el pico mas intenso que se
obtiene en la oxidacion se localiza a un potencial de E = 1 V, mientras que para el
Pirogalol como para el Catecol, se obtienen picos mas intensos en torno a E= 0.8V,
esto puede ser explicado debido a que nuestros electrodos son capaces de detectar
no solo la senal antioxidante del Galico y el Vanilico si no que detectan también su
caracter acido, teniendo asi un voltamograma que nos muestra ambas
caracteristicas del compuesto de forma que, su seial es muy diferente a la de los
antioxidantes como Catecol o Pirogalol.

No obstante, podemos ver como el Catecol posee unos picos mas anchos que con el
pirogalol, ademas de presentar un segundo pico de oxidacion en E = 0.3 V de gran
intensidad, de forma que, podemos distinguir ambos compuestos en una medicion.

Por tanto podemos decir que los electrodos de pasta de Carbono modificados con
nanoparticulas de Dioxido de Titanio, son capaces de diferenciar entre
antioxidantes, e incluso cuando se miden compuestos con caracteristicas acidas y
antioxidantes al mismo tiempo. Se puede discriminar en la deteccion de
compuestos, mediante la localizacion de los picos de oxidacion y reduccion que se
obtienen en las voltametrias ciclicas, e incluso mediante la forma de dichos picos.

Cabe preguntarse, si los sensores modificados con material biolégico como las
enzimas mejoraran los resultados obtenidos hasta el momento con estos
electrodos. Es por ello que se realizaron ensayos al respecto para poder determinar
si se podrian obtener mejores medidas modificando los electrodos con enzimas y
nanoparticulas para obtener Biosensores cuyo comportamiento se analiza en el
siguiente apartado.
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4.3. Respuesta electroquimica de los biosensores

Una vez que se ha comprobado que los electrodos modificados mejoraban las
senales en la medicion de analitos frente a electrodos no modificados, se decidio
estudiar el efecto de la modificacion de sensores con enzimas y estudiar la
variacion en los resultados. Se esperaba una mejora de los resultados en medicion
de aziicares y antioxidantes, compuestos que habitualmente habian sido
detectados mas eficazmente con biosensores dentro de los trabajos realizados por
el grupo de investigacion en el que he realizado mi proyecto.

4.3.1. Respuesta a la Glucosa

Como paso previo a la fabricaciéon se sensores se realizaron ensayos de nuestros
electrodos modificados y sin modificar pero todos ellos sin enzimas para detectar
glucosa. La glucosa es uno de los componentes principales del mosto y forma parte
de los componentes tipo azticar del mismo. Es un compuesto dificil de medir, por su
naturaleza, con electrodos que no hayan sido modificados seglin
experimentaciones anteriores en UvaSens.

Debido a los buenos resultados obtenidos del TiO2 ante los compuestos anteriores
en comparacion a los electrodos de Carbono, se da un paso adelante en los
azlcares y se ensayan los electrodos modificados con diéxido de Titanio en Glucosa,
sin la adiccion de ningliin componente biol6gico, se trata de ver si el efecto catalitico
de las nanoparticulas es suficiente para detectar azlicares.

Para realizar los ensayos se ha describir primero las condiciones de estos, como se
ha hecho en los casos anteriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s

- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-0.6,0.1] V
- Areadel electrodo A =1 cm?2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

La concentracion en la que se medira la glucosa es 20 mM siendo esta una
concentracion usual en el grupo de sensores en el que he trabajado y por
consiguiente era una referencia a la hora de comparar resultados con experimentos
anteriores.
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Los resultados obtenidos se muestran en el voltamograma de la imagen 146 se
ensayaron asi mismo los electrodos sin modificar y los sensores NANO con objeto
de comparar la senal de cada electrodo.

—— nano gluc
—— TIO gluc
— Cgluc

Intensidad (nA)

-0,5 0,0
Potencial (V)

Imagen 146. Comparacion de la respuesta ante la glucosa de los CPE’s de Carbono (negro)
NANO (rojo) y NANOTIO (azul) para una concentracion 20 mM

En los resultados anteriores observamos como la seiial mas intensa que obtenemos
es la de los sensores NANOTIO. Otra conclusion que podemos extraer de este
ensayo es que las nanoparticulas de Titanio por si solas nos dan una intensidad
muy pequena, mucho menor incluso que cuando se ciclaron en blanco, esto nos da
a entender que no son capaces de medir glucosa. Aunque teniendo en cuenta el
voltamograma anterior ninguno de los tres electrodos nos detecta picos exclusivos
para la glucosa en los ensayos.

Ante estos resultados se decidio pasar directamente a la utilizacion de biosensores
en la deteccion de la glucosa, y realizar ensayos de cinéticas quimicas y limites de
deteccion solamente con electrodos de Carbono y modificados con TiO2

El objetivo principal que se marcé fue mejorar la deteccion de la glucosa, con la que
no se habian obtenido resultados satisfactorios, lo cual es l6gico ya que los enzimas
son necesarios en cualquier tipo de electrodo para detectar glucosa. Para ello se
eligio la Glucosa Oxidasa como enzima para la creacion de sensores, en una
concentracion 5 mg/ml y con un proceso de cross-linking en para la inmovilizacién
de esta al sensor.

El procedimiento de fabricacion de los viales con enzimas necesarios para la
modificacion de los sensores, como la creacion de los biosensores ha sido descrita
durante el capitulo experimental de este proyecto y por tanto en este apartado me
limitaré a presentar los resultados obtenidos.
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4.3.2. Respuesta ante la glucosa con GOX

Los sensores tanto de Carbono como de TiO2> fueron preparados mediante cross-
linking con enzima glucosa oxidasa de la misma forma, y se midi6 glucosa en varias
concentraciones.

Para realizar los ensayos se ha describir primero las condiciones de estos, como se
ha hecho en los casos anteriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s

- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-0.6,0.1] V
- Area del electrodo A = 1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para el Carbono en dos
concentraciones 20 mM y 20 104 M
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Imagen 147. Comparacién de los resultados para el Carbono para concentraciones 20 mM
(izquierda) y 20 104 M (derecha) en la deteccion de Glucosa con GOX

Lo primero que llama la atencion de la respuesta ante la disolucion mas
concentrada es el ruido que presenta el 5° ciclo del voltamograma. Cuando se
ensayo el electrodo en glucosa sin utilizacion de enzimas, la respuesta que se
obtuvo no tenia practicamente ruido en la senal, asi mismo aparecen dos picos en
la respuesta uno en oxidacion (E= - 0.1 V) y otro en reducciéon ( E = -0.2 V) que no se
obtuvieron con los sensores sin enzima y que son los que corresponden a la
presencia oxidacion-reduccion del oxigeno en competencia con la oxidacion-
reduccion de la enzima de acuerdo con el mecanismo ya comentado y que se
explicara mas adelante

Lo segundo que nos llama la atencioén es la falta de ruido en el voltamograma a una
concentracion menor en la disolucion, los sensores siguen siendo capaces de
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detectar el pico de reduccion y oxidacion a una concentracion menor y lo hacen con
una intensidad mayor. La repetitividad de los ciclos en la deteccion de glucosa es
muy buena comparada con la respuesta que suelen obtener los electrodos de pasta
de carbono sin enzima. Al disminuir la concentracién de glucosa hay mas oxigeno
en disolucion y por tanto es mas facil observar los picos de oxidacion y reduccion
del oxigeno de acuerdo con el mecanismo propuesto mas adelante.

La conclusion es que obtenemos de los biosensores de carbono son capaces de
detectar glucosa en bajas concentraciones gracias a la presencia de enzimas.

El siguiente ensayo que realizamos fue con el electrodo modificado con TiO2, los
biosensores fueron creados de igual forma que con el Carbono y se utilizaron para
medir la misma concentracion que con los biosensores anteriores. Los resultados
se muestran en la imagen 148.

La primera conclusion que podemos obtener es la presencia de un pico en
reduccion en E = -0.2 V de mayor intensidad que en el caso del carbono (unas 10
veces mayor) en la concentracion menor. Cuando aumentamos la concentracién a 2
mM la senal que se obtenia en el voltamograma desaparece y obtenemos una
senal plana en el voltamograma, por tanto es posible observar como en el caso de
los electrodos no modificados picos claros de oxidacion y reduccion definidos para
bajas concentraciones de glucosa.
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Imagen 148. Respuesta de los NANOTIO ante la Glucosa con GOX para las concentraciones
20 mM (izquierda) y 20 104 M (derecha)

En un principio estos resultados podrian resultar contradictorios ya que al aumentar
la concentracion del analito no hay un incremento de la intensidad de la sehal como
por otra parte también se habia observado en el caso de los electrodos de carbono.

Para comprender el comportamiento de estos biosensores debemos tener en
cuenta el esquema de la reaccion enzimatica y la deteccion electroquimica
mostrados en la imagen 149
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Glucosa
Glucosa Acido Glucénico
Glucosa oxidaza Glucosa oxidasa

(reducida)

3) Glucosa oxidasa + 0, —— 0 Ghlucosaoxidasa + H,0,
) {reducida) ! 4=

Electrodo &

Imagen 149. Esquema de reaccion enzimatica y deteccion electroquimica de la Glucosa
oxidasa.

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

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

Para tratar de explicar estos resultados, en principio contradictorios, se realizaron
unos biosensores nuevos en los que cada pasta de nanoparticulas se sumergia en
su propia disolucion de Buffer fosfato durante su fabricacion para evitar contaminar
los electrodos, y se ensayo sin recuperar los biosensores en varias concentraciones
de la mas diluida a la mas concentrada empezando con disoluciones muy diluidas.

En la imagen 150 podemos ver los resultados que se obtuvieron con los
biosensores de Carbono ensayados en disoluciones de glucosa muy diluidas, los
picos que obtuvimos fueron 10 veces mas intensos que las veces anteriores para
una concentracion de 105 M de glucosa, y localizados en reduccion para E= -0.25 V
y en oxidacion para potenciales E = -0.2 V. Asi pues se ensay6é una concentracion
mayor esperando ver una disminucion de intensidad en el pico de reduccion del
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oxigeno y efectivamente

la senal del biosensor se habia reducido muy

cuantiosamente aunque era capaz de distinguir los picos de oxidacion y reduccion

del oxigeno.
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Imagen 150. Respuesta de los CPE’s de Carbono y GOX para la Glucosa para las
concentraciones 10-4 M (azul) y 10-5 (negro)

Se trabajo con un electrodo de grafito y se realizaron ensayos de voltametria ciclica
en soluciones de buffer fosfato aireadas a las que progresivamente se incrementa
la concentracion de glucosa desde 20 105 M como concentracion mas baja hasta
103 M como maximo. En la imagen 151 se muestran los voltamogramas obtenidos

en los ensayos.
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Imagen 151. Respuesta ante la Glucosa con CPE’s modificados con Gox para el Carbono
para concentraciones 10-4 M (azul) 20 10-4 M (rojo) 10-3 M (verde) y 20 10-3 M (naranja)

Se aprecia notablemente que en el

voltamograma correspondiente a la

concentracion menor, 20 105 M, se observa un pico de reduccion muy intenso a un
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potencial de -0,3 V que corresponde a la reduccion del oxigeno; el correspondiente
pico de oxidacion se encuentra a -0,22 V. Cuando aumentamos la concentracion de
glucosa hasta 104 M se observa claramente que el pico de reduccion se desplaza
ligeramente a potenciales mas positivos y, sobre todo, que disminuye su intensidad
de corriente.

Ulteriores incrementos de la concentracion de glucosa originan el mismo efecto, el
pico de reduccion se desplaza y disminuye de intensidad, mientras el pico de
oxidacion apenas se desplaza ligeramente hacia valores mas positivos al aumentar
la contraccion de glucosa y su intensidad de corriente, en lugar de disminuir como
en el pico catodico aumenta ligeramente.

Se prob6 entonces con electrodos modificados con TiO2, para ver si sucedia lo
mismo que con los biosensores de Carbono en lo relativo al efecto de la
concentracion de glucosa en la respuesta voltametrica del sensor.

A continuacion se muestran los voltamogramas obtenidos en el electrodo de grafito
modificado con nanoparticulas de oOxido de titanio cuando se aumenta la
concentracion de glucosa. En la Figura se muestran los resultados obtenidos.
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Imagen 152. Respuesta detalle ante la Glucosa de los CPE’'s NANOTIO modificados con GOX
para concentraciones 20 104 (negro) 20 103 (rojo) 20 102 M (azul)

La figura muestra que el electrodo modificado tiene un comportamiento similar al
observado para el electrodo de grafito, ya que se comprueba como éste es sensible
a las variaciones de glucosa en el medio e incluso los cambios son mas acusados,
lo que indica que las nanoparticulas de dioxido de titanio parecen tener también un
efecto en este caso. Asi, se observa que para la concentraciéon de glucosa menor,
20 104 M, en el voltamograma se observa un pico de reduccion claro a un potencial
de -0,18 V, desplazado hacia valores mas positivos en comparacion con el electrodo
sin modificar; el pico de oxidacion se encuentra en -0,10 V, con lo que hay una
mejora en la reversibilidad con la adicion de nanoparticulas. Cuando se incrementa
la concentracion de glucosa a 20 103 M se observa claramente el desplazamiento
del potencial del pico de reduccion a valores mas positivo negativos a la vez que
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disminuye su intensidad de corriente. El efecto de adiciones sucesivas de glucosa
sobre el electrodo con nanoparticulas es mas evidente incluso que el observado en
el electrodo no modificado.

También se observd que con el electrodo modificado teniamos senales mas
definidas para los picos de oxidacion y reduccion que con los electrodos no
modificados tal y como se aprecia en la imagen 153 correspondiente a otro
electrodo distinto también modificado con nanoparticulas de dioxido de Titanio.
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Imagen 153. Respuesta a la glucosa de CPE’'s NANOTIO con gox para distintas
concentraciones 20 103 M (negro) 103 M (rojo) y 20 104 M (azul)

Con objeto de comparar los sensores en la Imagen 154 se muestra el
comportamiento de los dos electrodos con y sin modificacion de nanoparticulas
para dos concentraciones de glucosa. En el caso de la concentracion de glucosa
elevada 20-10-3 M se observa que la intensidad del pico de oxidacion y reduccion es
similar en ambos electrodos y aparece el pico caracteristico de los electrodos
modificados a potenciales muy negativos.
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Imagen 154. Respuesta a la glucosa de CPE’s C (negro) y NANOTIO (rojo) para electrodos
modificados con gox para una concentracion 20 103 M

Cuando la concentracion de glucosa en la disolucion disminuye hasta 2103 M,
Imagen 155 se observa estan mucho mejor definidos y los picos de oxidacion y
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reduccion se desplazan a potenciales positivos. El comportamiento es similar en
todos los ciclos. Por tanto podemos concluir que, los electrodos modificados son
capaces de observar mayores diferencias entre las disoluciones con
concentraciones de glucosa diferentes. Por tanto una vez mas, las diferencias entre
los electrodos modificados y sin modificar son mayores cuando se reduce la
concentracion de analito en la disolucion. Esto podria implicar que las
nanoparticulas tienen un efecto electrocatalitico especialmente visible para
concentraciones bajas de analito.
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—— gox tio 20 10-4
——gox c 20 10-4
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Imagen 155. Comparacion de la seiial CPE’s de Carbono y NANOTIO con GOX en la deteccion
de glucosa para una concentracion 2 103 M6 20 104 M

Teniendo en cuenta que el proyecto se basaba en observar el efecto que generaban
las nanoparticulas de TiO2 adicionadas a los sensores de Carbono, se puede decir
que estas tienen un efecto de mediador electronico en la fabricacion de
biosensores, siendo capaces de detectar aziicares.

4.3.2.1. Limite de deteccion de la Glucosa con biosensores de Carbono

Podemos calcular el limite de deteccion de la glucosa para los electrodos de pasta
de Carbono para el pico de reduccion que obtenemos. El procedimiento del limite
de deteccion ha sido introducir el electrodo en la disolucion menos concentrada 105
M e ir anadiendo la proporcion de analito necesaria para aumentar la concentracion
en etapas. En este caso las concentraciones han sido 20 105M > 200.5104 M >
20 104 M > 20 0.5 103 M ->20 10 3 M. Se fueron guardando las respuestas y a
continuacion se elige un pico a estudiar en el limite de deteccion, en este caso he
elegido el pico de reduccién a un potencial E=-0.3 V.
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3-SD
m

El limite de deteccion lo calcularemos como: LOD (gox C) = doénde:

SD: desviacion tipica de la intensidad de corriente para los tres (ltimos ciclos del
electrodo en el blanco, para el potencial E=-0.3 V.

m: pendiente de la recta de calibracién de la intensidad frente a la concentracion,
para todas las concentraciones elegidas, medidas en su ultimo ciclo para el
potencial E=-0.3V

En la Tabla 6 se presentan los valores utilizados para la determinacion del
parametro SD

CICLO INTENSIDAD (uA)
5 -0.01586
4 -0.01453
3 -0.01423
Media Desviacion tipica
-0.014856 0.0011758

Tabla 6. Valores de respuesta del electrodo de pasta de Carbono ante el blanco

A continuacion se calcula la recta de calibracion para el pico E=-0.3 V de las
intensidades para cada concentracién en el tltimo ciclo de medida.

0 0,005 0,01 0,015
-0,06 1 1 )
< 0,07
]
(1]
il
(%]
c
2
£ 008 - y = 1,7625x - 0,0845
R?=0,9921
0,09 -

Concentracién mol/I

Imagen 156. Recta de calibracion del limite de deteccion de electrodos de pasta de
Carbono para la deteccion de Glucosa con GOX
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Para el calculo del limite de deteccion de la glucosa no se van a emplear todas las
concentraciones que se ensayaron, se han escogido las siguientes:

CONCENTRACION INTENSIDAD (pA)
0.5-20-10-3 -0.0670
0.5-20-10-4 -0.0835

2010-4 -0. 0802

Tabla 7. Valores obtenidos con los electrodos de Carbono durante la medicion de Glucosa
con la enzima GOX

Por tanto, el limite de deteccion de los electrodos de pasta de Carbono ante la
glucosa utilizando la enzima GOX para modificar los sensores es:

3-SD 3-0.0011758

_ -3 -1
17625 =1.4766 10> mol - L

LOD (GOX ¢) =

Como se puede observar el limite de deteccion de la Glucosa Oxidasa para el pico
de reduccion, los electrodos de pasta de Carbono tienen un limite de deteccion de
1.4766 103 mol/I

4.3.2.2. Limite de deteccion de la Glucosa con biosensores de TiO>

Podemos calcular el limite de deteccion de la glucosa para los electrodos de pasta
de Carbono modificados con nanoparticulas de dioxido de Titanio para el pico de
reduccion que obtenemos. El procedimiento del limite de deteccion ha sido
introducir el electrodo en la disolucion menos concentrada 105 M e ir anadiendo la
proporcion de analito necesaria para aumentar la concentracion en etapas. En este
caso las concentraciones han sido 20 105M > 200.5104M > 20 104 M > 20
0.5 103 M =20 10 -3 M. Se fueron guardando las respuestas y a continuacion se
elige un pico a estudiar en el limite de deteccion, en este caso he elegido el pico de
reduccion a un potencial E=-0.3 V.

3-SD

El limite de deteccion lo calcularemos como: LOD (gox TI10) = — dénde:

SD: desviacion tipica de la intensidad de corriente para los tres (ltimos ciclos del
electrodo en el blanco, para el potencial E=- 0.3 V.
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m: pendiente de la recta de calibracion de la intensidad frente a la concentracion,
para todas las concentraciones elegidas, medidas en su ultimo ciclo para el

potencial E=-0.3V

En la Tabla 8 se presentan los valores utilizados para la determinacion del

parametro SD

CICLO INTENSIDAD (uA)
5 -0.04396
4 -0.04283
3 -0.04286
Media Desviacion tipica
-0.04321 0.00064392

Tabla 8. Valores de respuesta del electrodo NANOTIO ante el blanco

A continuacion se calcula la recta de calibracion para el pico E=-0.3 V de las
intensidades para cada concentracién en el tltimo ciclo de medida.

0 0,005 0,01
-0,08 ! !

y=2,3577x -0,1126
_0,09 | R2 = 0,9981

Intensidad pA

Concentracién mol/I

Imagen 157. Recta de calibracion del limite de deteccion de electrodos NANOTIO para la
deteccion de Glucosa con GOX
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CONCENTRACION INTENSIDAD (pA)
0.520-10-3 -0.089
0.5-20-10-4 -0.10846

2010-4 -0. 1098

Tabla 9. Valores obtenidos con los electrodos NANOTIO durante la medicion de Glucosa con
la enzima GOX

Por tanto, el limite de deteccion de los electrodos de pasta de Carbono ante la
glucosa utilizando la enzima GOX para modificar los sensores es:

3-SD  3-0.0006439

_ -4 1-1
53577 =8.1934 10~* mol - L

LOD (NANOTIO GOX) =

Como se puede observar el limite de deteccion de la Glucosa Oxidasa para el pico
de reduccion, los electrodos de pasta de Carbono tienen un limite de deteccion de
8.1934 10~*mol/I

Es decir el pico de reduccion se detecta para una concentracion menor de glucosa
que para el Carbono.

4.3.2.4. Cinética para el TiO-

Se estudian ahora los resultados para el sensor CPE-NANOTIO. La imagen muestra
los 6 voltamogramas diferentes correspondientes a las diferentes velocidades de
barrido en sus ultimos ciclos

Podemos ver como con el aumento de la velocidad de barrido, los voltamogramas
aumentan en intensidad si nos fijamos en los picos de oxidacion y reduccion, asi
mismo obtenemos menos reproducibilidad, es decir, los ciclos comienzan a dejar de
ser iguales con el paso de los ciclos.

Por (ltimo podemos ver como los picos de oxidacion y reduccion de la glucosa se
alejan entre ellos, por tanto el proceso es cada vez menos reversible.
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Imagen 158. Respuesta de los CPE’'s NANOTIO ante la modificacion de la velocidad de
barrido 25 mV/s (negro), 50 mV/s (rojo), 100 mV/s (azul), 200 mV/s (rosa), 500 mV/s
(verde) y 1000 mV/s (violeta)

Para caracterizar el estudio cinético realizado se ha utilizado la velocidad de barrido
del ensayo en mV/s vy su raiz cuadrada para la intensidad del pico de reduccion
mas intenso, los datos obtenidos de cada ensayo para determinar el mejor ajuste
lineal han sido los siguientes:

Velocidad * Velocidad (mV/s) Intensidad (pA)
5.00 25 -0.75818
7.07 50 -1.00378

10.00 100 -1.00519
14.14 200 -1.20306
22.36 500 -1.47357
31.62 1000 -1.88391

Tabla 10. Resumen de las velocidades de barrido e intensidades para los CPE’s NANOTIO
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A partir de estos valores se han representado las dos graficas, en la primera de
ellas la intensidad del pico de oxidacion en cada caso (en pA) se representa en
funcion de la velocidad de barrido (en mV/s), y en la segunda se grafica en funcion
de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. Se realiza una regresiéon lineal en
ambas graficas, buscando aquella que se aproxime de mejor manera a una recta,
es decir, la que mayor coeficiente de regresion lineal tenga. Ello nos permitira
conocer el mecanismo cinético asociado al proceso de oxidacion-reduccion de la
Glucosa.

0
0,2 (L 5 10 15 20 25 30 35
-0,4

-0,6 y =-0,0348x - 0,7381
0,8 2 R%=0,9343

-1,2
-1,4
-1,6
-1,8

Intensidad (pA)
—
L

Velodidad /2

Imagen 159. Representacion de la raiz cuadrada de la velocidad frente a la intensidad para

los CPE’s NANOTIO
0
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-0,5
3 ® y =-0,001x - 0,9244
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Imagen 160. Representacion de la velocidad frente a la intensidad para los CPE’s de
NANOTIO
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Se puede comprobar como ambas poseen una aproximacion lineal muy similar,
siendo el Coeficiente de Regresion Lineal R= 0.9343 para la regresion utilizada con
la raiz cuadrada de la velocidad y R= 0.9351 para la regresion utilizada con la
velocidad de barrido tal y como nos la ofrece el experimento.

Los resultados obtenidos nos indican como nos encontramos en un proceso por
transferencia de carga, aunque el proceso de difusion no puede ser obviado, ya que
los coeficientes obtenidos para el ajuste a una linea recta son muy similares para
ambos casos. Por tanto en este caso parece que ambos procesos estan
involucrados y deben ser considerados.

4.3.3. Respuesta ante el Catecol con TYR

Considerando la buena respuesta de los biosensores ante los azlicares presentada
en el apartado anterior, obteniendo senales de respuesta claras gracias
inmovilizaciéon de enzimas, se dio un paso mas en el desarrollo del proyecto y se
decidié modificar los sensores de Carbono y TiO2 con enzimas como la Tirosinasa
para intentar mejorar la deteccion de antioxidantes como el Catecol respecto al
comportamiento observado en Catecol con los sensores sin enzima.

El proceso de fabricacion de la Tirosinasa y de los biosensores que utilizan esta
enzima fue similar al usado en la deteccion de glucosa, la concentracion en la que
se usa esta enzima sera 5 mg/ml.

Para realizar los ensayos se ha de describir primero las condiciones de estos, como
se ha hecho en los casos anteriores:

- Velocidad de barrido 100 mV/s

- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-0.5,0.1] V
- Areadel electrodo A =1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°de ciclos =5

Los resultados que se obtuvieron ante las concentraciones de 105, 104y 103 M de
Catecol en buffer fosfato, midiendo siempre de la solucion mas diluido a lo mas
concentrada, fueron las siguientes para los biosensores de pasta de Carbono con
Tirosinasa.
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Imagen 161. Respuesta de los CPE’s de Carbono con Tirosinasa ante el Catecol en tres
concentraciones 105 M (azul) 104 M (rojo) y 103 M (negro)

Las conclusiones que obtenemos son parecidas a las obtenidas con los sensores sin
inmovilizacion de enzimas, esto es se observa un claro aumento de la intensidad
del pico de oxidacion y de reduccion del Catecol con el aumento de la concentracion
del analito.

Pero en este caso cambia radicalmente la morfologia del voltamograma y ademas
intensidades de los picos de oxidacion / reduccion son mucho mayores al anadir la
Tirosinasa para una misma concentracion de Catecol.
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Imagen 162. Comparacion dela respuesta obtenida con la adiccion de enzima Tyrosinasa a
los CPE de C para medir Catecol (negro) y la medicion de Catecol sin la modificacion de los
sensores (rojo) para una concentracion de 103 M

En la imagen 162 se observan los voltamogramas con y sin enzima donde se pone
de manifiesto las diferencias observadas.
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Con el uso de enzimas llegamos en la oxidacion a una intensidad de corriente de 45
MA mientras que sin enzima dificilmente superabamos los 30 pA, lo que demuestra
un primer efecto beneficioso del enzima.

En cuanto a la posicion de los picos de oxidacion y reduccion se observa que los
picos que obtenemos con los biosensores se sitlian en reduccion a E= 0.10 Vy en
oxidacion en E= 0.7 V Los picos que se obtenian con los sensores sin enzimas
estaban a un potencial similar para la oxidacién pero aparecia un pico de reduccion
a-0.4V, pero esto es logico ya que en estos ensayos se ha reducido la escala.

Se observa por tanto que con la aplicacion del enzima mejora la reversibilidad de
proceso. Asi mismo también se observa como la reversibilidad del proceso redox
mejora con el aumento de la concentracion como ya ocurria en los electrodos sin
enzima.

Para los electrodos NANOTIO los resultados obtenidos se pueden observar en la
imagen 163. Para concentraciones bajas como 105 M los biosensores ofrecen una
senal plana sin picos. Cuando aumentamos la concentracion empieza a aparecer el
pico en torno E= -0.25 V en la reduccion y al aumentar la concentracion a 10-3
aparece no sé6lo el pico de reduccion que ya teniamos y que ha aumentado de
intensidad de gran manera, sino que también son claramente observables dos
picos en la oxidacion uno en E= 0.25 V y otro en E= 0.75 V que corresponden a la
oxidacion del dimero y del monémero respectivamente.

—— TIO 10-3
——TIO 0,510-4
—TIO 10-5

-20 4

Intensidad (pA)

-40

-1 0 1
Potencial (V)

Imagen 163. Comparativa para los CPE’s NANOTIO de la respuesta al Catecol con enzima
Tyrosinasa para concentraciones 103 M (negro) 0.5 104 M (azul) y 105 M (rojo)

Respecto a los biosensores de Carbono, obtenemos un pico en oxidacion a mayores
correspondiente al dimero que no se observaba con los electrodos de grafito y
sobretodo aumentamos en gran medida la intensidad del pico de reduccién del
Catecol.
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Imagen 164. Comparativa entre los electrodos de Carbono con Tirosinasa en la medicion de
Catecol para una concentracion 103 M (naranja) y 104 M (verde) y para los NANOTIO para la
concentracion 103 M (rojo) y 104 M (negro) en el 5° ciclo de medida

Esta imagen es del 5 ciclo correspondiente a electrodos con y sin modificar para
dos concentraciones diferentes. Podemos observar las diferencias sustanciales que
inducen las nanoparticulas de dioxido de titanio como mediadores en la
transferencia de electrones en la actividad enzimatica de la Tirosinasa.

Cuando comparamos el comportamiento de sensores y biosensores con la adiccion
de Tirosinasa en el caso de electrodos modificados con particulas de dioxido de
titanio observamos como el pico en la reduccion se ha trasladado hacia la izquierda
a potenciales mucho mas negativos cuando anadimos las enzimas. El pico en
Oxidacion que sin enzimas se localizaba en E= 0.5V ahora se ha desplazado hacia
la izquierda y el segundo pico de oxidacion se mantiene en su posicién al anadir las
enzimas. En cuanto a las intensidades se observa que en oxidacion los picos son
mas intensos en los voltamogramas obtenidos con sensores sin embargo el pico de
reduccion es mucho mas intenso cuando se utilizan biosensores.
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Imagen 165. Comparativa para la senal sin anadir Tirosinasa para los electrodos NANOTIO
10-3 M (negro) 10-4 M (rojo) y con Tirosinasa 10-3 M (azul) y 10-4 M (naranja)

167



Como conclusion de lo anterior podemos decir que la adiccion de enzimas es muy
recomendable para los electrodos de grafito especialmente para bajas
concentraciones. En el caso de los sensores modificados con nanoparticulas de
dioxido de Titanio como estos ya tienen un buen comportamiento en la deteccion
de Catecol sin necesidad de utilizar enzimas el efecto beneficioso del enzima es
menos evidente. No obstante el uso de Tirosinasa en ambos electrodos induce
importantes cambios en la morfologia de los voltamogramas lo que indica que son
electrodos diferentes y por tanto pueden ser combinados en una red de sensores
para mejorar la selectividad cruzada.

4.3.4. Respuesta ante el pirogalol con LAC

El siguiente antioxidante que se prob6 a detectar con ayuda de biosensores fue el
Pirogalol, para el cual utilizamos Lacasa como enzima. La Tirosinasa oxida
monofenoles y orto-difenoles a la correspondiente quinona, mientras que la lacasa
cataliza la oxidacion de una mayor variedad de compuestos aromicas tales como
monofenoles sustituidos y polifenoles. Se siguié el mismo procedimiento que en
casos anteriores para la fabricacion de los sensores y para realizar los ensayos las
condiciones que se propusieron fueron las siguientes.

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-0.6, 1] V
- Areadel electrodo A = 1 cm?

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°deciclos =5

Los resultados que se obtuvieron para el Carbono se pueden observar en la
siguiente figura donde se muestran los voltamogramas correspondientes a las
diferentes concentraciones de analito.
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Imagen 166. Respuesta para electrodos de Carbono modificados con Lacasa para las
concentraciones 105 M (negro) 104 M (azul) y 103 M (rojo)
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La senal que obtenemos con la Lacasa en la deteccion de Pirogalol con la
utilizacion de sensores de Carbono no mejora demasiado los resultados respecto a
los sensores de grafito sin enzima para bajas concentraciones.

Comparando con los sensores de carbono sin enzima en este caso seguimos
obteniendo un pico en oxidacion en E= 0.4 V (se ha desplazado hacia la izquierda
respecto a la mediciéon sin enzimas) pero no se observa la seial del pico de
oxidacion en torno a 0.7 observado en los sensores sin enzima.

Con respecto a la reducciéon, a potenciales negativos el voltamograma que
obtenemos parece que comienza a detectar alguna senal de reduccion/oxidacion,
pero que a concentracion 10-3 alin no ha terminado de suceder mientras que en los
electrodos sin enzima si que era claramente observado.

Por tanto el uso de la Lacasa no tiene un efecto positivo en la deteccion de Pirogalol
para el electrodo de carbono como se vera en el estudio comparativo que
realizamos a continuacion.

3,0 1 /
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Imagen 167. Comparacion entre la concentracion 104 M (negro) y 103 M (rojo) para los
electrodos de pasta de Carbono modificados con Lacasa para la deteccion de Pirolgalol

Si comparamos la senal de los sensores y biosensores para los electrodos de pasta
de Carbono los resultados que obtenemos son los siguientes:
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Imagen 168. Comparativa de la respuesta de los electrodos en la medicion de Pirogalol
cuando se modifican los CPE’s de Carbono con Lacasa (rojo) y cuando no se modifican los
sensores (negro) para una concentracion de 103 M

Como se muestra en la imagen, la adiccion de Lacasa a los sensores no mejora la
deteccion del Pirogalol, de hecho vemos como la intensidad de la seial disminuye y
no conseguimos detectar los picos de oxidacion - reducciéon que veiamos sin la
adiccion de Lacasa para los electrodos de pasta de Carbono.

Se hicieron ensayos con los biosensores modificados con nanoparticulas de diéxido
de Titanio para comprobar la senal que con estos se obtenian al haberse
inmovilizado la enzima Lacasa.
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Imagen 169. Comparativa de la respuesta de los CPE’s NANOTIO modificados con Lacasa
ante la variacion de la concentracion de Pirogalol para las concentraciones 10-5 M (rojo)
104 M (azul) y 103 M (negro)
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Imagen 170. Detalle de la respuesta de los electrodos NANOTIO modificados con Lacasa en
la deteccion de Pirogalol para distintas concentraciones 10-5 M (rojo) 104 M (azul)y 103 M
(negro)

En los resultados obtenidos se pueden ver en las imagenes 169 y 170 y en primer
lugar se observa como la intensidad de la senal no ha aumentado respecto a los
sensores sin enzima.

Ademas el pico que obteniamos en E = 0.7 V ha disminuido en intensidad respecto
a los potenciales préximos a él, ademas el otro pico de oxidacién que obteniamos a
potenciales menores, se ha desplazado hacia la izquierda 0.2 V, se sigue
obteniendo el pico de reduccion en E = 0.3 V aunque desplazado hacia a la
izquierda, y parece que el pico en reduccion a potencial negativo se detecta algo
mejor.
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Imagen 171. Respuestas de los NANOTIO para una concentracion de Pirogalol de 10-3 M
cuando los sensores no se han modificado con Lacasa (rojo) y cuando si se han creado los
biosensores (negro)
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Podemos decir por tanto que la utilizacion de Lacasa para la deteccion de
antioxidantes como el pirogalol, con biosensores de pasta de Carbono no parece
originar ninguna ventaja frente a la medicion sin enzimas. Sin embargo en el caso
del dioxido de Titanio se observa que las intensidades son menores en el barrido de
oxidacion pero probablemente porque con la enzima el pico se ha desplazado a
potenciales mucho mas positivos y no los observamos, esto explicaria también que
el pico observado en torno a 0.3 pueda ser la seial del dimero.

En la reduccion la intensidad del pico de reduccién del dimero es incluso mayor que
sin enzima aunque el del monémero estda muy desplazado a potenciales muy
negativos y poco intenso ya que la oxidacion cae fuera de escala. Por tanto
podemos concluir que en el caso de los electrodos modificados con dioxido de
Titanio se obtiene mediante la utilizacion de la enzima Lacasa una respuesta
caracteristica y diferente ante el pirogalol a la detectada sin enzima.

Esto mejoraria la selectividad cruzada en una hipotética red de sensores. Este
efecto se observa sin embargo en los electrodos de grafito, luego las nanoparticulas
de dioxido de titanio facilitan la transferencia electronica y mejoran la actividad
enzimatica.

4.3.5. Respuesta al mosto

Finalmente y como conclusion del trabajo se realizaron unos estudios preliminares
sobre la aplicacion de nuestros sensores modificados ante un mosto de uva. El
mosto es un compuesto que contiene todos los elementos ensayados hasta ahora,
acidos, antioxidantes y azticares.

Para ensayar los electrodos se diluyé el mosto en agua a un 50% vy se
determinaron las constantes de ensayo para la funcion de barrido que se introduce
en el potenciostato, estos fueron:

- Velocidad de barrido 100 mV/s
- Potencial de referencia O V

- Potenciales extremos [-1,1] V

- Area del electrodo A = 1 cm2

- Tiempo de circuito abierto 5 s

- N°de ciclos =10

Los resultados obtenidos fueron los siguientes para los electrodos de Carbono,
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Imagen 172. Respuesta de los CPE’s de Carbono a un ensayo en un mosto diluido al 50% en
agua

Como vemos la repetitividad de los ciclos en la reduccion no es muy buena, y en la
oxidacion tenemos una senal con mucho ruido que dificulta la visualizacion de los
resultados. En general la intensidad del sensor es mayor que la que obteniamos en
la medicion en un blanco. Ademas en E= -0.5V vemos como aparece un pico en la
reduccion del voltamograma, que si lo comparamos a la seial que obteniamos con
estos electrodos en Catecol tiene similitud, es decir, los electrodos de carbono
pueden estar midiéndonos los antioxidantes dentro del mosto.

| —— Nano mosto

Intensidad (pA)

2

-3

-4 T T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial (V)

Imagen 173. Respuesta de los CPE’'s NANO ante un mosto diluido en agua al 50%

173



En los sensores modificados con nanoparticulas de Titanio vemos como aparece el
mismo pico que con el Carbono en E= -0.5 V, que se puede corresponder a los
antioxidantes presentes en el mosto. También podemos apreciar que el electrodo
en la oxidacién en E = 0.1 V como existe un aumento de intensidad que se puede
comparar al pico que obteniamos en oxidacion con estos mismos sensores ante los
acidos, es decir, los sensores modificados, parece que son capaces de medirnos
antioxidantes y componentes acidos del mosto.

Si nos fijamos en el pico identificable con los antioxidantes en reducciéon es mas
intenso que cuando mediamos un antioxidante fuera de una mezcla, pero no
obtenemos el pico del antioxidante en la oxidacion en el potencial E = - 0.25 V que
obteniamos por ejemplo en la medicién del Galico.

El siguiente electrodo que se tested en mosto fueron los modificados con Tio,
obteniendo la respuesta que aparece a continuacion.

Intensidad (nA)
3
L

-1,0 05 00 0,5 1,0
Potencial (V)

Imagen 174. Respuesta de los sensores NANOTIO al mosto diluido 50% en agua

La senal que obtenemos con estos sensores es muy parecida a la que obteniamos
con estos sensores analizando acidos. Obtenemos el pico de oxidacion en E =-0.5V
tipico de estos sensores ante la presencia de compuestos de naturaleza acida y un
pico en reduccion muy intenso en E=-1V tal y como sucedia con el acido tartaricoy
malico. A potenciales positivos la senal comienza a dejar de ser plana, pero debido
a la intensidad de seinal debida a compuestos acidos, resulta muy dificil identificar
la senal de un antioxidante en el voltamograma.

Si profundizamos en la seial que obtenemos de los acidos, y comparandola con las
senales que obteniamos en los analitos por separado, podemos legar a identificar
los dos tipos de compuestos que forman parte de mosto, el tartarico y el malico. Tal
y como se comprueba en la imagen 175 en la siguiente pagina.

Podemos ver como la reduccion a potenciales negativos coincide para el malico y el
mosto casi a la perfeccion, lo que nos indica que los electrodos son capaces de
detectar acido malico en una mezcla de analitos.
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Asi mismo el pico que obtenemos en la oxidacion tipico del TiO> en presencia de
acidos en E =-0.5V tiene una intensidad mucho mayor para el mosto que para el
Malico, es mas, si comparamos la senal con la del acido tartarico vemos como se
parece mucho mas el voltamograma, es decir, son capaces de detectar este acido
en una mezcla.

—— malico
—— mosto
— tartérico

50

-50 -

Intensidad (nA)

-100 +

-150 +

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

Imagen 175. Respuesta de los sensores NANOTIO ante el acido Malico (azul) el acido
Tartarico (rojo) y el mosto (negro)

El efecto catalitico del TiO2 fue la razon de elegir estas nanoparticulas para
modificar los sensores, esperabamos obtener en la investigacion unos electrodos
capaces de medir antioxidantes mejor que los sensores sin modificar, pero con la
experimentacion hemos visto como, no solo mejoraban la deteccion de
antioxidantes, sino también la de acidos, incluso en mezclas de compuestos de
diferente naturaleza como ocurre en un mosto.

El hecho de no detectar los picos de los antioxidantes en el mosto, no reside en la
incapacidad de los sensores, que como y se vio en el capitulo anterior, mejoran las
reacciones redox del proceso ofreciéndonos procesos mas reversibles, si no en la
fuerte intensidad que se obtienen con los acido.

Si hacemos un aumento en la zona en la que se encuentran los picos de oxidacion
de los antioxidantes a potenciales positivos podemos observar como,
efectivamente, se siguen detectando los antioxidantes con estos electrodos en una
mezcla como en el mosto, obteniendo un pico en E= 0.75 V en la oxidacién tal y
como sucedia con el Catecol, ademas de un voltamograma con intensidades
elevadas en E= 1V.
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Imagen 176. Detalle de la respuesta de los NANOTIO al acido Malico (azul) al acido Tartarico
(rojo) y al mosto (negro)

Podemos concluir por tanto, que los electrodos modificados con nanoparticulas de
TiO2 mejoran la deteccion de compuestos de diferente naturaleza en mezclas, como
el mosto. No solo son capaces de determinar la existencia o inexistencia de un
acido o un antioxidante, pero también son capaces de distinguir entre ellos, como
sucede en el caso de los acidos. Por tanto son un buen candidato con y sin enzimas
para fabricar una red de sensores que controle la calidad de mostos y vinos.
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CAPITULO V. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas a lo largo de este trabajo de investigacion pueden
resumirse en los puntos siguientes:

X3

%

X3

%

X3

%

Los electrodos fabricados a partir de pasta de carbono han demostrado
tener un buen comportamiento en cuanto a la deteccion de acidos,
antioxidantes y azlcares, por lo que se comprueba que como ya se conocia
son una buena herramienta de analisis de mostos y vinos.

El uso de nanoparticulas de dioxido de Titanio en los electrodos de pasta de
carbono genera una seinal electroquimica caracteristica con una fuerte
intensidad asociada al pico de disociacion del agua. La repetitividad, la
reproducibilidad y la estabilidad de los sensores mejora respecto a los
sensores de carbono. De esta forma se comprueba que el efecto catalitico
del TiO2 influye beneficiosamente en las mediciones de analitos por
electroquimica.

La modificacion con nanoparticulas de dioxido de Titanio tiene un efecto
beneficioso en la deteccion de acidos presentes en el vino, siendo capaz de
discriminar entre diferentes acidos analizados: Tartarico, Malico, Vanilico y
Galico.

Se comprueba que para los electrodos modificados con diéxido de Titanio
existe un comportamiento mejorado en la deteccion de antioxidantes. Existe
un claro aumento de la intensidad de los picos y de la reversibilidad de los
mismos. Ademas en los limites de deteccion en el Catecol el dioxido de
Titanio muestra un mejor comportamiento que los electrodos de Carbono

La diferente respuesta voltamétrica de los sensores modificados con
nanoparticulas nos permiten discriminar entre los diferentes antioxidantes
ensayados: Vanilico, Galico, Catecol, y Pirogalol. El efecto de dimerizacion se
observa especialmente para alta concentracion de antioxidante. Este
fenomeno de dimerizacion no se observa cuando se trabaja con
biosensores, por lo que tinicamente se advierte un pico de oxidacion y otro
de reduccion.

Los biosensores de glucosa oxidasa modificados con nanoparticulas de
dioxido de Titanio son adecuados para la deteccion de glucosa siendo
especialmente recomendables para bajas concentraciones. EI mecanismo
asociado a la glucosa es mixto aunque es ligeramente mas fuerte el proceso
de transferencia de carga que el de difusion cuando se varia la velocidad de
barrido de medicion.
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En general el efecto beneficioso de las nanoparticulas de diéxido de Titanio
en sensores y biosensores es mas visible a escala mas reducida, esto es en
la deteccion de bajas concentraciones de analito, lo que es légico teniendo
en cuenta su caracter nanométrico.

La respuesta de los sensores y biosensores modificados con nanoparticulas
de dioxido de Titanio ante antioxidantes es claramente diferente por lo que
pueden ser utilizados en una red de sensores con objeto de conseguir una
mejora en la selectividad cruzada.

La respuesta de los sensores modificados con nanoparticulas de diéxido de
Titano ante los mostos es caracteristica y diferente de la de los sensores de
pasta de carbono. Se observan de forma diferenciada los picos de oxidacion
y reduccion correspondientes a los acidos y a los antioxidantes presentes en
la mezcla.

Por dltimo se ha decidido plantear posibles lineas futuras de investigacion de
acuerdo con los resultados que se han obtenido con este estudio. Estas se
resumen en los siguientes puntos:
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Aplicar estos sensores fabricados a partir de pasta de carbono modificados
a la medicion directa de mostos y vinos, creando de esta forma una lengua
(bio)electronica que sea capaz de discriminar diferentes variedades de
mostos acorde a su contenido en polifenoles y azlicares y su caracter acido.

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

Utilizacion de otras enzimas en electrodos de grafito y modificados con
nanoparticulas para poderlos utilizar en una red mixta de sensores vy
biosensores de grafito y de grafito modificados con didxido de titanio.
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Anexo | - Disenode un accesorio de mejora del proceso
de entrecruzamiento de la enzima

Durante la realizacion del proyecto se presenté la oportunidad de mejorar uno de
los materiales utilizados en la experimentacion del proyecto, el accesorio que
mantiene los electrodos en una atmoésfera de gases del glutaraldehido durante el
proceso de entrecruzamiento de la enzima, mediante el estudio de diseno de un
nuevo accesorio y su impresion 3D con una de las asignaturas optativas del grado
en ingenieria mecanica Procesos Avanzados de Fabricacion.

Asi pues se realizé un estudio de distintos mecanismos y accesorios que mejoraran
esta fase de la modificacion de los sensores, finalmente se opté por un accesorio
impreso en 3D con ABS que funcione junto a una junta toérica para crear el
aislamiento de los gases de glutaraldehido en el vaso de precipitados evitando que
se escapen, y de esta forma, los electrodos se encuentren en una atmoésfera
hermética. A continuacion se muestra un resumen del proceso de fabricacion de
dicho accesorio.

El primer paso fue la eleccion del diseio mas adecuado, barajando varias opciones
como la posibilidad de realizar dos piezas unidas por machihembrado, una pieza
Unica con junta térica en el exterior o una pieza Unica pieza con junta torica interior,
siendo esta Uultima la opcion elegida por su sencillez y funcionalidad. El segundo
paso fue la toma de medidas del vaso de precipitados y los biosensores
(jeringuillas) con ayuda de un pie de rey.

Pieza simétrica

con machos

Imagen 177. Primer boceto ideado en el disefno de la tapa auxiliar

A la hora de establecer las dimensiones, el principal objetivo era conseguir la
hermeticidad a pesar de la existencia del pico por lo que se decidi6 aumentar la
dimension de profundidad de la pieza para salvar la diferencia geométrica con el
vaso. Ademas se disend una cavidad lateral para la posterior colocacion de una
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junta torica que asegure la hermeticidad. Se consideré oportuno realizar unos
orificios de menor didmetro que los sensores para limarles tras la impresion y
asegurar un buen ajuste.

Para modelar la pieza se utiliz6 el programa de licencia libre GNU “FreeCad” cuyo
modelo posteriormente se exporté en formato .STL ajustando la precision a 0,5 mm
para evitar un facetado excesivo.

Imagen 178. Modelo tridimensional del diseno final del accesorio ideado

En primer lugar se ajusto la geometria de la pieza a las necesidades propias del
proceso de impresion, es decir, eliminacion de voladizos innecesarios, decision que
afecta a la cavidad que contendra a la junta térica sustituyendo la parte superior
por un plano a 30°.

En segundo lugar, una vez finalizado el diseno, se procedié6 a la eleccion del
material, teniendo como posibles ABS o PLA. Ya que los vapores que soportara
seran de Glutaraldehido, el cual puede afectar a determinados materiales,
escogemos el ABS porque contiene butadieno que no es soluble en disolventes
organicos ademas de ser mecanizable, lo cual es un requisito de ajuste en nuestra
pieza. Por los problemas de adhesion ABS-vidrio, se decidié echar una capa de laca
sobre la cama.

Para la impresion, se decidio colocar la pieza apoyada sobre la cama con su
diametro mayor, es decir, la superficie en la que se localizan los orificios. De esta
forma se evitaran los voladizos y se tiene mas superficie de apoyo. Sin embargo, es
posible que se produzca combado en la superficie de apoyo por las tensiones
térmicas generadas.

Debido a las dimensiones de la impresora, los parametros de impresion fueron
condicionados por la necesidad de imprimir varios modelos al mismo tiempo. Esto
parametros fueron:
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il Layers and perimeters
Infill
() Speed
[ Skirt and brim
_ul Support material
| Motes
= Output options
I Multiple Extruders
&7 Advanced

Layer height

Layer height:
First layer height:

Vertical shells

Perimeters (minimum):

Spiral vase:

Horizontal shells

Solid layers:

Quality (slower slicing)

Extra perimeters if needed:

Avoid crossing perimeters (slow):
Detect thin walls:

Detect bridging perimeters:

Advanced

Seam position:

External perimeters first:

0.05 mm

0.2 mm or %

Random =

] EEOE 5 [
=
5

= Bottom: 10

En opciones de capas establecemos los parametros siguientes. Cada capa tendra
una altura de 0.05 mm eso equivale a 20 capas por milimetro. El tiempo de
ejecucion sera bastante largo. Se establecieron 10 capas sélidas para la base y la
parte superior. Se decidié rellenar con un 60% ya que mas seria excesivo para la
pieza, en un principio.

Para el trabajo que va a realizar la pieza, un relleno de panel de abeja puede ser
suficiente y soportar los esfuerzos a los que se vera sometida.

Print Settings | Filament Settings | Printer Settings|

[AB3_Buencini - Infill
@ Layers and perimeters Fill density: 60 > %
b Infil Fill pattern: ’honeycomb VI
() Speed Top/bottom fill pattern: ’concentric VI
[ Skirt and brim
Lal Support material . o
] MNotes Reducing printing time
= Qutput options Combine infill every: 1 = layers
w Multiple Extrudlers Only infill where needed: [l
&~ Advanced
Advanced
Selid infill every: 0 = layers
Fill angle: 45 <
Solid infill threshold area: 70 mm?
Only retract when crossing
perimeters:
Infill before perimeters: 0
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La velocidad de ejecucion, como se ha comentado antes, viene condicionada por la
impresion de varias piezas a la vez.

Se ha puesto mas cuidado en el relleno, tanto de la parte sélida como la de la parte
superior, disminuyendo un poco su velocidad.

Los movimientos en vacio vienen dados por la impresora.

Plater Print Settings | Filarment Settings I Printer Settingsl

[ABS_Bueno.ini v] Speed for print mowves
@l Layers and perimeters Perimeters: 30 mmy's
Infill Small perimeters: 20 mmy’s or %o
o i External perimeters: 100% mmy's ar %
[E5 Skirt and brim .
+ - Infill: 40 mmy's
L=l Support material
| Motes Solid infill: 50 mmfs or %
= Qutput options Top solid infill: 50 mm/s or 3%
]rh Multiple Extruders Support material: 50 mmy’s
o Advanced
Support material interface: 100%% mmys or %
Eridges: a0 mmy's
Gap fill: 20 mms's

Speed for non-print moves

Travel: 150 mmy's
Modifiers
First layer speed: 35% mmy’s or %o

Acceleration control {(advanced)

Perimeters: Q mm/s*
Infill: 0 mmys®
Bridge: a mmfs*
First layer: 0 mm,/s*
Default: Q mimys®
Filament Settings | Printer Sttings
ABS_Bueno.ini M= Filament
@ Filament Diameter: 3 mm
j Cooling Extrusion multiplier: 1
Temperature (°C)
Extruder: First layer: 235 = Qther layers: 230 =
Bed: First layer: 80 = Qther layers: 80 =

El diametro del filamento es de 3 mm que viene dado por la bobina de ABS que
vamos a emplear, siendo el diametro del hilo de 3.5mm se justifica el menor
diametro de calculo para conseguir mejor extrusion.
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| Plater | Print Settings I Filament Seﬂings| Printer Settings

| ABS_Buenoini - |:| Size

=) General Mozzle diameter: 0.5 mm

2 Custom G-code

Tj’) Extruder1 Position (for multi-extruder printers)
Extruder offset: w0 y: 0 mm
Retraction
Length: 1 mm (zero to disable)
Lift Z: 0 mm

L =

Speed: 30 = mm/s
Extra length on restart: 0 mm
Minimum travel after retraction: 2 mm
Retract on layer change:
Wipe while retracting:

Retraction when tool is disabled (advanced settings for multi-extruder setups)

Length: 10 mm (zero to disable)
Extra length on restart: 0 mm

La temperatura de la cama en nuestro caso es de 80°C. Una temperatura de trabajo
aceptable son esos 230-235 °C. Finalmente se establecieron las caracteristicas que
presenta la impresora a la hora de trabajar.

La primera pieza obtenida present6 varios problemas. EI mas importante fue el
debido a la decisién de imprimir en primer lugar el perimetro y después el relleno, lo
que ocasioné que, debido a la contraccion del material, relleno y perimetro no
agarraran formando dos piezas independientes.

Imagen 179. Pieza obtenida después de la primera impresion del accesorio (izquierda)
y detalle de la falta de adhesion del aro exterior (derecha)
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En segundo lugar, los orificios eran de dimensiones menores a las establecidas en
el modelo; se interpreté este resultado como que, al ser un circulo de pequeio
diametro, el material que salia por el extrusor (sobre el cual no tenemos un control
extremadamente preciso) se derramé hacia el interior del orificio.

Imagen 180. Detalle de los orificios para la localizacion de los sensores

Ademas, en ciertas partes no habia relleno y existian descuelgues de material entre
capas como podemos apreciar en la ilustracion niimero 5, defecto que se penso6
que se solucionaria cambiando la politica de relleno del 60 al 100% en cada capa.

Imagen 181. Detalle de Ia falta de relleno y descuelgues de la primera impresion

Otra deficiencia aparecio en la zona de contacto entre la pieza y el vaso (zona en el
modelo de geometria mas estrecha, que hace de pared al orificio hueco central de
la pieza). El material de relleno entre perimetros no estaba adherido, debido a que
el area de relleno era muy proxima a las dimensiones de extrusion de la boquilla y
como se habia elegido una politica de relleno de panal de abeja sin establecer un
area minima de relleno, el programa establecié una trayectoria de relleno en zig-zag
sin ninguna conexion con las paredes. Finalmente, se observa que la pieza no posee
capa final o ésta no queda definida como tal.
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Imagen 182. Detalle de la falta de adhesion y material en la pared (izquierda) y pieza en la
posicion tedrica de trabajo con un soporte material del sensor de muestra (derecha)

Por otra parte, por la decision de aplicar laca sobre la cama la pieza quedoé
perfectamente adherida.

En un segundo intento, y cambiando todas las opciones de impresion, que dieron
lugar a los fallos comentados en los parrafos anteriores, obtuvimos el siguiente
resultado:

Imagen 183. Detalle de la pieza final obtenida tras la segunda impresién con la eleccién de
los parametros correctos
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