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Objetivos

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de nuevos
dispositivos electrodicos para fines analiticos. Para ello se han
desarrollado electrodos con distintos tipos de nanomateriales de
carbono, asi mismo se ha modificado su superficie electrodica con

distintos tipo de nanoparticulas.

Las ultimas décadas han supuesto una gran revolucion y evolucion
de los materiales empleados en los electrodos. Desde aquellos
electrodos de mercurio hasta los tltimos materiales basados en
estructuras de carbono. El carbono es un material ampliamente
utilizado en la electroquimica analitica debido a su gran estabilidad
quimica, inerte quimicamente, su buena transferencia cinética
electronica, su amplia ventana de potencial en medio acuoso, su
bajo coste y su biocompatibilidad. Hay varias microestructuras
disponibles para los materiales de carbono, pasta de carbono,
carbon vitrificado, etc. Sin embargo, el descubrimiento en 1991 de
los nanotubos de carbono ha provocado un gran progreso
nanotecnologico en ciencia de los materiales, y mas concretamente
en los nanomateriales de carbono, como son los nanotubos de

carbono (CNT), las nanofibras de carbono (CNF) y el grafeno.

Estos nuevos nanomateriales han permitido el desarrollo de nuevos
dispositivos debido a sus propiedades térmicas, mecanicas,
electronicas y biologicas Unicas que no se encuentran en los
materiales tradicionales. Ademaés, la modificacion de la superficie
de estos nanomateriales con nanoparticulas, que confieren grandes
propiedades, supone wuna gran ventaja en las técnicas

electroanaliticas.

Ademés, se han optimizado los paradmetros influyentes en el
proceso de disefio de los electrodos hasta encontrar las condiciones

més adecuadas para su posterior utilizaciéon analitica.
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Objetivos

Una etapa posterior ha sido la bisqueda de aplicaciones analiticas
de los electrodos desarrollados en este trabajo, analizando

electroquimicamente distintos analitos.

Esta tesis busca también proporcionar un contexto historico a los
nuevos integrantes de la familia de electroquimicos sobre los
origenes de la electroquimica. Desde los primeros pasos con
Heyrovsky hasta nuestros dias, con la revoluciéon de los

nanomateriales y las nanoparticulas.
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Revision Bibliografica

1. Estado del arte

I : 1 comienzo de la voltamperometria se debe en gran medida al
descubrimiento de la polarografia por Heyrovsky. Para
entender por qué Heyrovsky trabajo con electrodos de mercurio,

debemos remontarnos a afios antes.

Durante su estancia en Heidelberg, 1873, Gabriel Lippman observo
que cuando una gota de mercurio recubierta de acido sulfdrico
(H.SO,) entra en contacto con un alambre de hierro se contrae,
recuperando su forma original al retirar el alambre. Gracias a
observaciones como la de John Draper en 1845 que advirti6 la
depresion de un hilo electrificado de mercurio confinado en un
tubo capilar, Lippman pudo desarrollar el electrometro capilar.
Para ello se baso en la teoria de que existia una conexion entre la
polarizacién eléctrica y la tension superficial, permitiendo explicar
los fenémenos observados hasta la fecha [1,2]. Bohumil Kucera
determiné la tension superficial pesando gotas de mercurio que
caian de un electrodo de gota de mercurio polarizado [3]. Fue
Kucera quien introdujo a Heyrovsky en el empleo de los primeros
electrodos de mercurio. En su trabajo durante su estancia en la
Universidad de Praga, Heyrovsky se dedic6 a la medicién del flujo
de corriente asi como el tiempo de caida de la gota de mercurio en
funcion del potencial [4]. Los experimentos realizados por
Heyrovsky en 1922 supusieron el nacimiento de la polarografia,
siendo esta un ejemplo de voltamperometria a potencial controlado
en la que el electrodo de trabajo es un electrodo de gota de
mercurio y el potencial del electrodo de trabajo cambia de modo

lineal.

29



Revision bibliografica

En 1924, Heyrovsky y Masuzo Shikata construyeron el primer
equipo de polarografia [5,6] y en 1959 Heyrovsky fue galardonado
con el premio Nobel de quimica por “su descubrimiento y

desarrollo de los métodos polarograficos de andalisis” [7].

Con todo, no fue hasta 1931 en el que Zbinden aplicara por primera
vez la preconcentracion electrolitica o pre-electrolisis, caracteristica
muy importante de las técnicas de redisoluciéon que permite la
determinacion de concentraciones muy pequenas de los analitos.
En 1961, Kemula y sus colaboradores describieron por primera vez
la preconcentracion por adsorcion del analito en el electrodo de

mercurio [8].

Los electrodos de mercurio engloban los electrodos de pelicula de
mercurio (MFE), los de gota colgante de mercurio (HMDE) y los de
gota de mercurio (DME). Todos ellos poseen unas caracteristicas
que los hacen altamente deseables. El mercurio a las condiciones de
trabajo es liquido, presentando una superficie homogénea y lisa,
ademés de ser un gran conductor eléctrico. Los electrodos de
mercurio presentan una amplia ventana de potencial
electroquimica, especialmente en direccion catédica, en
comparacion con otros electrodos [9]. Puede ser utilizado hasta -1.8
V o0 -2.3 V dependiendo de que el electrolito soporte sea acido o
basico [10]. A estos potenciales exhiben un comportamiento
electroquimico bien definido y las curvas intensidad-potencial
obtenidas son muy reproducibles debido a la renovacién continua
de la superficie del electrodo de trabajo. El mayor problema es la
posible interferencia provocada por el oxigeno disuelto, por lo que
es muy necesario su eliminacién burbujeando la soluciéon con un

gas inerte [11,12].
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A finales del siglo XX, numerosos paises incorporaron en sus
normativas restricciones al uso, exportacion y almacenamiento de
este metal. En el aflo 2005 la Unién Europea adopt6 una estrategia
comunitaria para hacer frente a la problemaética suscitada por el
destino de miles de toneladas de mercurio procedentes de la
industria cloroalcalina [13]. Por ello se marcaron una serie de
medidas para intentar reducir las emisiones de mercurio y su
exposicion al mismo [14]. En 2008 el parlamento Europeo acord6
prohibir la exportacion de mercurio metalico y el establecimiento
de métodos de almacenamiento seguro [15]. Finalmente, en el
2012, la Uniéon Europea decidi6 prohibir la comercializaciéon de
diversos dispositivos de medicién que emplean mercurio [16]. Esta
prohibicion se basa en la alta toxicidad que presenta el mercurio,

tanto para el ser humano como para el medio ambiente.

El mercurio se presenta en diversas formas bien sean en sus
compuestos inorganicos u organicos. Los compuestos organicos

mas comunes se recogen en la Figura 1.

-
'@
- Q5

Figura 1. Formas de mercurio.
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Sin embargo, las sales de mercurio organicas son incluso maés
toxicas que el mercurio elemental, ya que son facilmente

absorbidas por el tracto gastrointestinal [17].

Debido a esta prohibicion, los electrodos de materiales solidos,
metales inertes y de carbono se convirtieron en una alternativa para
cubrir el lugar que ocupaban los electrodos de mercurio. Entre los
materiales inertes se encuentran el oro, el platino, la plata, etc. y
entre los materiales de carbono, los de carbono vitrificado, pasta de
carbono, gratito, etc. Sin embargo, las caracteristicas que presentan
estos electrodos (repetibilidad y reproducibilidad de la superficie)
[18] no eran comparables a las que si poseia el mercurio. Es por
ello, que surgi6 la necesidad de encontrar un material que poseyera
caracteristicas similares al mercurio a la hora de su aplicaciéon en

electroquimica.

2. Alternativa: el electrodo de bismuto

En el ano 2000, Wang y su equipo realizaron una gran aportacion
en la busqueda de este material [19]. En su articulo propusieron y
analizaron el bismuto como posible sustituto de este elemento

altamente toxico.

Los electrodos de bismuto poseen una alta sensibilidad, una
respuesta de redisolucion bien definida y sin distorsion, amplia
ventana de potencial y son faciles de preparar [19—23]. Muestran
insensibilidad al oxigeno disuelto en la disolucion y una excelente
resolucion de los picos vecinos [24], siendo un buen sustituto del
mercurio debido a su habilidad de formar aleaciones con varios
metales facilitando el proceso de nucleacion durante la

acumulacion de los iones metélicos y a su baja toxicidad.
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Estas propiedades hacen de este elemento una opcion muy
atractiva para modificar las superficies de los numerosos electrodos
de trabajo que hay disponibles hoy en dia. Esta gran variedad se
puede encontrar en la extensa bibliografia que existe al respecto. En
ella podemos encontrar desde los electrodos més tradicionales,
como los electrodos de carbono vitrificado (GCE) y los de pasta de
carbono (CPE), hasta los electrodos de metales como el oro,
platino, cobre etc. Las recientes investigaciones en el campo de la
nanotecnologia han permitido incorporar nuevos materiales a los
que ya existian, mas concretamente, las nanoestructuras de
carbono, entre las que se encuentran el grafeno, los fulerenos, los
nanotubos de carbono... entre otros. En la Tabla 1 se pueden
encontrar numerosos ejemplos de la amplia variedad de electrodos
empleados para la deposicion de peliculas de bismuto.

Tabla 1. Ejemplos bibliograficos para distintos electrodos de
trabajo.

Tipo de electrodo Ref2

Platino [25,26]
GCE [21], [27—-38]

GECE [39,40]
Cobre [26]
Fibras de carbono [41]

SPE [42,43]

CNTs [44—46]
ITO-cinta de carbono [47]
GO-MWCNTs [48]

GN [49,50]
PA-PANI [51]
Nanoparticulas de silice mesoporoso [52]
CPE [53]
PANI-MES/OMC [54]
GS [55]
Au-G-cys [56]
Hilo de Carbono [57]
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Las peliculas de bismuto no son homogéneas y la nucleacion y el
crecimiento del bismuto durante la electrodeposicion esta
altamente influenciada por la naturaleza y las condiciones del

sustrato empleado [20].

En la bibliografia se describen dos métodos de electrodeposicion de
bismuto sobre un material conductor. El primer método es

conocido como método ex-situ. Este método consiste en la

electrodeposicion de la pelicula de bismuto empleando una
disolucion que contenga iones de Bi(III). La reacciéon que tiene

lugar es:
Bi®t +3e~ — Bi

Las condiciones del proceso electrodeposicion con una pelicula de
bismuto son variables si bien se recomienda condiciones 4cidas. La
concentracion de bismuto en el medio se encuentra entre varias
decenas a cientos de mg L. La formacion de la pelicula se lleva a
cabo aplicando un potencial catddico entre -0.3 V a -1.2 V durante
unos pocos minutos y bajo agitacion constante. Después de la
formacion de la pelicula de bismuto sobre el electrodo, este se
introduce en la disolucién con la muestra, donde se lleva a cabo la
preconcentracion y redisoluciéon. Las reacciones que tienen lugar

durante la preconcentracion de los analitos son:
M™ +ne- — M(Bi) preconcentracion
M(Bi) —» M™ + ne~ redisolucion

Donde M+ es el i6n metalico, y M(Bi) es la aleacién del metal y el

bismuto.

Sin embargo este método posee una gran desventaja: requiere
bastante tiempo debido a que el analisis conlleva dos pasos, formar

la pelicula y el anélisis de las muestras.
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A continuacion se muestran una serie de ejemplos que han seguido

este procedimiento.

Hutton, et al. [27] modifican su electrodo de carbono vitrificado
(GCE) electrodepositando a -1 V durante 5 min bajo constante
agitacion en una disolucién 100 mg L de Bi(III) en tampo6n acetato

0.1 M apH 4.5.

Kreft, et al. [58] emplean este procedimiento para un electrodo de
cobre aplicando durante 10 s un potencial de -0.3 V en una
disolucion 0.2 mM de Bi(NO;); en 1 M de HCI.

Asadpour-Zeynali, et al. [59] aplican un potencial de -0.78 V
durante 3 min en una disolucion 0.15 mg mL* de Bi(III) y 0.05 mg

L de KBr en tapon acetato 0.1 M a pH 4.5.

El segundo método es el método in-situ, y se diferencia muy poco

del anterior. La diferencia radica en que en la disolucion de
bismuto también se encuentran presentes los analitos, metales
pesados como plomo, cadmio, cobre, zinc.... Para garantizar la
optima formacién de la pelicula la concentracién del bismuto ha de

encontrarse en un rango entre 400 — 1000 pg L™. Las reacciones

que tienen lugar durante la electrodeposiciéon son:
Bi3* + 3e~ — Bi Formacioén dela pelicula de bismuto
M™ +ne- — M(Bi) preconcentraciéon

El mayor problema de este método es que los iones de bismuto son
muy susceptibles a la hidroélisis en medios neutros y alcalinos. Por
lo que el pH 4cido de las disoluciones es esencial en este método.

Ademaés requieren menor tiempo en el procedimiento experimental

[24].
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A continuacion se expone algin ejemplo en el que se ha empleado

este método.

Guo, et al.[31] electrodepositaron la pelicula de bismuto sobre un
GCE aplicando un potencial de -1.4 V durante 2 min en una

disoluciéon 5 uM de Biy Zn.

Charalambous y Economou [32] depositaron simultaneamente
Bi(III) 200 ug L1 y los metales (plomo, cadmio e indio) aplicando

un potencial de -1.2 V durante 80 s bajo agitacion.

Anastasiadou, et al. [37] depositaron la pelicula aplicando un
potencial de -1.4 V durante 60 s en una disolucion de 200 pug L de
Bi en tampoén acetato 0.1 M a pH 4.5 en presencia de Zn, Cd, Pb y
Cu.

En general, para ambos métodos se emplea una solucion de tampédn
acetato a pH 4.5, con iones de bismuto en el medio, como soluciéon

para llevar a cabo la galvanoplastia.

Pauliukaite, et al. [60] describen tres formas de depositar bismuto

sobre un sustrato:
e Aplicando un potencial de manera constante.
e Haciendo barridos ciclicos en direccion catddico.

e Deposicion galvanostatica, aplicando wuna intensidad

durante un tiempo determinado.

Existe un tercer método para modificar la superficie de los

electrodos con bismuto, mediante el empleo un precursor [61]. El
precursor de bismuto, por ejemplo Bi.O;, modifica la masa del
electrodo debido a que al someterle a un potencial en torno a -1 Vel
6xido de bismuto se reduce a bismuto metéalico, de acuerdo a la

reaccion:
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Bi,05(s) + 3H,0 + 6e~ — 2Bi(s) + 60H~

Este método esté limitado a su empleo en los electrodos de pasta de

carbono [62].

Los analitos analizados mediante electrodos de bismuto son
variados, tales como glucosa [25], nitrofenoles [30], vitamina B;s,,
colorantes, paracetamol [36], quinina [63], acido félico [64],
insecticidas [65] y metales pesados: Co, Ni, Cd, Pb, Cu, Cr, Zn, In,
U, T, Sny Sb.

3. Nuevos materiales, nuevas posibilidades

En las ultimas décadas, se han incorporado nuevos materiales
principalmente de carbono. Estas estructuras poseen unas
caracteristicas que les hacen altamente deseables en los
dispositivos electrodicos. Entre estos materiales, se pueden

encontrar los nanotubos y las nanofibras de carbono.

3.1.Nanotubos de Carbono

En 1991, S. Iijima public6é su descubrimiento de los nanotubos de
carbono [66]. Desde entonces, han sido sujeto de amplios estudios
para conocer sus propiedades. Los nanotubos de carbono poseen
una alta conductividad eléctrica, gran area superficial, significativa
fuerza mecanica y una buena estabilidad quimica [67,68]. Estas
propiedades permiten que su uso en electroquimica aumente la
sefial voltamperométrica de los analitos, aumente la sensibilidad y
la obtencién de limites de detecciéon méas bajos. Los CNTs estin
compuestos por atomos de carbono sp? dispuestos en hojas de tipo
grafito que se enrollan en forma de tubos huecos. Existen dos clases

de CNTs: de paredes simples (SWCNTs) y de paredes multiples

37



Revision bibliografica

(MWCNTs). Los SWCNTs consisten en tubos huecos simples con
didAmetros entre 0.4 y 2 nm. Los MWCNTs consisten en tubos
huecos concéntricos, y cuyos diametros oscilan entre los 2 — 100

nm [69].

Figura 2. Estructura de los nanotubos de carbono: a) nanotubos
de carbono de paredes simples (SWCNTs) y b) nanotubos de
carbono de paredes miultiples (MWCNTSs).

3.2. Nanofibras de Carbono

Las nanofibras de carbono (CNFs) se han considerado como una
alternativa de los CNTs debido a su bajo coste y a su facil sintesis.
Las CNFs son filamentos lineales sp2? y con un didmetro que varia
entre los 50 nm y los 300 nm. La estructura de las nanofibras de
carbono dependen de las disposiciones de apilamiento pudiéndose
ver como capas, troncoconicas o planares, apiladas a lo largo de la
longitud del filamento [70]. Esta variabilidad en su estructura
proporciona un comportamiento semiconductor [71] debido a la
presencia de méas defectos. Las CNFs poseen unas excelentes
propiedades mecénicas y alta conductividad eléctricas y térmicas
[72,73], muy similares a las de los CNTs. La gran ventaja que
poseen sobre los CNTs es que poseen una mayor superficie

funcionalizada [74]. Por ello, son tutiles en diversas aplicaciones
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como soporte catalitico [75], biomédicas [76], estructurales [77],

baterias i6n-Li [78], etc.

Figura 3. Disposiciones de apilacion de las nanofibras de
carbono. (izq) En paralelo, (centro) Espiga; (dch) plaquetas
apiladas.

4. Modificacion con nanoparticulas

Recientemente, las nanoparticulas han adquirido una gran
importancia como elementos modificadores de los sensores
electroquimicos. Las nanoparticulas poseen unas propiedades tanto
fisicas como quimicas que las hacen altamente atractivas, ya que
poseen una alta actividad catalitica debido a su pequefio tamato (1
— 100 nm) y su excelente conductividad [79]. Ademéas, aumentan
significativamente la superficie de trabajo del electrodo. Existen
nanoparticulas de diversos materiales como oro, plata, bismuto,

cobre, zinc, titanio, etc.

La sintesis se puede llevar a cabo por dos procedimientos distintos:

quimicamente o electroquimicamente.
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La sintesis quimica de nanoparticulas implica el empleo de un
agente reductor, como el borohidruro sédico, el citrato, etc. para

llevar a cabo la formacion de las nanoparticulas.

Granado, et al. [42] sintetizaron quimicamente nanoparticulas de
bismuto. Dispersan 50 mg de bismuto en 30 mL de parafina que
posteriormente calientan a 230°C durante 10 h. Las particulas de
bismuto obtenidas se lavan con cloroformo y se secan bajo

atmosfera de nitrogeno para su almacenamiento.

Desde que Faraday publicara un estudio sobre la preparacion y las
propiedades del oro coloidal [80], numerosos métodos han sido
desarrollados para la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs). El
método de Turkevich [81] es el mas cominmente usado, en el que

el citrato de sodio reduce al acido tetracloroatrico.

La sintesis electroquimica implica la formacion de las
correspondientes nanoparticulas sobre la superficie del electrodo

de trabajo debido a la aplicacion de un potencial.

Tharamani, et al. [82] sintetizan electroquimicamente BiNPs sobre
un electrodo de grafito aplicando distintos potenciales. Con ello
consiguen diferentes tamanos de particulas asi como diversas

geometrias.

5. Determinacion de metales pesados

Después de siglos de estancamiento en Europa, la Revolucion
Industrial iniciada en Inglaterra a mediados del siglo XVIII supuso
un punto de inflexiéon en nuestra forma de concebir la industria.
Diversas actividades pueden causar la liberalizacion de elementos
toxicos a sistemas acuaticos y terrestres, contribuyendo a la

contaminacién del medio ambiente que nos rodea. Los elementos
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traza, especialmente los metales pesados, se consideran una de las

principales fuentes de contaminaciéon del medio ambiente.

El vertido de estos metales pesados al medio, provoca la
transferencia de los mismos a los sistemas vivos, incluyendo las
plantas y los animales. Esta concentraciéon de elementos traza en
las matrices alimentarias, llega hasta el ser humano a través de las
cadenas alimentarias, por lo tanto debe abordarse con gran
atencion todo lo directamente relacionado con la dieta y la
nutricion [83—85]. A pesar de su toxicidad, pequenas cantidades de
algunos de estos elementos traza desempenan funciones esenciales

para la vida.

El cadmio es toxico a pequenas concentraciones, pudiendo
provocar disfunciones renales. Ademés puede inducir la
desmineralizacion 6sea e interactuar con el hierro, disminuyendo la
concentracion de hemoglobina y hematocrito, provocando anemia
[86,87].

El envenenamiento por plomo puede provocar la inhibicién de la
sintesis de hemoglobina, disfunciones renal, cardiovascular y del
sistema reproductivo. Una exposicion cronica afecta al sistema
nervioso central y al sistema nervioso periférico. Puede provocar

retraso mental y psicosis [88—-91].

Metales como el cadmio, el cromo o el niquel son carcinogénicos
tanto para humanos como para animales. El cobre, el plomo y el
mercurio son probablemente carcinogénicos ya que la exposicién a
cualquiera de ellos esté asociada a diferentes tipos de cancer, como

cancer de pulmon, renal, prostata...[92].

Debido a todo esto, se ha hecho necesaria su determinaciéon y

caracterizacion. Entre las técnicas de analisis de metales pesados se
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encuentran la espectroscopia de absorcion atomica (AAS) [93—97];
espectrometria de absorciéon atomica electrotérmica (ETAAS) [98—
101] y de llama (FAAS) [102—104]; espectrometria de fluorescencia
atomica [105,106]; espectrometria de emision atémica (MP-AES)
[107]. Por otro lado se encuentran la espectroscopia de
acoplamiento inductivo: ICP-AES/OES [108,109] o ICP-MS [110—
112] y espectroscopia por fluorescencia de rayos X (EDXRF)[113]. A
pesar de que estas técnicas son sensibles y selectivas, requieren
instrumentacion sofisticada asi como personal especializado y son
costosas. Otros métodos de determinacion son métodos
colorimétricos  [114];  fluorimétricos  [115,116];  sensores
fotoluminiscentes [117] o electroquimioluminiscentes [118];
resonancia de plasmones superficiales (SPR) [119]; sensores
basados en Aacidos nucleicos (FNAs) [120]; biosensores
electroquimicos basados en el ADN [121] y espectroscopia Raman
(SERS) [122]. Las técnicas electroquimicas se han erigido con un
método alternativo a las anteriormente mencionadas debido

principalmente a su sencillez, bajo costo y alta sensibilidad.

A continuacién se detallan los trabajos de algunos autores en el

campo de la electroquimica.

Chaiyo, et al. [50] utilizan un electrodo serigrafiado modificado con
un material compuesto de nafion/liquido iénico/grafeno. Este
material compuesto se prepara mediante la dispersion de una
mezcla de 1 mg de grafeno, 1 mL de dimetilformamida (DMF), 0.5
% (m:v) de liquido i6nico y 0.1 % (v:v) de nafion. La modificacién
del electrodo de trabajo se lleva a cabo mediante drop-casting de 1
uL del material compuesto formando una pelicula de bismuto in-

situ.
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Hui Huang, et al. [51] usan un electrodo de carbon vitrificado
modificado con un nanocompuesto de nanofibras de polianilina
dopadas con acido fitico. Ademas se lleva a cabo la modificacion ex-

situ del electrodo con bismuto.

Feng, et al. [47] crean un electrodo de trabajo desechable
modificado con una pelicula de bismuto. El electrodo de trabajo
consta de un ITO (6xido de indio y estafio), sobre el que se pega un
trozo de cinta de carbono conductor. En un segundo paso se
delimita la superficie con un plastico aislante y a continuacion se
electrodeposita el bismuto, integrando finalmente los electrodos de

referencia y contraelectrodo.

Kokkinos, Economou, et al. [123] emplean el tradicional electrodo
de film de bismuto (BiFE). En este caso, la novedad radica en que la
deposicion del film de bismuto se lleva a cabo por pulverizacion y
delimitando la geometria mediante fotolitografia a un diametro de

5 mm.

Afkhami, et al. [124] modifican un electrodo de pasta de carbono
con nanotubos de carbono (MWCNTSs) y una base de Schiff. Esto se
debe a que la base se Schiff mejora la selectividad y sensibilidad en
la determinacion de estos metales debido a la interaccion de los

cationes metalicos con los ligandos de la base.

Lian Zhu, et al. [56] presentan un GCE modificado con un material
compuesto de grafeno, nanoparticulas de oro (AuNPs) y cisteina. La

pelicula de bismuto se lleva a cabo in-situ.

Yang, et al. [52] utilizan el electrodo de carbono vitrificado
recubierto con nanoparticulas de silice mesoporoso 'y

posteriormente con bismuto (NanoSiO,/BiFE).
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Lee, Chen, Li y Liu [125] presentan un GN-Sn/GCS. El electrodo
consiste en una hoja de carbono vitrificado (GCS), 6xido de grafeno

decorado con nanoparticulas de estafio (SnNPs).

Zhao, et al. proponen [126] en un electrodo GC modificado con un
material compuesto de bismuto, nanotubos de carbono,
emeraldina-polianilina y nafion. La superficie del electrodo se
modifica por drop-casting y posteriormente se realiza la

electrodeposicién in-situ del bismuto.

Ping, et al. [127] desarrollan un electrodo desechable de pelicula de
bismuto modificado electroquimicamente con 6xido de grafeno

reducido.

Granado, Olivares-Marin y Pinilla [42] presentan la modificacion
de un electrodo serigrafiado por la adsorcion de nanoparticulas de

bismuto sintetizadas quimicamente.

Armstrong, et al. [128] emplean un electrodo de bismuto (BiBE)
como alternativa para el analisis de redisolucion (SWASV) de Pb
(ID), Cd (II) y Zn (I1).

Li, Jia y Wang [129] llevan a cabo la determinacién simultanea de
plomo y cadmio mediante un GCE impregnado con una mezcla
nanofibras de grafito (GNFs) y nafion. El bismuto se deposita sobre

la superficie de trabajo in-situ.

Kokkinos y Economou [130] emplean un BiFE para la deteccion de
plomo y cadmio. La pelicula de bismuto se deposita por
pulverizacion sobre un substrato de silicio y la geometria final se
define por fotolitografia. Finalmente se impregna con una pelicula

de nafion.
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Prabakar, Sakthivel y Narayanan [131] preparan un electrodo de
nanotubos de carbono (MWCNTs) en el que se inmoviliza

mercurio.

Sosa, et al. [132] emplean por primera vez un electrodo serigrafiado

con bismuto pulverizado (Bis,SPE).

Zou Li, et al. [133] llevan a cabo la determinaciéon de los metales
con un electrodo de pelicula de bismuto modificado con 6xido de
grafeno. El GCE se modifica con 10pL del material compuesto de
oxido de grafeno y tionina (TH), electroreduciendo el GO barriendo
entre -1.3 V y 1.1 V. Aplicando 1.1 V el 2-mercaptoetanosulfonato
(MES) interacciona con el material compuesto y con nafion se

recubre finalmente la superficie.

B. dos Santos, et al. [134] determinan cadmio y plomo en un
sistema de flujo empleando un electrodo serigrafiado modificado

con una pelicula de bismuto ex-situ.

Sandra Cerovac, et al. [135] utilizan un electrodo de carbono
vitrificado modificado. Esta consiste en el recubrimiento del
electrodo con un material compuesto de nanotubos de carbono
(MWCNTs) y particulas de oxicloruro de bismuto sintetizadas

quimicamente.

Ayenimo y Adeloju [136] describen la deteccién de varios metales
pesados; basados en la inhibicién en la respuesta de un biosensor
potenciométrico. El biosensor consta de un polipirrol y una enzima,

la glucosa oxidasa, sobre un disco de platino.

Pérez-Rafols, et al. [137] nos ensefian un novedoso electrodo de
carbono vitrificado en el que se ha inmovilizado D-penicilamina. En

la superficie del GCE se genera in-situ una monocapa de aril
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diazonio sobre la que se inmoviliza covalentemente la d-

penilcilamina.

También determinan estos analitos [138] a través de un electrodo
serigrafiado de nanofibras de carbono en el que se ha inmovilizado
glutation. La modificacion consta de dos etapas, primero se
electroinjerta aril diazonio y posteriormente se inmoviliza

covalentemente el glutation.

Juvéncio, et al. [139] utilizan papel pirolizado como sustrato para la
determinacion voltamperométrica de metales traza. Se toman 0.7 x
0.7 cm de este papel pirolizado y lo colocan en la parte inferior de la
celda gracias a una junta torica, que delimita el area de trabajo. La
superficie de trabajo se modifica in-situ con una pelicula de

bismuto.

Wang, Li y Liu [140] emplean peliculas de grafeno como electrodos
de trabajo, que son modificados con una capa porosa de polianilina

junto con nanoparticulas de bismuto depositadas in-situ.

Tang, et al. [54] presentan la modificacion de un electrodo de
carbono vitrificado (GCE) con carbono mesoporoso ordenado
(OMC), MES-atado a polianilina (PANT) y bismuto.

J. Wang, et al. [55] utilizan laminas de grafeno (GS) para modificar
un electrodo de carbono vitrificado. Posteriormente se modifica con

bismuto.

Die Yang, et al. [38] llevan a cabo la determinaciéon de trazas de
Pb2>* y Cd** empleando un electrodo de carbono vitrificado,
recubierto con una gota de la mezcla de nafién y un liquido iénico

para posteriormente electrodepositar in-situ bismuto.

Koirala, et al. [141] construyen un electrodo de pasta de carbono

modificado con una semicarbazona.
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Anastasiadou, et al. [37] modifican in-situ un electrodo de carbono

vitrificado con una pelicula de bismuto.

Ayman Ali Saeed, et al. [57] elaboran un micro-electrodo de hilos

de carbono modificado in-situ con una pelicula de bismuto.

Dimovasilis y Prodromidis [142] preparan tres tipos de
microesferas de bismuto gracias a tres procesos sol-gel diferentes.
Estos materiales se emplean como tintas para la fabricacion del

electrodo serigrafiado.

Pikna, Hezelova y Kovacova [143] determinan simultaneamente Cd,
Pb, Cu y Hg. con un electrodo de grafito impregnado de parafina
(PIGE). La modificacion del PIGE se lleva a cabo usando MWCNTSs
suspendidos en HNO,.

Mettakoonpitak, et al. [144] utilizan un electrodo de carbono
serigrafiado (CSPEs) para determinar selectivamente Zn, Cd y Pb.
El CSPEs se modifica con nanoparticulas de plata (AgNPs) por

electroespray y con una pelicula de bismuto.

Wonsawat, et al. [145] emplean un CPE modificado con una
pelicula de bismuto acoplado a una celda de flujo para la

determinacion de plomo y cadmio.

Mediana-Sanchez, et al. [146] fabrican un electrodo de pelicula de

grafito de papel desechable.

Pengfei Niu, et al. [53] realizaron voltamperometria de redisolucion
anodica (SWASV) y voltamperometria de redisolucion catodica
adsortiva (SWAACSV) con un electrodo de pasta de carbono y
bismuto. Para preparar el electrodo se afiadi6 Bi(NO;); -5H.O a una
mezcla de glicerol, acido acético, resorcinol y formaldehido,

pirolizando hasta obtener un nanomaterial compuesto de Bi-C.
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Kokkinos, Economou y Raptis [147] determinaron Cd, Pb y Ni
mediante SWASV y SWAdCSV con una celda desechable de tres
electrodos. El dispositivo consta de un electrodo de trabajo
formado por un conjunto de microdiscos de bismuto, plata como

electrodo de referencia y platino como contraelectrodo.

Dimovasilis y Prodromidis [148] utilizan por primera vez la sintesis
de bismuto modificado con (3-mercaptopropil) trimetoxisilano
(MPTMS) para la determinacion de plomo y cadmio mediante
SWASV. El MPTMS se emplea para la formaciéon de un xerogel
modificado con bismuto, posteriormente este xerogel se emplea

para modificar un electrodo de carbono vitrificado (GCE).

Huang, et al. [48] preparan un novedoso electrodo de GCE
modificado con un nanomaterial compuesto hibrido de nanotubos
de carbono (MWCNTs) y laminas de 6xido de grafeno (GO).

Sosa, Barcelo, Serrano, et al. [149] emplean un electrodo
serigrafiado (SPE) modificado in-situ con antimonio para la
determinacion simultdnea de cobre, cadmio y plomo mediante
DPASV.

Nipapan Ruecha, et al. [49] fabrican un electrodo serigrafiado
modificado con un nanomaterial compuesto de polianilina y
grafeno (GN/PANI) para la detecciéon de Zn (II), Cd (IT) y Pb (II). El

electrodo se modifica bien por drop-casting o por electrospray.

Hao, et al. [150] utilizan un electrodo de carbono vitrificado
modificado con nanoparticulas de 6xido de bismuto (BiONPs) y
chitosan (CS).

Jedryczko, Pohl y Welna [151] emplean un electrodo GC recubierto

por una pelicula de mercurio que a su vez esté protegida por nafion.
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El dispositivo se incorpora a un sistema de flujo para determinar
Cd, Cu, Pby Zn.

En la Tabla 2 se resumen los trabajos anteriormente descritos en
funcion del electrodo de trabajo empleado y los analitos

determinados.

Tabla 2. Resumen de las diferentes electrodos empleados para
la determinacién de metales pesados.

Electrodo Analito Concentracion LOD Ref
N/IL/GN/SP Cd 0.06 ng mL
0.1 — 100 ng mLt [50]
E Pb 0.08 ng mL*
Nafién/PA- Cd 0.02 ug Lt
0.05 — 60 pg Lt [51]
PANI/GCE Pb 0.05 pg L1
Carbon tape- Ph " " (4]
10 — 500 -1 2 1
BiFE 500 ug ug 47
Pb 5—45ug Lt 0.5 ug Lt
BiFE He He [123]
Cd 10 — 90 pg Lt 1pg Lt
7~
Pb 1— 1100 ng mL! 0.25 ng mL+1
BHPBP/MW [124]
Cd 0.4 — 1200 ng mL1! 0.74 ng mL+1
CNT/CPEr
Au-GN- Pb 0.05 ug Lt
0.5 — 40 pg L* [56]
cys/GCE Cd 0.10 ug Lt
NanoSiO,/Bi Pb 0.2 ug L1
2 — 150 pg Lt [52]
FE Cd 0.6 ug L2
Pb 0.63 nM
GN-Sn/GSC Cd 10 — 100 nM 0.60 nM [125]
Cu 0.52 nM
MWCNT- Pb 0.08 pug L1
10 — 50 g L [126]
EBP-NA/GCE Cd 0.06 pg L1
SPE/ERGN Pb 0.8 ug L1
. 1—-60 ug L [127]
O/BiF cd 0.5 ug L1
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref
Zn 2.6 ng mL
BiNPs-SPCE cd 1.3 ng mL~ [42]
Pb 0.9 ng mL
Pb 93 ng mL+
BiBE Cd 10 — 100 pg Lt 54 ng mL1 [128]
Zn 396 ng mL1
BiF/GNFs- cd 0.09 ug L1
0.2-50 pg Lt [129]
Na/GCE Pb 0.02 pg L
Nafi6n- Pb 0 -45 ug L1
. . 0.5 ug L1 [130]
micro BiFE Cd 0-90 ug Lt
Hg(II)/ MW Pb 0.94 ng mL-
0.2 - 50 ug L1 [131]
CNT Cd 1.8 ng mL!
Pb 0.53 —19.8 ug Lt 0.16 pg L1
Bi,SPE 537195 K8 He [132]
Cd 0.33 —12.3 ug Lt 0.10 ug Lt
ERGO-TH- Cd 0.1 ug Lt
1— 40 pg L [133]
MES/GCE Pb 0.05 ug L1
Cd 6.30 — 75.6 ug Lt 0.6 ug Lt
SPE-BiFE S0TTRONS " [134]
Pb 3.20 — 38.4 pug Lt 0.1ug Lt
BiOCI/MWC Pb 1.9 ug L
5-50 ug L [135]
NT-GCE Cd 4.0 ug L1
Cu 0.079 -16 yM 0.079 UM
H 0.025 — 5 uM 0.025 UM
Ppy-Gox s >Tok ot [136]
Pb 0.10 — 15 uM 0.024 UM
Cd 0.04 — 62 UM 0.044 UM
Penicilamin Pb 10.07 — 115.14 ug L1 3.02 ug Lt [137]
137
a-GCE Cd 14.34 — 115.23 pug L1 4.30 pg L1
GSH- Pb 10.1 — 150.1 pug L 3.0 ug L1
[138]
SPCNFE Cd 10.8 — 150.1 ug L1 3.2 ug L1
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref
. Pb — 300 pg Lt 0. b
Bi-Papel- 5— 300 ug 39 pp
o Cd 5-300 pg Lt 0.25ppb  [139]
pirolizado
Zn 10 -200 pg Lt 0.26 ppb
Bi/PANI/GN Pb 0.33nM - 1.1 uM 0.33 nM [140]
PANI- Cd 0.26 nM
1-120 nM [54]
MES/OMC/GCE Pb 0.16 nM
Pb 0.1—100 pug Lt 0.0 L
GS/GCE He PHEET ]
Cd 0.5 — 100 ug L 0.35 ug L1
. Pb 0.2 ug Lt
NC/IL-BiFE 10 — 120 pg Lt [38]
Cd 0.5 ug Lt
Pb 0.25 — 12.5 mg L1 78.81 ug L1
Carbazona- cd L 6 Lt [141]
0.25 — 12.5 mg L1 96.17 ug L1 [141
CPE & &
Zn 0.25 —10 mg L1 91.88 pug L
Pb 10 — 100 pg L+ 0.40 pg L1
Cd — 50 ug Lt 0.10 ug Lt
BiFE-GCE >~ S0H8 Hs [37]
Zn 20 — 280 ug Lt 2.80 ug Lt
Cu 10 — 80 pg Lt 0.20 g L1
Bi/IPA-treated cd 1.08 g L
carbon thread - 5—110 pg Lt g L [57]
-1
electrode 0-57 18
Pb 2-32uglL? 1.2 mg Lt
Bi-SG(2) Sl 8 [142]
Cd 3—14 ug L 1.4 mg L1
Z .0 — 400 ug L1 L+
AgNPs/Bi/Naf " 5:0 ~ 400 1 DHE
. Cd 5.0 — 400 pg L o5pgLt  [144]
i6n/CSPEs
Pb 0.1 - 500 ug L 0.1ug Lt
Cd 0.298 UM
PIGE/MWCN Pb 0.483 UM
1.96 — 5.66 UM [143]
Ts/HNO, Cu 0.381 uM
Hg 0.679 uM
) Cd 0.5 —100 ug L* 0.08 ug Lt
BiFE-CPE e He [145]
Pb 0.25—-250ugL* o0.07pugL?
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref
Lab-on- Pb b
10 -100 ppb 7 PP [146]
paper Cd 11 ppb
Cd 1— 100 ppb 0.81 ppb
Bi-CPE Pb 1—100 ppb 0.65 ppb [53]
Ni 10 — 150 ppb 5.47 ppb
. Cd 0. L1
Microelectro 7
Pb 2.5 — 15 ug Lt 0.6 ug Lt [147]
de array i
Ni 0.7 ug Lt
GCE/Bi- Pb 1. L+
/ 5109-1107M 318 [148]
xerogel/Nafion Cd 0.37 ug Lt
GO/MWCNTs Pb 0.2 ug L1
., 0.5-30ugL* [48]
/nafién/GCE Cd 0.1 ug Lt
Cd 11.5 — 72.4 ug Lt 3.4 ug Lt
SbSPCE Pb 16.8 — 62.6 ug L1 5ug Lt [149]
Cu 5.3 -99.8 ug L1 1.6 ug Lt
Cd
GN/PANI - 1- 300 ug Lt 0.1 ug L1 [49]
BiONPs-CS- cd 0.8 — 5.6 UM 0.05 UM [150]
150
GCE Pb 0.4 —2.8uM 0.15 UM >
Cd 1—15ug Lt
Cu 10 — 150 ug Lt
NHgFEs SO 8 [151]
Pb 2.5 — 15 ug Lt
Zn 25 — 250 ug L1

6. Determinacion de vitaminas

Las vitaminas constituyen un grupo de compuestos que facilitan el

metabolismo y el aprovechamiento de proteinas, hidratos de

carbono y lipidos, asi como el mantenimiento de diversos procesos
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fisiologicos [152]. Se encuentran en cantidades muy pequefias en
los alimentos y no pueden ser sintetizados en el organismo,

debiendo, por tanto, ser aportados por la dieta [153].

En la Tabla 3 se puede ver el IDR (ingestion diaria recomendada) e
IDS (ingestibn  diaria sugerida) de las vitaminas y otros
oligoelementos.

Tabla 3. Recomendaciones de consumo de vitaminas y de
algunos elementos quimicos [152].

IDR IDS
Proteina (g/kg de peso corporal) 1
Fibra dietética (g) 30
Vitamina A (ng) 568
Vitamina B, (ug) 800
Vitamina B, (ug) 840
Vitamina Be (ug) 930
Niacina (mg) 11
Acido félico( pg) 380
Vitamina B,. (ug) 2.1
Vitamina C (mg) 60
Vitamina D (ug) 5.6
Vitamina E (mg) 11
Vitamina K( ug) 78
Acido pantoténico (mg) 4.0
Calcio (mg) 900
Cobre (ug) 650
Cromo (ng) 22
Fltor (mg) 2.2
Fésforo (mg) 664
Hierro (mg) 17
Magnesio (mg) 248
Selenio (ug) 41
Yodo (ug) 99
Zinc (mg) 10
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Forman un conjunto de 13 compuestos con estructuras quimicas
diversas, debido a esto no se han podido clasificar con base en su
estructura, sino mas bien por su solubilidad en liposolubles e
hidrosolubles. Las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) son aquellas
solubles en disolventes organicos y en aceites, pero insolubles en
agua. Las vitaminas hidrosolubles son solubles en agua y estan
constituidas por el complejo B, que incluye tiamina (B,), riboflavina
(B.), vitamina Be, vitamina B,., biotina, folatos, niacina y &cido

pantoténico, asi como por la vitamina C [152].

Los requerimientos diarios de vitaminas varian entre ambos sexos y

también por la edad, embarazos y lactancia [152].

6.1.Vitamina B,-

La historia del descubrimiento de la vitamina B,. estd marcada por
una serie de importantes contribuciones de diversas 4areas
incluyendo la nutricion humana y animal, la medicina, la quimica,

la microbiologia, la cristalografia de rayos X y la farmacia.

La deficiencia de vitamina B, o anemia perniciosa, se identifico en
la década de 1820, siendo Combe el primero en describirla como
debida a «algun trastorno de los oOrganos digestivos o de
asimilacion». No fue hasta 1925, que Whipple y Robscheit-Robbins
observaron que el higado crudo tenia efectos curativos, haciéndose
evidente el protocolo de tratamiento de la enfermedad. Gracias a
este descubrimiento, en 1926, Minot y Murphy demostraron que la
enfermedad se podia curar ingiriendo grandes cantidades de

higado, lo que les vali6 el premio Nobel.

En 1948, Folkers, Sharp y Dohme de Merck (EEUU) y Smith y
Parker, de Glaxo (Gran Bretana) purificaron simultineamente la

vitamina B, a partir de higado.
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En 1949 se aislo la estructura cristalina y se identificaron la
cianocobalamina y la hidroxocobalamina, estableciéndose
posteriormente, la estructura de la vitamina B,,. En 1964, Hodgkin
fue galardonado con el premio Nobel por su trabajo con
cristalografia de rayos X en el descubrimiento de su estructura

quimica.

El conocimiento de la funci6én bioquimica de la vitamina se
establecié en 1959, afio en que quedé establecida su funcién como
coenzima (adenosilcobalamina) de la metilmalonil-CoA mutasa, y

en 1963 como cofactor (metilcobalamina) de la metionina sintasa

[154-156].

6.2. Descripcion fisico-quimica

Las cobalaminas pertenecen a un grupo con una estructura muy
compleja, en la Figura 4 se puede ver su estructura. La estructura
de la vitamina B, consiste en un atomo central de cobalto
coordinado a (i) 4 &tomos de nitrégeno del anillo corrina, (ii) a un
nucleétido 5,6-dimetilbencimidazol (Bzm), que a su vez esta ligado
a un dtomo de carbono del anillo corrina y (iii) a un grupo ciano. El
atomo N7 del grupo bencimidazol puede actuar como un ligando
axial del 4tomo de cobalto en la posicion a. El grupo ciano actua
como ligando axial en la posicion B, completando la geometria
octaédrica del 4tomo central La posicion  puede estar ocupada por
diversos ligandos, dando origen a diferentes formas de la

cobalamina [58], [155]-[157]:

e Un i6n ciano CN- (cianocobalamina).
e Un grupo hidroxilo OH- (hidroxicobalamina).

e Un grupo metilo -CH; (metilcobalamina).
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Un resto 5'desoxiadenosilo (desoxiadenosilcobalamina o
coenzima B..).

0
N o} NH,
2
P 0
NH,
H,N ]
1\
CH '
"HiC
\
\ NH,
o) \
\ 0
NH \
\
1\
!
\ CH
\\\\\\CH3 N 3
o\ /o
AN "
HO o ChHs
0

HO

Figura 4. Estructura quimica de la cobalamina.

La cianocobalamina es poco estable en medios 4cidos, alcalinos, y

en presencia de agentes reductores. Su aspecto es de polvo

cristalino de color rojo, soluble en alcohol y en agua. Sensible a la
luz y a los rayos ultravioletas [154], [158].
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6.3. Funcion en el cuerpo humano y deficiencia

Esta vitamina participa en varios procesos biologicos, incluyendo la
formacion de proteinas [159], la sintesis de ADN y. actia como
coenzima en  diversas reacciones de  isomerizacion,
deshidrogenacion y metilacion [152]. Participa en la activacion del
acido folico e interviene en la utilizacion de acidos grasos, en la
formacion de eritrocios y en la sintesis de metionina a partir de
homocisteina [152]. Su funcién primaria es mantener en niveles
normales la hematopoyesis, ya que su deficiencia conduce a la
anemia megaloblastica. Su carencia puede provocar la
desmielinizacion del sistema nervioso central [155] conduciendo a
una disminucién de la sensibilidad en las extremidades inferiores,
pérdidas de memoria, Alzheimer [160], etc. entre otros sintomas
[161].

Entre las principales causas de deficiencia, destacan las que se
describen a continuacién: Ingesta disminuida, alteraciones
gastricas, alteraciones intestinales, errores congénitos o

interacciones con farmacos y alcohol [154], [162,163].

6.4. Ingesta

Nutricionalmente la vitamina B,. incluye todos las cobalaminas
biologicamente activas (cianocobalamina, hidroxocobalamina,
acuocobalamina, nitrocobalamina, deoxiadenosilcobalamina,

metilcobalamina y sulfitocobalamina) en el cuerpo humano [158].

La vitamina B, no se encuentra presente en alimentos vegetales y
s6lo se encuentra en alimentos tales como la leche, el huevo y

productos de origen animal [152].
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Tabla 4. Contenido vitaminico de algunos alimentos [152].

Acido Vitamina  Vitamina
pantoténico Bs Bis
(mg/100g)  (mg/100g)  (pg/1008)

Biotina
(ug/1008)

Alimento

Carne de res 2.6-3.4 0.25-0.35 0.08-0.3 2.0-3.0

Carne de 4.0-6.0 0.4-0.6 0.08-0.3 0.6-0.9
cerdo

Carne de 9.0-11.0 0.7-0.9 0.08-0.3 0.2-0.4
pollo

Pescado 0.1-3.0 0.2-1.0 0.4-0.5 5.0-14.0
Leche 2.0-5.0 0.3-0.5 0.03-0.3 0.3-0.6
Queso 1.6-1.8 0.15-0.25 0.04-0.8 0.2-2.0
Huevo 11.0-13.0 1.0-1.2 0.25 0.4-0.5
(unidad)

Harina de 7.0-12.0 0.5-0.6 0.4-0.7

trigo: 1.4-3.0 0.2-0.3 0.1-0.3

Arroz 4.0-6.0

Manzana 0.9-1.0

Zumo de 0.5-1.5 0.15-0.17 0.05-0.06

naranja

6.5. Determinacion

La farmacopea britdnica recomienda la determinacién de la
vitamina B,. mediante espectrofotometria de UV-Vis. Sin embargo
se han propuesto otros muchos métodos [164] como ensayos
microbioldgicos [165]; inmunolégicos [166—168] y de radioisétopos
[169]; quimioluminiscencia [170,171]; espectroscopia [172,173];
electroforesis capilar [174]; espectrometria de absorcion atémica
(AAS) [175]; cromatografia [176,177]; cromatografia liquida (HPLC)
[178-188]; fluorescencia [189—191] y espectroscopia Raman
(SERS) [192]. Estas técnicas son costosas, requieren mucho tiempo,

instrumental sofisticado y personal cualificado, con baja
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reproducibilidad y sensibilidad. Por ello, se necesitan desarrollar
métodos mas rapidos, baratos, simples y eficientes para el analisis
de la vitamina B,. Esto se resuelve mediante las técnicas

electroquimicas.

Mediante la técnica de polarografia [193] se analiza el
comportamiento de varias cobalaminas dando como resultado la
evidencia de que la naturaleza del ligado en la posiciéon a o {3 influye

en la reactividad del &tomo de cobalto.

El empleo de técnicas voltamperométricas con un electrodo de gota
de mercurio [194], permite investigar la vitamina B, y sus
derivados. La utilizacion de EDTA (4cido etilendiamintetraacético)
y cloruro de potasio como electrolito soporte elimina la aparicion
de picos atribuidos a la adsorcion de la vitamina. Posteriormente se
lleva a cabo el estudio de los derivados de la vitamina B,

modificando el ligando axial.

Lexa, et al. [195] estudian el mecanismo redox del sistema B, —
B.2s., empleando la voltamperometria ciclica. Ademas de investigar
la influencia del pH en el proceso redox. Posteriormente, lleva a
cabo el estudio de la reduccion electroquimica de derivados de la
vitamina B,. [196]. Para ello emplea un electrodo de mercurio y un

cation tetrabutilamonio para reducir la adsorcién del analito.

Mediante el procedimiento descrito en anteriores articulos, Lexa
estudia [197] la diacuocobinamida, para la obtencion de mas
informacion que permita entender las propiedades de las

cobalaminas.

El estudio electroquimico [198] de la vitamina B,. se lleva a cabo

empleando un electrodo de carbono vitrificado (GCE). Las
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adicciones sucesivas de cianuro al medio permite ilustrar como este

ligando influye en el comportamiento redox de la B,..

El estudio [199] voltamperométrico de la vitamina B,, en DMSO
muestra la importancia de la reaccion base-on/base-off en el
mecanismo de reduccion. El anélisis cuantitativo de las alturas de
pico y la velocidad de barrido permite la caracterizacion
termodindmica y cinética de esta reaccion. Para ello se emplea un
electrodo de gota de mercurio. En un estudio posterior [200],
observan los efectos cinéticos y termodinamicos en la oxido-
reduccion del par Bi.-Bis. Por observaciones previas, se ha
mostrado la existencia de una relacion cualitativa entre la velocidad
de transferencia del electrén y la fuerza del enlace entre el atomo de
cobalto y el ligando axial. Cuanto mas fuerte es el enlace mas lenta
es la transferencia del electréon. En este tltimo estudio [201],
investigan las caracteristicas termodindmicas y cinéticas del para
Co(III)/Co(II) en funcion del disolvente y de seis ligandos axiales
diferentes. En este caso se emplea un electrodo de carbono

vitrificado en lugar de gota de mercurio [157].

El empleo [202] de un electrodo de carbono vitrificado permite el
estudio de la cianocobalamina en medio 4cido mediante
voltamperometria ciclica y polarografia diferencial de impulsos. Se
sugiere el mecanismo implicado en las reacciones electroquimicas

de la cianocobalamina en funcién del pH del medio.

Zagal et al. [203] emplean un electrodo de grafito pirolitico en el
que se adsorbe irreversiblemente vitamina B... El estudio
voltamperométrico muestra picos correspondientes a los pares
Co(IT)/Co(I) y Co(III)/Co(II). Este electrodo “modificado” con la
vitamina muestra una substancial actividad catalitica en la

reduccion del oxigeno.
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La investigacion [204] bajo condiciones electroquimicas de los
reordenamientos de los esqueletos de carbono mediada por
derivados hidrofobos de la vitamina B,.. El atomo de cobalto de la
cianocobalamina actia como centro catalitico en varias reacciones
de isomerizacion, en las que se producen reordenamientos del
esqueleto de carbono. Para simular su actividad catalitica se ha

empleado derivados hidrofébicos de la vitamina B;..

Ariga, et al. [205] construyen un electrodo modificado con
derivados de la vitamina B, que poseen un ntcleo
estructuralmente idéntico a la vitamina B, natural. El electrodo
consiste en un monocapa de Langmuir de organoalquilsilano, en la

que se inmoviliza los derivados de la vitamina.

Hernéndez, et al. emplearon un electrodo de carbono vitrificado sin
modificar [206] en el rango de concentraciéon de 0.1 - 1.2 mM de

vitamina a pH 3.

Tomdik, et al. [207] proponen un electrodo de pasta de carbono
autocatalitico, en el que el CPE se modifica con trans-1,2-
dibromociclohexano actuando tanto como pasta aglutinante y
material que facilita la deteccion electrocatalitica del analito, para
la deteccion de vitamina B... El electrodo opera en el rango 2 - 200
nM con un limite de deteccién 85 nM a pH 2.5. Se empled para la

cuantificacién de la vitamina en varias matrices farmacéuticas.

La inmovilizacion de un derivado hidréfobo de la vitamina B..
sobre la superficie de un electrodo de platino permite que esta

catalice la electrolisis del bromuro de fenetilo [208].

Davies [209] estudia la reaccién de la vitamina B.,s con tres
dibromuros diferentes; el cis-1,2-dibromociclohexano, el trans-1,2-

dibromociclohexano y el 1,2-dibromobutano; tanto en medio
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homogéneo como heterogéneo. Se emplea un electrodo de carbono
vitrificado sin modificar y un electrodo de grafito pirolitico

modificado con microgotas de dibromuro/dodecano.

En este caso [210] lograron un limite de deteccion de 1 nM para un
intervalo de concentraciéon de 4 nM - 40 uM a pH 7. El estudio
voltamperométrico de la vitamina se ha estudiado mediante la
modificacion de un electrodo de oro con una fina monocapa
autoensamblada de acido mercaptoacético. El electrodo modificado
se aplico en la determinacion de la cantidad de B.. en productos

farmacéuticos.

Laguna, et al. [211] han estudiado el comportamiento
electroquimico de la vitamina B, en liquidos i6nicos. Para ello
disuelven cantidades de vitamina en el liquido i6nico
[C,mim][OTf]/H.O (ca. 95/5% v/v; C,mim = 1-butil-3-
metilimidazolio, OTf = CF5;SO;). La presencia de una pequeia
cantidad de agua es necesaria, debido a la insolubilidad de la

vitamina B, en liquidos i6nicos secos.

Dong, et al. [212] emplean la vitamina B,. para modificar el
electrodo de trabajo. El electrodo de trabajo se construye
insertando un disco de carbono en una punta de pipeta de
polipropileno desechable y selldndola con cola epoxi. La superficie
del electrodo se modifica mediante electropolimerizacion.
Finalmente se emplea para la determinacién amperométrica de seis
antioxidantes en frutas y verduras. Observando que la modificaci6on
con vitamina B,. proporciona alta sensibilidad, buena repetibilidad

y tacil uso.

Kuralay, et al. [213] emplearon un electrodo de lapiz de grafito
modificado con nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTSs) y

chitosan para determinaciéon de Bi... Alcanzaron un limite de
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deteccion de 0.89 nM para una concentracion lineal de 5 - 100 nM
a pH 2.0. Se obtuvo un limite de detecciéon un poco mas alto, de 2.1
nM para un rango de concentracion lineal de 5 - 80 nM a pH 5.0. El
electrodo propuesto se utiliz6 para la cuantificacion de vitamina en

productos farmacéuticos.

Kreft, et al. [58] utilizaron un substrato de cobre modificado
mediante un film de bismuto para la deteccion electroquimica de la
vitamina B,,. Obtuvieron un limite de deteccion de 33 nM para un
intervalo de concentracion lineal de 0.1 - 1 uM a pH 12. El electrodo
modificado se propuso para utilizarlo en la cuantificacion de B;, en

productos farmacéuticos.

Shishehbore [214] modifica un electrodo de pasta de carbono con
nanotubos de carbono (MWCNT) y un derivado de la hidroquinona
para la determinacion simultanea de B.. y By, en el rango de
concentracion lineal 6.2 — 7.5 uM de B, y 5.3 — 62.5 uM de B,.
Ademas se ha aplicado a muestras farmacéuticas con diferentes

matrices.

El desarrollo de un biosensor microbiano [215] para la deteccién
amperométrica de vitamina B, permite alcanzar un limite de
deteccion de 0.016 mg L* para un rango lineal de concentraciéon de
0.1 - 10 pM. Para ello se inmoviliza en un solo paso la bacteria
Tetrasphaera duodecadis por filtracion a través de un filtro de
celulosa con 0.15 um de tamano de poro, que funcionara como

transductor.

Chen [216] emplea un electrodo modificado con nanogotas de
vitamina B.. que media en la reducciéon de oxigeno. Con ello, se

estudia el mecanismo de reduccién del oxigeno.
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En la Tabla 5 se muestra un resumen de las referencias descritas en
funciéon del electrodo de trabajo empleado asi como el rango de

concentracion y el limite de deteccion de la vitamina B,.

Tabla 5. Resumen de los diferentes procedimientos de
determinacion de B,. mediante electroquimica.

Electrodo Concentracion LOD Ref.2
GCE 0.1 — 1.2 mM [206]
DBCH/CPE 2 — 200 nM 85 nM [207]
MAA/SAM/Au 4 nM — 40 uM 1nM [210]

. 5—100 nM 0.89 nM
SWCNTs/chitosan [213]
5— 80 nM 2.1nM

BiFE/Cu 0.1—1uM 33 nM [58]
HTP-MWCNTs-CPE 6.2 — 7.5 UM [214]
Biosensor
(Tetrasphaera 0.1 - 10 uM 0.016 mg Lt [215]
duodecadis)

7. Determinacion de colorantes alimentarios

La industria alimentaria tiene una gran importancia en nuestra
sociedad. Para satisfacer las expectativas de los consumidores,
desarrollan mas y mas productos atendiendo a diferentes formatos,
colores, sabores, olores y texturas. Entre los compuestos
responsables de estas caracteristicas se encuentran los aditivos, que
en muchos de los casos aportan grandes beneficios al producto
original [217]. El Reglamento n® 1333/2008/CE establece las clases

funcionales de aditivos alimentarios usados en alimentos:
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edulcorantes; colorantes, conservadores, antioxidantes, soportes,
acidulantes, correctores de la acidez, antiaglomerantes,
antiespumantes, agentes de carga, emulgentes, sales de fundido,
endurecedores, potenciadores del sabor, espumantes, gelificantes,
agentes de recubrimiento, humectantes, almidones modificados,
gases de envasado, gases propelentes, gasificantes, secuestrantes,
estabilizantes, espesantes, agentes de tratamiento de las harinas y
potenciadores del contraste [218]. Las normativas vigentes exigen
que los aditivos figuren en las etiquetas de los productos que los
contienen. En estas etiquetas debe figurar la funcion del aditivo y
su nombre o el nimero “E” asignado. La clasificacion de los

numeros E es la siguiente:

- Colorantes: E-100 a E-180

- Conservadores: E-200 a E-290

- Antioxidantes: E-300 a E-322

- Agentes emulsionantes, estabilizantes, espesantes y

gelificantes: E-400 a E-483

- Potenciadores del sabor: E-620 a E-637

- Edulcorantes: E-420,E-421y E-950 a E-969

- Antiapelmazantes: E-504 a E-572

- Reguladores del pH: E-260, E-270, etc.

- Gasificantes: E-290, E-503, etc.

- Otros
La apariencia y el color son factores muy importantes para que el
consumidor acepte o rechace un alimento, por ello han de cuidarse
mucho. Los colores pueden deberse a diferentes compuestos,

algunos se producen durante el manejo de los alimentos aunque en

la mayoria de los casos se deben a la presencia de pigmentos. Los
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motivos por los cuales la industria alimentaria emplea colorantes

son:

-
«Devolver la apariencia original a un alimento cuyo color

se ha visto afectado durante el procesamiento.

N

«Asegurar la uniformidad en tonos y evitar variaciones en

su intensidad

«Como indicador visual de la calidad del producto

«Conservar la identidad y el caracter de los alimentos

Figura 5. Fines de la utilizacion de colorantes.

De acuerdo con su origen o procedencia, los aditivos de color se
clasifican en tres grupos: naturales, idénticos a naturales y
sintéticos. Estos ultimos proporcionan una mayor intensidad de
coloracidn a los alimentos, son baratos, existe gran gama de colores

y son muy estables.

Algunos de estos colorantes sintéticos son peligrosos para el ser
humano, y han sido prohibidos por las autoridades
correspondientes [219]. Sin embargo, se puede afirmar que ciertos
colorantes autorizados presentan toxicidad a altas dosis, estando
tanto su empleo y dosis muy controladas. El Reglamento n°
1129/2011 recoge en el grupo III los colorantes alimentarios con
limites maximos, que son: curcumina, tartrazina, amarillo de
quinoleina, amarillo ocaso FCF, acido carminico, azorrubina,

ponceau 4R, rojo allura AC, azul patente V, carmin de indigo, azul
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brillante FCF, verde S, negro brillante BN, marron HT, beta-apo-

8 -carotenal y luteina [220].

Curcumina (E-100)

OCHs OCHs

Tartrazina (E-102) NaO

NaO,S N=—N

SO3Na

Amarillo de Quinoleina (E-104)

SO;Na

HO

N——N

Amarillo Ocaso FCF (E-110)
NaO;S

Figura 6. Estructura quimica de la curcumina, tartrazina ,
amarillo de quinoleina y amarillo ocaso FCF.
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OH (6]

acido carminico (E-120)

SO3Na
OH
N
‘ # P
\N

SO;Na Azorubina (E-122)

Ponceau 4R (E-124)

N SO;3Na
SOsNa NF
OH
NaO3;S
OCH, HO
NaO354§:§7NN
Rojo allura AC (E-129)

SO;Na

Figura 7. Estructura quimica del amarillo ocaso FCF, acido
carminico, azorrubina, ponceau 4R y rojo allura AC.
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SOsNa

HO
SO3Na
CH, A CH,
N N

N p

CHs HC

Azul Patente V (E-131)

o
Na0,S HN O
SO;Na
N
H
o

Carmin de indigo (E-132)

N\@
H,C |N
SO3Na
SO3Na ‘
N
H3S)
Azul Brillante FCF (E-133) SO3Na

Figura 8. Estructura quimica del azul patente V, carmin de
indigo y azul brillante FCF.
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SO4Na

CHj;

Verde S (E-142)

SO3Na
o
SO3Na
Negro brillante (E-151) >\CH3
HN
) O
N N
N N SO,Na
NaO,S
SO;Na
Marrén HT (E-152) SOzNa

HO N=——N
NaO3;S N—/—=N

HO CH,OH

Figura 9. Estructura quimica del Verde S, negro brillante y
marrén HT.
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N NN NN NN

Beta-apo-8’-carotenal (E-160e)

Luteina (E-161b)

Figura 10. Estructura quimica del Beta-apo-8’-carotenal y
luteina.

En los ultimos afios se han publicado numerosos estudios en los
que se intenta correlacionar algunos de los pigmentos
anteriormente mencionados con el posible desarrollo de trastorno
de déficit de atencion con hiperactividad, alergias, asma, etc. Sin
embargo, los resultados obtenidos en dichos estudios no han
podido demostrar verazmente dicha relacion [221,222]. La
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomienda a
los fabricantes de alimentos indicar en la etiqueta al colorante

como posible causa de hiperactividad [152].

En la bibliografia se puede encontrar diversas formas de
determinacion de los colorantes. Las mas utilizadas son las técnicas
cromatograficas: HPLC [223-228], espectrofotométricas [229—
238], espectroscopia raman [239—243], fluorescencia [244] y

electroquimicas.

A continuacidn se describe el estado del arte para la determinacion
de diferentes colorantes mediante técnicas electroquimicas. Las

técnicas electroquimicas empleadas en la bibliografia son
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voltamperometrias de redisolucion, bien de onda cuadrada o

diferencial de pulsos y polarografia diferencial de pulsos (DPP).

S. Chanlon, et al. [245] llevaron a cabo la determinaciéon de
azorrubina, rojo allura y ponceau 4R mediante DDP, empleando un

electrodo de gota de mercurio.

Zifei Wang, et al. [246] determinan el colorante E-124 o Ponceau
4R por DPSV. El electrodo empleado consiste en un material
compuesto de PEDOT: PSS [poli(3,4-etilendioxitiofeno)
:Poli(estireno sulfonato)] sobre un GCE y una posterior
modificacion con SWCNTs.

Yuanyuan Zhang, et al. [247] emplean un sensor electroquimico
basado en microfibras de alimina para la determinaciéon de
ponceau 4R y tartrazina. Las microfibras de alimina se preparan
mediante una reaccion hidrotermal, empleandose posteriormente

para modificar un CPE.

Xiaofeng Yang, et al. [248] determinan el ponceau 4R y la
tartrazina. El GCE se modifica con 5 puL de una dispersion de DHP
(dihexadecil hidrogeno fosfato) y AB (acetylene black).

Xinlan Qiu, et al. [249] desarrollan un dispositivo desechable
basado en un nanomaterial compuesto de 6xido de grafeno y

MWCNTs. Con él determinan amarillo ocaso y tartrazina.

La determinacién de ponceau 4R y amaranto [250] utilizando un

electrodo de pasta de grafito expandido (EGPE).

Yu Zhang, et al. [251] preparan una suspension de MWCNTs y DHP
en agua que emplean para recubrir con una gota (5 uL) la superficie

de un GCE. Con este sensor se determina ponceau 4R y rojo allura.

M. Florian, et al. [252] llevan a cabo la determinaciéon de azul

brillante FCF en presencia y ausencia de eritrosina y amarillo de
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quinoleina mediante técnicas de redisolucién usando un electrodo

de mercurio, un HMDE.

Ghoreishi, Behpour y Golestaneh [253] determinaron
simultidneamente azul brillante y tartrazina en muestras reales. El
electrodo se prepara mezclando grafito y MWCNT, con la pasta

resultante se forma el CPE.

Asadpour-Zeynali y Mollarasouli [59] prepararon un electrodo de
pelicula de bismuto sobre un GCE mediante el método ex-situ para

la determinacion de amarillo ocaso y azorrubina.

Ni, Bai y Jin [254] emplearon un HMDE para determinar amarillo

ocaso, amaranto, tartrazina y ponceau 4R.

El uso de un HMDE [255] como electrodo de trabajo permiti6 la

determinacion de amanto y amarillo ocaso.

Berzas, Flores y Villasenior [256] se valieron de un HMDE para la

determinacion de trazas de amarillo ocaso.

Combeau, et al. [257] analizaron azorrubina, rojo allura y ponceau

4R mediante DPP. El electrodo de trabajo empleado fue un HMDE.

En este trabajo Silva, et al. [258] describen la construccion de un
GCE modificado con polialilamina y su aplicacion en la
electroreduccion de tartrazina, amarillo ocaso y allura red por
SWV.

Krdlicka, et al. [259] electrodepositan el bismuto sobre un GCE por
el método ex-situ, para la determinaciéon de amarillo ocaso FCF en
bebidas.

Desimoni, Brunetti y Cosio [260] emplean un GCE, cuya superficie

se ha recubierto con 3 pL de nafiéon para determinar el azul patente.
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Tain Gan, et al. [261] sintetizan el 6xido de grafeno reduciéndolo
quimicamente con borohidruro de sodio (NaBH,) hasta obtener
grafeno reducido. El GCE se modifica electroquimicamente
introduciéndolo en una disoluciéon de PTA (acido fosfotiingstico) y
grafeno en agua y barriendo entre -0.85 v a 0.3 V. Este electrodo

permite la determinacion de amarillo ocaso y tartrazina.

Song, et al. [262] emplean un electrodo de grafito pirolitico
modificado con MWCNTs para la reduccion electroquimica de
tartrazina. El PGE se recubre con 4 pL de una suspension de
MWCNTs en dimetilformamida (DMF).

El empleo de un electrodo de diamante dopado con boro (BDDE)
[263] permite la determinacion de mezclas de tartrazina y amarillo
ocaso y azul brillante y amarillo ocaso. Medeiros, et al. [264]
acoplan este BDDE a un sistema de flujo para la determinacion de
colorantes sintéticos. Las mezclas analizadas son las anteriormente

mencionadas.

Ghoreishi, et al. [265] modifican un electrodo de pasta de carbono
con AuNPs, sintetizadas quimicamente. Se utiliza para la

determinacion de amarillo ocaso y tartrazina mediante DPV.

Gomez, et al. [266] emplean un HMDE para la determinacion de
tartrazina y amarillo ocaso en muestras reales por AdSV en

presencia de bromuro de cetilpiridinio (CPB).

Sierra Rosales, et al. [267] presentan un GCE que ha sido
modificado con MWCNTs. El nanotubos de carbono se dispersan
en 1,3-dioxolano como agente dispersante. Este electrodo permite

determinar tartrazina, amarillo ocaso y azorrubina.

Gan, et al. [268] sintetizan GO siendo posteriormente reducido

quimicamente con NaBH, y TiO. mesoporoso. Con el GN y el TiO.
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preparan una pasta con la que fabricaran el CPE usandolo para

determinar ponceau 4R y rojo allura.

Ye, et al. [269] preparan un material compuesto de grafeno
funcionalizado con poli(cloruro de dialildimetilamonio) (PDDA)
recubierta con B-ciclodextrina (CD) para modificar la superficie de
un GCE. Con ello llevan a cabo la determinacion de amarillo ocaso y

tartrazina.

Gan, et al. [270] preparan un electrodo con nanohojas de grafeno
decoradas uniformemente con nanoparticulas de niquel (NiNPs).

Esto permite medir tartrazina y amarillo ocaso por SWV.

Zhao, Zeng y Zhao [271] emplean un electrodo con un polimero
impreso, MWCNTs y un liquido i6nico con nanoparticulas de

platino (PtNPs) para determinar tartrazina.

La exfoliacion de grafito y su posterior dispersion en DMF permiten
modificar la superficie de un GCE. Con ello, Song, et. al [272]

estudian la reduccién de la tartrazina.

Meiling Wang, et al. [273] describen la modificacion de un GCE con
CNTs y polipirrol (ppy) para la determinacion simultanea de

amaranto y ponceau 4R.

La determinacion simultanea [274] de tartrazina y amarillo ocaso
se lleva a cabo con un electrodo modificado con 6xido de grafeno

reducido funcionalizado con un liquido i6nico que contiene AuNPs.

Wang, et. al [275] desarrollan un electrodo para la determinacion
electroquimica de amarillo ocaso. El electrodo consiste en un GCE,

al que se le modifica su superficie con grafeno reducido y AuNPs.

Sun, et al. [276] describen un sensor electroquimico basado en un
CPE modificado con una resina de formaldehido y resorcinol

nanoestructurado (RF). Con el determinan amarillo ocaso.
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Yang y Li [277] desarrollan un GCE modificado con MWCNTs y
oxido de grafeno funcionalizado con bromuro de hexadecil trimetil
amonio (CTAB). Con ello, llevan a cabo la determinacion

simultanea de amarillo ocaso y tartrazina.

Arvand, et al. [278] presentan un novedoso dispositivo para
determinar colorantes sintéticos basados en un nanocompuesto
magnético. El electrodo se basa en MWCNTs que han sido
decorados con un nucleo magnético de nanoparticulas de

Fe;0,@Si0., que se emplean para fabricar un CPE modificado.

Rovina, et al [279] emplean un electrodo de oro (AuE) que se
modifica con chitosan, nanoparticulas de 6xido de calcio (CaONPs)

y MWCNTs para determinar amarillo ocaso.

Ji, et al. [280] desarrollan un método simple y rapido para
determinar amarillo ocaso y tartrazina. Para ello construyen un
dispositivo en el que el cobre (Cu) acttia como centroy el i6n 1, 3, 5-

benzenotricarboxilato (BTC3-) actia como ligando.

Deng, et al. [281] llevan a cabo la determinacion de amarillo ocaso y
tartrazina empleando un GCE modificado con nanoldminas de GO

decoradas con nanobarras de oro (AuNRs).

La combinaciéon que llevan a cabo Karim-Nezhad, et al. [282] con
nanoparticulas de o6xido de zinc (ZnONPs) y 4acido p-
aminobenzenosulfénico (p-ABSA) permite determinar ficilmente

tartrazina.

Jampasa, et al. [283] presentan un sensor electroquimico basado
en la modificaciéon de un electrodo serigrafiado (SPE) con 6xido de
grafeno reducido electroquimicamente determinando amarillo

ocaso y tartrazina.
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Li, et al.[284] sintetizan un nuevo material impreso basado en
oxido de grafeno magnético funcionalizado con f3-
ciclodextrina/liquido i6nio/AuNPs. El electrodo construido se

utiliza para determinar amarillo ocaso.

El empleo de un GCE [285] modificado con 6xido de grafeno
reducido y oro-paladio permite determinar amarillo ocaso. El 6xido
de grafeno se sintetiza mediante el método de Hummer’s y
posteriormente se reduce quimicamente con citrato trisédico. A la
mezcla se afiade HAuCl4 y Pd(OAc)2 que se recude quimicamente
con acido ascorbico. La mezcla resultante se emplea para recubrir
la superficie del GCE.

Tabla 6. Resumen de los procedimientos de determinacion
electroquimica de colorantes.

Electrodo Analito Concentracion LOD Ref.2
Poly(EDOT-AA-
co-EDOT):PSS-
SWCNTS-PVA- E-124 0.0055 — 110.6 UM 1.8 nM [246]
GCE
Microfibras de E-124 1—100 nM 0.8 nM (2471
Alumina-CPE E102 5—140 nM 2.0 nM
AB E-124 0.05-4mgkg:  ©0-03m8 Ke
nanoparticulas- [248]
GCE E102 0.15 — 18 mg Kg! 0.1 mg Kg?
Nafién-GCE E-131 9.510%-9.9107M 7.6108M  [260]
E-122 0.02 — 4.0 5mg L* 42 pg Lt
DME E-129 0.02 — 4.0 5 mg L 34 ug Lt [245]
E-124 0.02 — 4.5 mgL? 43 ug Lt
GO/MWCNTs- E-110 0.09 — 8 uM 0.025 uM (240]
GCE E-102 0.09 — 8 uM 0.01 uM
E-124 0.06 — 4 uM 2 nM
EGPE [250]
E-123 0.08 — 4 uM 36 nM
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref.2
E-124 25 ug Lt — 1.5 mgL? 15 ug Lt
MWCNTSs-GCE [251]
E-129 50 ug L't — 0.6 mg L1 25 ug L1
E-133 8 — 8o gL+ 1.53 ug Lt
HMDE E-104 4—-43pgl? 0.43 ugL*  [252]
Eritrosina 10 — 70 pg L 1.13 pg Lt
E-133 0.05 — 22 uM 9 mM
MWCNTs-GCE [253]
E-102 0.05 — 25 UM 5 mM
E-110 5 uM- 0.238 mM 4.52 ug mL1
BiFE-GCE [591
E-122 5 uM- 0.238 mM 5.47 ug mL1
E-102, E-
HMDE 110, E-123  0.03 — 0.20 uyg mL! [254]
y E-124
HMDE E-110y E- 0.03 — 0.16 ug mL* [255]
123
HMDE E-110 5-90 pg Lt 5ug Lt [256]
E-122 31ug Lt
0 -4 mgL?
HMDE E-124 38uglr  [257]
E-129 0-4.5 mg Lt 48 ug L1
E-102 1.8 uM
Polialilamina E-110 10 UM — 0.3 mM 3.5 uM [258]
E-129 1.4 uM
BiFE-GCE E-110 4.4 — 87 gLt 1ug Lt [259]
Nafion-GCE E-131 9.5108-9.9107 M 7.6 108 M [260]
E-102 60 ug L1 — 1.5 mg Lt 30 ug Lt
GN-PTA-GCE [261]
E-110 15— 300 ug Lt 0.5 ug Lt
2 —70 mg L
MWCNTs-PGE E-102 0.5mgL? [262]

70 — 230 mg L
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref.2
E-102 0.0999— 5.66 uM 62.7 nM
E-110 0.02 — 4.76 uM 13.1nM
BDDE [263]
E-133 0.596 — 9.90 uM 143 nM
E-110 0.0999 — 4.76 uM 25.6 nM
E-102 5— 60 uM 2.5 uM
E-110 1-50uM 0.8 uM
BDDE [264]
E-133 5—60 uM 3.5uM
E-110 1-50uM 0.85 uM
E-102 0.05 — 1.6 yM 2nM
nAu-CPE [265]
E-110 0.1—2uM 0.03 M
E-102 6.6 — 300 ug Lt 3.3 ug Lt
HMDE [266]
E-110 3.3 — 160 pug L1 1.6 ug Lt
E-102 1-7uM 0.22 UM
MWCNT-GCE E-110 0.55 -7 uM 0.12 M [267]
E-122 0.54 — 5 uM 0.11 uM
GN/TiO: E-124 0.00406 — 0.2 uM 1.35 nM (268]
mesoporoso-CPE E-129 0.00067 — 0.21 uM 0.34 nM
B-CD-PDDA-GN-  E-102 0.0143 uM
0.05 — 20 UM [269]
GCE E-110 5 : 0.0125 pM
E-102 6.24 — 624 nM 1.08 nM
GN/NiNPs-GCE [270]
E-110 7.374 -442 nM 2.16 nM
MIP-MWCNTs- 0.03 — 5 UM
TLPtNPs/GCE E-102 5= 20 UM 8 nM [271]
Grafito-GCE E-102 5ugL1-0.2mgL? 1.5ug L [272]
E-123 5nM - 0.5 uM 0.5 nM
CNT/ppy-GCE [273]
E-124 8 nM - 1 yM 1nM
E-102 4nM -1 uM 0.83 nM
ILRGo-Au/GCE [274]
E-110 7nM -1.5 uM 0.52 nM
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Electrodo Analito Concentracion LOD Ref.2
Au/RGO/GCE E-110 0.002 — 109.14 UM 2 nM [275]
RF-CPE E-110 0.3 — 125 nM 0.09 nM [276]
CTAB- E-102 0.03 — 0.6 UM 5nM
[277]
GO/MWCNTs E-110 0.1— 20 1M 0.01 uM
Fe;0,@Si0:/M E-102 0.04 uM
0.5 — 100 UM 278
WCNTs-CPE E-110 5 : 0.05 uM [278]
CHIT/CaONPs/ _
MWCNTs-AUE E-110 0.9 — 10 ppb 0.8 ppb [279]
E-102 1—100 nM 0.14 nM
Cu-BTC/CPE [280]
E-110 0.3 — 50 nM 0.05 nM
ERGO- E-102 0.03 — 6 UM 8.6 nM
[281]
AuNRs/GCE E-110 0.01 — 3 uM 2.4 nM
Pp-
ABSA/ZnONPs- E-102 0.349 — 5.44 uM 80 nM [282]
CPE
E-102 0.02 — 20 UM 4.50 nM
ERGO-SPCE [283]
E-110 0.01 — 20 UM 0.50 nM
MGO/B-
CD/IL/AuNPs- E-110 5nM — 2 uM 2nM [284]
GCE
Au-Pd- 0.686 — 336.686
RGO/GCE E-110 uM 1.5 nM [285]
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Capitulo I

1. Nanofibras de carbono (CNFs)

1.1. Primeros pasos

Como se ha comentado anteriormente las nanofibras de carbono
poseen unas propiedades muy similares o incluso superiores a los
nanotubos de carbono para algunas aplicaciones, siendo estas més

baratas.

Un problema anadido a la hora de preparar dispersiones de CNTs
es su dificil dispersion, ya que requieren la presencia de
surfactantes que podrian interferir posteriormente en la
determinacion de los analitos. Ademas actualmente se esta
sustituyendo estos dispersantes por disolventes organicos, bastante

toxicos.

Esto no ocurre con las nanofibras, ya que se dispersan con bastante
facilidad y es por ello que se van a buscar medios baratos y con baja

toxicidad para llevar a cabo su dispersion.

1.1.1. Primeras pruebas en la fabricacion de electrodos de CNFs

Para las primeras pruebas realizadas con CNFs se emplean dos
disolventes alcoholicos: el metanol y el etanol. Dispersando
pequefias cantidades de nanofibras en ambos medios y
sometiéndoles a las mismas condiciones de dispersion, se observo
que las dispersiones en metanol no eran homogéneas caso

contrario a lo que ocurre en etanol.

Se decide preparar dispersiones de 0.1 mg mL de CNFs, eligiendo

como dispersante el etanol por su bajo coste y su baja toxicidad.
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Para ello se pesa la cantidad correspondiente y se dispersa durante
3 horas en un ultrasonidos (VWR). Una vez que las CNFs estan bien
dispersadas se procede a fabricar el electrodo de trabajo. Se ha
disefiado un sistema que consiste en filtrar los CNTs o CNFs a
través de filtros de 13 mm de diametro y diferentes materiales
(teflon, nitrocelulosa o nylon) y tamafios de poro para

posteriormente transferir o pegar sobre una lamina de PET [286].

A) B)

3)

Figura 11. A) Esquema del sistema de filtrado: (1) Pieza del
sistema de filtrado, (2) Filtro, (3) Arandela y (4) Pieza del
sistema de filtrado; B) Sistema de filtracion.

Una vez obtenido los filtros, con las CNFs o CNTs adheridas sobre
él, se deben pegar a la ldmina de plastico o transferirlos para lo cual
se utiliza una prensa aplicando diferentes presiones y tiempos

siendo también determinante el tiempo de secado del filtro.

Los resultados obtenidos con diferentes materiales en los filtros:
teflon, nitrocelulosa y nylon, nos permiten concluir que el mejor
material para las CNFs es el teflon con un tamafio de poro de 0.1
um. Por lo que sera el material seleccionado para preparar los

electrodos de nanofibras de carbono utilizados en esta tesis.
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El proceso para fabricar el electrodo es el siguiente:

1. Se pega el filtro sobre una ldmina de PET empleando
pintura aislante comercial. Con cuidado se aplica una
pequena cantidad alrededor de la zona blanquecina que
queda después de filtrar las CNFs. Para curarla se introduce

en la estufa 2 horas a 75°C.

2. Los contactos eléctricos se pintan con una pintura de plata
comercial. Para secar la pintura se deja 45 min en la estufa a
75°C.

3. Se aislan los contactos eléctricos con pintura aislante
comercial. Con un trozo de PET se aplica con cuidado una
fina capa de aislante que se va a curar posteriormente

durante 2 horas a 75°C.

4. Se delimita el area del electrodo con una pieza de teflon en
cuyo centro hay un orificio de 5.22 mm de didmetro. Se
aplica una pequena cantidad de pintura aislante en la pieza,

se pega sobre el filtro y se deja secar.

1) D 2)
\
/

\/

Figura 12. Secuencia de pasos en el proceso de fabricacion del
electrodo de trabajo: 1) Fijado del filtro, 2) Pintado de los
contactos eléctricos, 3) Aislamiento y 4) Delimitacién del area.
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El electrodo resultante es el que se muestra en la Figura 13.

(c) ®

(@ —

Figura 13. Electrodo de trabajo: a) Lamina de PET, b) Filtro de
teflon con las nanofibras filtradas, ¢) Chapa de teflon, d)
Pintura de plata y e) Capa aislante.

Se llevan a cabo diversas experiencias fijando la cantidad de
nanofibras de carbono a filtrar. Para ello, se emplean disefios de
experimentos en los que se fijan dos variables: la presion ejercida
por la prensa y el tiempo de secado del filtro, siendo la respuesta la

intensidad de pico obtenido con ferrocenometanol.

Figura 14. Estructura del ferrocenometanol.

La celda empleada para llevar a cabo las experiencias (Figura 15) es
una celda disefiada por nosotros que permite utilizar poca cantidad
de la disolucién del analito asi como mantener fija la posicion del

electrodo de referencia y el contraelectrodo.
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Figura 15. Celda empleada para la determinacién de
ferrocenomentanol: a) Electrodo de trabajo, b) Electrodo de
referencia y c¢) Contraelectrodo

El equipo empleado serd un potenciostato/galvanostato CHI 900

(CH Instruments) como el de la Figura 16.

CH Instruments
Stanting Elctrocemical Microseope

CH In.
Stoming Er “'“";(e nts

Figura 16. Potenciostato/galvanostato CHI 900 (CH
Instruments).

1.1.1.1. Disefio de experimentos para electrodos anadiendo 200
uL de CNFs

Con el fin de obtener los valores 6ptimos para la presion ejercida
por la prensa, P (tons), y el tiempo de secado del filtro, tse, se

realiza un disefio central compuesto estrella 22.
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Figura 17. Esquema de un diseiio central compuesto estrella, 22
con 3 réplicas en el punto central.

El volumen de nanofibras de carbono a filtrar se fija en 200 pL de
la dispersion 0.1 mg mL™. En total se obtiene un disefio con 11
experiencias en el que la sefal electroquimica del
ferrocenometanol, I,, se tomard como variable respuesta del
diseno.

Tabla 7. Diseiio de experimentos central compuesto 22 + 3
réplicas en el punto central para 200 pL de CNFs.

Experimento tsec, Mmin P, tons I,
1 10 20
2 10 5
3 7-5 12.5
4 7.5 23.11
5 7-5 12.5
6 5 20
7 7.5 12.5
8 7.5 1.89
9 11.04 12.5

10 3.96 12.5
11 5 5

Con el disefo se obtienen 11 electrodos transferidos y también se
van a pegar los filtros prensados para obtener otros 11 electrodos,
debido a que en anteriores pruebas los filtros tenian méas cantidad

de nanofibras que las que se transferian.
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Tras medir los electrodos transferidos con ferrocenometanol 0.6
mM y 0.1 M KCI, no se ha podido observar apenas ninguna sefial

del analito.

<107 %10
2 0
1 -0.5
<0 <
1 -1.5
2 —Kcl 2 —KCl

—— FcMeOH ——FcMeOH
3 -2.5

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E IV vs Ag/AgCI E IV vs Ag/AgCl

Figura 18. Senal electroquimica del ferrocenometanol obtenida
en el disefo de experimentos para un volumen de nanofibras de
200 pL transferidas a un lamina de PET.

Sin embargo, con los electrodos fabricados con los filtros si se
observa la sefial tipica del ferrocenometanol. Si bien, las sefiales
obtenidas no son lo suficientemente buenas, ya que como se

observa en la Figura 19 los picos del analito no est4n bien definidos.

x10°°

Or /
At —KCI
——FcMeOH

0 04 02 03 04 05
E IV vs Ag/AgClI
Figura 19. Seiiol electroquimica del ferrocenometanol obtenido
en el disefio de experimientos para un volumen de 200 pL

nanofibras de carbono en el filtro fijado sobre una lamina de
PET.
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Analizando los resultados obtenidos para los electrodos con el filtro
fijado a una lamina de PET, se extraen los valores de intensidad de
pico tanto para las sefiales de oxidacion como para las de
reduccion. Los valores se introducen en el software Statgraphics
[287] y se analiza el disefio de experimentos. El Anova, Tabla 8,
muestra la variabilidad para cada una de las variables. En este caso,
3 efectos, el tsec, su interaccion consigo misma y la interaccion de P
consigo misma y la interaccion de tsec con P. En este caso solo la
interaccion de la presion consigo misma tiene un valor-p menor de
0.05, indicando que es significativamente diferente de cero a un

nivel de confianza del 95%.

Tabla 8. ANOVA del diseiio central compuesto 22.

Fuente cii?rigis Gl Clﬁggfo Razon-F | Valor-P
A:tiempo 2.36E-12 1 2.36E-12 0.06 0.812
B:presion 5.39E-14 1 5.39E-14 0.00 0.971
AA 4.93E-11 1 4.93E-11 1.31 0.304
AB 1.05E-10 1 1.05E-10 2.79 0,156
BB 3.88E-10 1 3.88E-10 10.31 | 0.024
Error total 1.88E-10 5 3.76E-11
Total (corr.) | 6.85E-10 10

R2 = 72.55 porciento.
R2 (ajustada por g.l.) = 45.09 porciento.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el
72.55% de la variabilidad en I,. El estadistico R? ajustado, que es el
més adecuado para comparar modelos cuando tienen el nimero de

variables independientes diferente, es 45.09%.
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Tabla 9. Efectos estimados para I, (A).

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
promedio 2.41E-05 3.54E-06
A:tiempo 1.09E-06 4.34E-06 1.0
B:presion -1.64E-7 4.34E-06 1.0
AA -5.91E-06 5.16E-06 1.095
AB -1.02E-05 6.13E-06 1.0
BB -1.66E-05 5.16E-06 1.095

La Tabla 9, muestra las estimaciones para cada uno de los efectos
estimados y las interacciones. También se muestra el error estandar
de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de muestreo. El
factor de inflacion de varianza (VIF) mas grande, es igual a 1.095.
Para un diseno perfectamente ortogonal, todos los VIF serian igual

al.

La Figura 20 muestra la grafica de superficie para la intensidad de
pico como una funcién del tiempo y la presion. Puede notarse que
la variable tiempo tiene un efecto positivo, presentando una gran
influencia. Igualmente, se observa que la presion ejerce un efecto
significativo. Se obtiene mejor respuesta para tiempo de secado, tsec,

proximo a 7.9 s y para una presion, P, de 12 tons.

(X 0.000001)

3.9 ” 8 .,
59 79 99 179 04 presién
tiempo

Figura 20. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseiio central compuesto 22.
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Este mismo resultado se puede observar en la Figura 21, que
muestra la proyeccion bidimensional de la superficie de respuesta
estimada para el tiempo y la presiéon. Los puntos dentro de las

elipses de la figura representan el valor 6ptimo.

24 F ' T 9
. \\\: — -0.000018
20 - ——~—_7 — -0.000013
r ] — -0.000008
e T ~— 7 — -0.000003
S 1 — 0.000002
5 12 F . 7 — 0.000007
e ot 1 — 0.000012
o 8r 71— 0.000017
a b 1 — 0.000022
C 1 — 0.000027
o E: , , . ] — 0.000032
3.9 5.9 7.9 9.9 11.9

tiempo

Figura 21. Superficie de respuesta estimada para el diseiio
central compuesto 22.

La Figura 22 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de disefio de los electrodos. Se puede
apreciar que el efecto del tiempo y de la presion sobre el sistema no
es lineal. En el rango estudiado para ambos efectos, se observa que
un aumento en el valor de la presion y el tiempo permite obtener

valores de intensidad de pico mayores.

(X 0.000001)
25 ]

23 F ]
21 F .
19 F .

17 F ]

15 £ ]
5.0 10.0 5.0 20.0
tiempo presién

Figura 22. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de diseiio de experimentos.
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Segin los resultados obtenidos, las condiciones Optimas en el
proceso de disenio de los electrodos aniadiendo un volumen de 200

uL de CNFs de cada factor experimental son:

tsec =7.83 sy P = 12.16 tons

1.1.1.2.Disefio de experimentos para electrodos anadiendo 400
uL de CNFs

A la vista de estos resultados, se decide llevar a cabo el mismo
diseno de experimentos que el de la Tabla 7, pero filtrando 400 uL
de CNFs. Se construyen los electrodos con las nanofibras
transferidas y se van a pegar los filtros prensados debido a que
tienen bastantes CNFs adheridas, empledndose para medir
ferrocenometanol.

x10°®

—KClI
2 [ |=——FcMeOH

'1 [ /
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
E /V vs Ag/AgCI

Figura 23. Seial electroquimica del ferrocenometanol obtenida
con los electrodos del diseiio de experimentos para un volumen
de CNFs de 400 pl transferidas a una lamina de PET.

Las experiencias obtenidas para los electrodos de 400 pL de CNFsy
cuyo filtro se pegd sobre una ldmina de PET tampoco arrojaron
unos resultados satisfactorios. Si bien se comprob6 que el electrodo

era conductor, aunque la sehal del analito sigue sin salir
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adecuadamente quizads porque no hay suficiente material de
carbono o no estan bien interrelacionadas las fibras y tienen una

baja conduccion.

-5
15219 :
- KCI
1t |=—FcMeOH
0.5
g
- 0 —
-0.5
-1

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E /V vs Ag/AgCI

Figura 24. Seial electroquimica del ferrocenometanol obtenida
con los electrodos del diseiio de experimentos para un volumen
de 400 pl de CNFs para los filtros fijadoss a la lamina de PET.

Con la informacién obtenida de las experiencias con los filtros de
400 pL de CNFs fijados a la lamina de PET para los distintos
electrodos del diseno, se van a analizar los resultados obtenidos.
Los valores se introducen en el software Statgraphics y se analiza el
disefio de experimentos. El Anova, Tabla 10, muestra la
variabilidad para cada una de las variables. En este caso, 3 efectos,
el tsec, Su interaccion consigo misma y la interaccion de P consigo
misma y la interaccion de ts.. con P. En este caso solo la interacciéon
del tiempo de secado consigo mismo tiene un valor-p menor de
0.05, indicando que es significativamente diferente de cero a un

nivel de confianza del 95%.
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Tabla 10. ANOVA del diseiio central compuesto 22.

Fuente C?lir(lil;ggs Gl Clﬁgg?go Razon-F | Valor-P
A:tsecado 3.60E-10 1 3.60E-10 8.87 0.031
B:presion 9.34E-11 1 9.34E-11 2.30 0.190
AA 6.51E-12 1 6.51E-12 0,16 0.706
AB 4.68E-12 1 4.68E-12 0,12 0.748
BB 1.19E-14 1 1.19E-14 0.00 0.987
Error total 2.03E-10 5 4.06E-11
Total (corr.) 6.68E-10 | 10

R2 = 69.61 porciento

R2 (ajustada por g.l.) = 39.21 porciento

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado explica el
69.61% de la variabilidad en I,,. El estadistico R? ajustado, el mas

adecuado para comparar modelos con diferente ntimero de

variables, es 39.21%.

Tabla 11. Efectos estimados para I,,.

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
promedio 8.30E-06 3.68E-06
A:tsecado -1.34E-05 4.51E-06 1.0
B:presion 6.83E-06 4.51E-06 1.0
AA 2.15E-06 5.36E-06 1.095
AB -2.16E-06 6.37E-06 1.0
BB 9.19E-8 5.36E-06 1.095

Se puede observar en la Tabla 11 que el V.I.F. es igual a 1.095 para

dos efectos, por lo que el disefio no es perfectamente ortogonal.

La Figura 25 muestra la superficie de respuesta estimada,

mostrando que no hay un tiempo de secado ni presion en la que se
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obtenga una mejor respuesta. Sin embargo, si que se aprecia una

tendencia hacia tiempos bajos y presiones altas.

(X 0.000001)
37 F

3.9 5.9 79
tsecado

Figura 25. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseio central compuesto 22.

La Figura 26 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de disefio de los electrodos. Y como se
aprecia en la Figura 26, se ve que existe una proporcionalidad
directa entre la presion y la intensidad de pico (I,,), esta dltima es
inversamente proporcional con respecto al tiempo de secado.

(X 0.000001)

18 f
15 |

12

5.0

10.0

5.0

20.0

tsecado presién

Figura 26. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de diseiio de experimentos.
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Segun el anélisis realizado por el propio software, éste propone
unas condiciones Optimas para el disefio de experimentos a un

volumen de 400 pL de CNFs de cada factor experimental:
tsec = 3.96 sy P = 23.11 tons

Las pruebas realizadas para un volumen de 200 y 400 uL de CNFs
0.1 mg mL* aportan resultados contradictorios. Los valores
optimos para ambos disenos arrojan valores diferentes. Para la
presion se obtiene un valor de 12 tons para 200 pL y 23 tons para
400 uL, que supone una incoherencia. Esto se puede observar
también para el tiempo de secado. Esta discrepancia en los
resultados para ambos factores nos llevan a la conclusion de que
secar el filtro para posteriormente pegarle sobre una lamina de PET

es la mejor opcion.

1.2.Pruebas con otros disolventes para CNFs

La eleccion de disolvente para llevar a cabo la dispersion de CNFs
es muy importante. Hasta ahora, el medio mas utilizado para
dispersar nanotubos era agua con surfactantes. En el grupo de
Analisis Instrumental se ha implementado un método para
sustituir los surfactantes por disolventes organicos con muy buenos
resultados. También se van a emplear estos disolventes para

dispersar nanofibras de carbono.

1.2.1.1,2-Dicloroetano (DCE)

El procedimiento a seguir es el implementado en el grupo para
dispersar nanotubos de carbono [288]. Se prepara una disolucién
de 0.5 mg/100 mL de nanofibras de carbono en DCE. La dispersiéon

se lleva a cabo:
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» La disolucion con 15 mL se dispersa durante 15 min a una
amplitud del 50% con una sonda de ultrasonidos (CY-500,
Optic ivymen System).

» La disolucion con 100 mL se dispersa:

o 20 min a una amplitud del 25% con una sonda de

ultrasonidos.

o 20 min a una amplitud del 50% con una sonda de

ultrasonidos.

La cantidad de disolucion filtrada es de 4 mL. Siendo el tiempo de
secado del filtro inferior a 5 min para una mejor transferencia y una
presion de la prensa sobre la ldamina de PET de 15 a 20 tons durante

60 s.

Se prepara una disoluciéon de CNFs siguiendo el procedimiento
anteriormente descrito. Se procede a preparar unos electrodos con

las caracteristicas de la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones de los electrodos de CNFs dispersadas en

DCE.

" N°[VorsoonmL| s | Presionytiempo
_ P, tons tpresion, S
— 1 270 20 90
_ 2 300 20 90

1 s 20 90
n 4 210 20 90

El electrodo cuya transferencia a la ldmina de PET es mejor es el
n°4. Es por ello, que se deciden preparar mas electrodos con las
mismas condiciones. El anélisis de los mismos con un sistema de
referencia como es el ferrocenometanol, muestra que el DCE no es

un buen disolvente para dispersar CNFs.
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x107"

1/A

-5

—KClI
——FcMeOH

-10
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E /V vs Ag/AgClI

Figura 27. Senal electroquimica de ferrocenometanol 1 mM/ 0.1
M KCI con un electrodo de CNFs dispersadas en DCE.
A la vista de la nula senal de los electrodos se decide probar con

otro disolvente organico.

1.2.2. Cloroformo

Otro disolvente empleado para dispersar CNTs es el cloroformo.
Debido a sus buenos resultados se empleara para dispersar CNFs.
En un primer acercamiento se preparan electrodos con una gran
variabilidad en cuanto al volumen filtrado y tiempo de secado,
manteniendo constante la presion en la prensa (20 tons) y el

tiempo de prensado (2 min):

Venrs: 3,4, 5 y 6 mL tsec: 0,5y 30 min

La sefial obtenida para los electrodos se ve en la Figura 28.

A

%108

1/A

-10
-0.2 0 0.2 0.4
E IV vs Ag/AgCI

Figura 28. Seial electroquimica del ferrocenometanol para
electrodos de CNFs dispersados en cloroformo.
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A la vista de que las senales obtenidas son parecidas a pesar de la
gran variabilidad en el volumen de nanofibras de carbono y el
tiempo de secado del filtro se decide repetirlo llevando a cabo una
especie de disefio de experimentos, Tabla 13, para comprobar
principalmente la influencia en la senal del volumen de CNFs
filtradas.

Tabla 13. Caracteristicas de los electrodos de CNFs empleando
como disolvente cloroformo.

Neo Venrs/cHclgs tsec, Mmin Presiéon y tiempo
P, tons tpresion, S
1 200 0 20 150
2 200 5 20 150
3 200 30 20 150
4 300 0 20 150
5 300 5 20 150
6 300 30 20 150
7 400 0 20 150
8 400 5 20 150
9 400 30 20 150
10 500 0 20 150
11 500 5 20 150
12 500 30 20 150
13 600 0 20 150
14 600 5 20 150
15 600 30 20 150

Se eligen tres electrodos en funcion del volumen: el de 200, 400 y
600 pL de CNFs a 5 min de secado y se comprueba si conducen
utilizando FcMeOH. Para ello se utilizard una celda convencional

como la de la Figura 29.
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Figura 29. Celda electroquimica clasica.

Como se puede observar el electrodo cuyo volumen de CNFs

filtrado es 400 pL muestra una mejor sefial electroquimica del

ferrocenometanol. Para un volumen de 200 pL hay sefial pero es

pésima, debido a que el volumen sea insuficiente para que las

distintas nanofibras estén interconectadas las unas con las otras.

Para un volumen de 600 pL, el electrodo es conductor.

-10
15219 - -
101
g
= 5l
O L —
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E IV vs Ag/AgCI
<10
| [=FemeoH]
4 -
= 2
0 -
2t
-4
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E IV vs Ag/AgCI
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%107
4t — K CI
——FcMeOH
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E /V vs Ag/AgCl

Figura 30. Respuesta electroquimica para electrodos con un
volumen de CNFs se 200 pL, 400 pLy 600 pL.

Los electrodos descritos en la Tabla 13 se van a comprobar su
funcionamiento con el sistema de referencia empleado
anteriormente. De todos los electrodos el nimero 6 es el Gnico que

posee una senal electroquimica. El resto no son conductores.

><‘10'5

2 [=—FcMeoH]

-0.5 0 0.5
E IV vs Ag/AgCI

Figura 31. Seiial electroquimica del electrodo n°6 de la Tabla 13
para el sistema de referencia ferrocenometanol.

1.2.3. Etanol

A la vista de los resultados obtenidos con diferentes disolventes

organicos, el disolvente escogido en las primeras pruebas (etanol)
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es el que proporciona mejores senales electroquimicas (apartado
1.1. Primeros pasos). Ademas las dispersiones de este disolvente
son mas sencillas y menos toxicas, por ello sera el medio escogido

para dispersar nanofibras de carbono en esta tesis.

Se decide incrementar la cantidad de nanofibras de carbono. Una
pequeiia prueba filtrando 1 mL de CNFs/Etanol 0.1 mg mL" y
transfiriendo posteriormente a una ldamina de PET permite obtener
un electrodos con una superficie electrodica con mas volumen y con
mejor conexion entre fibras. Por ello se decide preparar mas y
emplearlos para medir dos sistemas redox reversibles diferentes y
probar con ello la viabilidad de los electrodos fabricados con CNFs
con el filtro de teflon (PTFE) directamente fijado a la lamina de
PET. Los dos sistemas escogidos, son dos sistemas de referencia
electroquimicos bien conocidos el ferrocenometanol y la

Ru(bipy)s2*.

1.2.3.1.  Ferrocenometanol

1.2.3.1.1. Twvs.v¥2

El ferrocenometanol es un sistema en cuya reacciéon se ve implicada
un dnico electréon. Los voltamperogramas ciclicos para el electrodo
CNFs/PTFE se registran a diferentes velocidades de barrido, entre
0.005 a 0.3 V s.en 0.86 mM ferrocenometanol (FcMeOH) y 0.1 M
KCL

Mediante voltamperometria ciclica entre +0 V'y +0.6 V se obtiene

la Figura 32.
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x10°

—5 mVis
1 —10 mV/s
——25 mV/s

0.5 —50 mV/s
= 0 —100 mV/s
——140 mV/s
=200 mV/s
0.5 i ——250 mV/s

300 mV/s

0 0.2 0.4 0.6
E /V vs Ag/AgClI

Figura 32. Voltamperometria ciclica de ferrocenometanol a
diferentes velocidades de barrido.

Viendo que los electrodos de prueba con mayor volumen de CNFs
funcionan muy bien y que dan unas sefiales muy buenas, se decide
preparar nuevos electrodos con volimenes, tiempos de secado, etc.

controlados.

Tabla 14. Caracteristicas de fabricacion de los electrodos de
CNFs dispersados en etanol.

Neo Venrs/eton, pl tsec, h Presion, tons y min
1 500 24 18 4
2 500 24 18 4
3 500 24 18 4
4 1000 24 18 4
5 1000 24 18 4
6 1000 24 18 4
7 1000 24 18 4
8 1000 24 18 4

Para el electrodo n°6 de la Tabla 14, el voltamperograma queda

como la Figura 33.
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%107

m— () mV/s
— 5 mVi/s
—10 mV/s
—25 mV/s
50 mV/s
—T75mVlis
w100 mV/s
125 mVis
150 mV/s
=175 mV/s
m— 200 mV/s
250 mV/s
= 300 MV/s

0 0.1 02 03 04 05 06
E IV vs Ag/AgCl

Figura 33. Voltamperograma para distintas velocidades de
barrido.

Como se puede observar en la Figura 33 el sistema presenta un
comportamiento practicamente reversible, con un pico anodico
alrededor de +0.3 V y el pico catédico en torno a +0.17 V,
relacionados con la reaccion:

FcMeOH = FcMeOH*

La misma reaccion tiene lugar para la experiencia de la Figura 34.

%107

—10 mV/s
—25mVi/s
4t ——50 mVis
——T75 mV/s
——100 mV/s
=200 mV/s

0O 01 02 03 04 05 06
E /V vs Ag/AgClI

Figura 34. Voltamperometria ciclica para diferentes
velocidades de barrido.
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En los respectivos calibrados existe una buena relacion lineal entre

la intensidad de pico, tanto para el pico anddico (Ip®) como el
catodico (Ip«t) y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (vl/ 2).
Para un proceso reversible, las concentraciones de las distintas

especies en la superficie del electrodo cumplen la ley de Nerst. Para

un proceso redox la reaccion es:

Ox + ne Red

La intensidad de pico, I,, presenta un méaximo que puede
expresarse con la siguiente ecuacion:

1
F3 /2 3 1 1
I, = —0.4463-<ﬁ> ‘n /Z'A'Dw/cz'cé‘x vz

Donde F es la constante de Faraday (96480 C/mol), R la constante
de los gases ideales (8.32 J/mol K), T la temperatura (K), A el area
expresada en cm?2, Do el coeficiente de difusion de la especie
oxidada siendo sus unidades cm?2/s, C'»x la concentracion de la
especie oxidada en la disolucién en mol/cm3, la velocidad de
barrido es v en V sy la intensidad de pico I, expresada en A. Esta
ecuacion conocida como ecuacién de Randles-Sevcik a 25°C se

expresa de la siguiente forma:

1
I, = 269105 n¥2-A-D/%  Cp - v'/2

Las unidades de la constante 2.69-105 son C-mol*-V-¥/2, De los

calibrados, Figura 34, podemos afirmar que la relacion entre I, vs

v'/2 indica que la oxidacion del FcMeOH es un proceso
electroquimico controlado por difusién que sigue la ecuacion de
Randles-Sevcik.

Las rectas de calibrado para el pico anddico y catédico son:
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2" =84-107%-v'/2 +8.6-1077, R? = 0.999, S, = 4.5-1077.
¢t = —54-10"5 -v'/2 = 351077, R? = 0.994, S, = 6.0 - 1077,

El coeficiente de difusion del FeMeOH en la literatura varia entre

7-10°° y 7.8:10° cm2/s. Se toma un valor de 7.5-10°® cm2/s como

coeficiente de difusion (D;/CZ), una concentracion (C;,) 1 mM de
FcMeOH y que solo esta implicado un electron en la reaccion redox
(n=1). A partir de ello, se puede calcular el area efectiva del
electrodo CNFs/PTFE a partir de las regresiones Ij™ vs v'/2 ,

obteniendo un valor de 0.13 cm2 [286].

1.2.3.1.2. T vs. Cgemeon

Se lleva a cabo un -calibrado con FcMeOH empleando
voltamperometria ciclica entre +0 Vy +0.6 V para un electrodo de 1
mL de CNFs/PTFE/PET. En este caso, la concentracion de la

disolucién de ferrocenomentanol aumenta de 1 uM hasta 1 mM.

%10

—10 uM

—25 uM

5 1 |—50 uM

—75 uM

< —0.1mM

= é —0.25 mM
Ors 1 |[—05mm

—0.75 mM
1mM

0 0.2 04 0.6
E /V vs Ag/AgCI

Figura 35. Voltamperogramas para ferrocenometanol desde
una concentraciéon 10 pM hasta 1 mM.
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Representando I vs Cremeon, tenemos los calibrados anddico y

catodico.

P 10-6

Ipan = 7.3361-10°3 Cremer — 1.387-10°8
| R2=0.9970

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Cremet ™ %10

Figura 36. Calibrado Intensidad de pico anéddico uvs
Concentracion de ferrocenometanol.

En la Figura 36 vemos como los datos para pico anddico se ajustan

a unarecta:
AIZ™(A) = 7.336 - 1073 - Cremeon - (M) — 1.387 - 1078 y el coeficiente
de determinacién R? = 0.997.

%10

I5* = -6.594-1073-CreMet — 5.416-10°8
R2 =0.9975

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Cremer ™ %1073

Figura 37. Calibrado Intensidad de pico catodico vs
Concentracion de ferrocenometanol.

En la Figura 37 vemos como los datos para pico catoédico se ajustan

a una recta:
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Alzgat(A) = —6594 . 10_3 . CFCMEOH . (M) - 5416 . 10_8 y con un

coeficiente de determinaciéon R? = 0.998.

1.2.3.2.  Ru(bipy)s*

El segundo sistema de referencia escogido es la Ru(bipy)s2*. Al
igual que con el FcMeOH, en su reaccién de oxidacion-reduccion
también estd implicado un tnico electron. Se va estudiar por
voltamperometria ciclica el electrodo CNFs/PTFE para una
concentracion 1 mM Ru(bipy);>* y 1 M KNO; para diferentes
velocidades de barrido, entre 0.01 y 0.2 V s. A continuacion, se
puede observar el voltamperograma para dos electrodos de
CNFs/PTFE, cuya diferencia radica en el volumen de nanofibras
filtrado, 0.5 mL o 1 mL y el tamafio de la chapa delimitadora del

area.

x10°

—5mV/s
—10 mV/s
—25mV/s
—50 mV/s
—75 mVis
—100 mV/s
—140 mV/s
-2 ——200 mV/s
-4 ——250 mV/s
6 300 mV/s

08 09 1 11 12 13 14
E /V vs Ag/AgCI
Figura 38. Voltamperograma de Rubipy a distintas velocidades

de barrido para un electrodo de 0.5 mL CNFs/PTFE y agujero
grande.

1/A
oON MO ®O

Si se realiza el mismo anélisis para un electrodo de 1 mL de

nanofibras de carbono se obtiene la Figura 39.
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-5
x10
m— 10 MV/s
4 — 25 mVis
m— 50 mVis
75 mVis
2 100 mV/s
=200 mV/s
<
-0
-2

08 09 1 11 12 13 14

E /V vs Ag/AgCI
Figura 39. Voltamperograma de Rubipy a distintas velocidades
de barrido para un electrodo de 1 mL CNFs/PTFE y agujero
pequeio.
La Ru(bipy);>* también presenta un comportamiento reversible,
con un pico anoddico en torno a +1.15 V y el catddico a +1.0 V.

Ambos relacionados con la reaccién redox:
Ru(bipy);t = Ru(bipy)3*

La Figura 39 nos permite obtener una relacién lineal entre el pico

anodico (Ip2) y el catodico (Ipt) frente a la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido (vl/ 2). Las rectas de calibrado son:
[ =79-10"%-v/2-23-1077 , R2=0.999 , S, =2.7-1077 e
¢ = —6.7-107% - v'/2 + 1.2 - 1077, R2 = 0.995, S, = 6.1 - 1077.

Al igual que ocurre con el FeMeOH la oxidacion de la Ru(bipy);2* es
un proceso electroquimico controlado por difusion y por tanto
puede aplicarse la ecuaciéon de Randles-Sevcik. Con los datos, area
del electrodo 0.13 cm?, el nimero de electrones implicados en la
reaccion n =1, y la concentracion C;, =1 mM, se calcula el
coeficiente de difusiéon de la Ru(bipy);2*. El coeficiente de difusion
estimado para la Ru(bipy);>* es de 3.3-10° cm?2/s, que se

corresponde con los valores de la literatura [289].
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1.3.Estudio por microscopia electrénica de
barrido (SEM) de la dispersion de CNFs

Para conocer mejor como estdn dispersadas las nanofibras de
carbono en etanol se realiza un analisis por microscopio electronico
de barrido (SEM). Esta técnica proporciona informacién sobre la

morfologia de muestras solidas.

Su funcionamiento se basa en barrer la superficie de la muestra, en
un area del tamafio que se desee, con un haz de electrones. La sefial
obtenida puede registrarse en una pantalla mediante un tubo de

rayos catodicos.

Figura 40. SEM de la dispersiéon de CNFs 0.1 mg mL.

Por la imagen se puede apreciar que las nanofibras de carbono
estan bien dispersadas en el disolvente elegido, etanol. Ademas, se
ha calculado el didmetro de las mismas obteniendo un valor de

154 + 14 nm.
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1.4.Espectroscopia Raman de CNFs

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscopica empleada
para estudiar los modos de baja frecuencia, tales como los modos
vibratorios, rotatorios, etc. La incidencia de un haz de luz
monocromaética sobre la muestra proporciona informacién sobre su

estructura molecular, estudiando la dispersion del haz de luz.

Luz
Haz de luz dispersada
incidente »™) ,‘ Tf /y

Dispersion Rayleigh, A igual a la del haz
incidente.

== Dispersion Raman, nueva A.

Figura 41. Principios de la dispersion Raman.

Una pequenia porcion de la luz es dispersada inelasticamente
experimentado leves cambios de frecuencia que son propios del
material a estudio y ademas independientes del haz de luz
incidente. Cuando el haz de luz incide sobre la muestra
interactuando con la nube de electrones de la molécula y
provocando la excitacion de los electrones a un estado virtual. La
relajacion del electron desde el estado virtual a bien un estado
vibracional excitado se llama dispersiéon de Stokes. Y si el electron
se encontraba inicialmente en un estado elevado de energia

vibracional se llama dispersion anti-Stokes.
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Estado electronico
excitado

>
>

................... Estado virtual

’

energia

hv

N — Estado electrénico
— Vv — — fundamental (niveles

(a) (b) (c) vibracionales)

Figura 42. Diagrama de los niveles de energia para la dispersion
Raman; (a) Dispersion Rayleigh, (b) Dispersion Raman Stokes y
(c¢) Dispersion Raman anti-Stokes.

El espectro Raman estd tomado sobre un electrodo de nanofibras
de carbono, formando una pelicula, sobre un filtro inerte de

teflon®.

/a.u.

2D o G’

Raman

NW\.,/IiJ
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Raman shift /cm"

Figura 43. Espectro Raman de nanofibras de carbono.

El espectro Raman muestra tres bandas principales a 1345 cm™,

1576 cm™y 2690 cm™.

v A 1576 cm™ o Banda G, es la més intensa y se atribuye al
modo de vibracion en el plano del fon6n E.g. El modo E., del
grafito se corresponde a las vibraciones sp2 del enlace

carbono — carbono.
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v' A 1345 cm™ o Banda D, se corresponde al modo de vibracion
de respiracion en el plano de la simetria inactiva A,;. El
modo A, del grafito estd relacionado con los defectos
estructurales, con la presencia de defectos, sitios vacantes o
grupos diferentes como grupos carboxilo. La baja intensidad
de esta banda indica la buena organizacion del material de

carbono.

La relacion de intensidad de las bandas D/G es inversamente
proporcional al orden del grafito en las nanofibras de carbono. El
valor Ip/Ic obtenido del espectro es 0.17 indicando que existe un

bajo desorden de los carbono cristalinos de las CNFs.

v' Una tercera banda aparece a 2690 cm-1, también conocida
como Banda 2D. Esta banda se corresponde al armoénico de

segundo orden de la banda D.

Ademés de estas tres bandas principales hay otras de baja
intensidad y peor definidas en el espectro Raman de la Figura 43.
El hombro entorno 1490 — 1500 cm™ se asigna a los enlaces sp?
amorfos del carbono. La débil banda comprendida entre los 1000 —
1200 cm™ podria deberse a la presencia de algin grupo carbonilo

(C=0) o enlace simple carbono-oxigeno (C-O).

2. Nanotubos de carbono (CNTSs)

2.1.Pruebas con distintos dispersantes

2.1.1. Dodecilsulfato soédico (SDS)

El dodecilsulftato s6dico o SDS es un surfactante empleado para
dispersar nanotubos de carbono. Su estructura quimica es la de la

Figura 44.

118



Capitulo I

HsC S
3 O/
10 O

Figura 44. Estructura quimica del dodecilsulfato s6dico o SDS.

Las dispersiones resultantes de nanotubos de carbono en SDS al 0.1

% son muy homogéneas.

En el mercado existen filtros de varios materiales (teflon, nylon y
nitrocelulosa) con distintos tamafos de poro. Sin embargo, el gran
problema radica en el alto precio que tienen los filtros de teflon. Por
ello, se prueba con filtros tanto de nitrocelulosa como de nylon para
encontrar un sustituto viable al teflon. Sin embargo, ni los filtros de
nylon ni los de nitrocelulosa a distintos tamafio de poro dan buenos
resultados. El tnico material en el que la dispersion filtra sin
ningtn tipo de pérdida es el teflon y es el que permite una buena
transferencia de los CNTs a la lamina de PET. Los filtros de este
material van a ser empleados a partir de ahora para fabricar

nuestros electrodos de CNTs.

Estudios previos del grupo nos permite tener una idea de las
condiciones experimentales para fabricar electrodos de CNTs.
Debido a que la concentracién de nuestra dispersion es alta, se
toman 250 pL de CNTs para igualar la cantidad de CNTs
impregnada con la de estos estudios. El filtro es prensado
manualmente sobre una ldmina de PET para posteriormente llevar
a cabo una voltamperometria ciclica entre +0 V y +0.5 V con

ferrocenometanol como sistema de referencia.
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Figura 45. Voltamperometria ciclica de FcMeOH para un
electrodo de CNTs/PET.

Para un electrodo de 250 pL de CNTs, prensado a 15 tons sobre una

lamina de PET.

190

150
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1A

50

-60 £

-

02 0.4 06 08
E /V vs Ag/AgCI
Figura 46. CV de FcMeOH para un electrodo CNTs/PET.

o

En ambas figuras, tanto para el electrodo prensado a mano (Figura
45) como para el prensado en la prensa (Figura 46) el sistema es
reversible. Sin embargo, los picos catddico y anddico no son
simétricos. De hecho, el pico catédico es mayor que el anddico lo
que indicaria que el fendmeno implicado no es totalmente difusivo,

lo que si ocurre con las CNFs.
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Sin embargo aumentando la cantidad de nanotubos de carbono en
el filtro hasta 400 pL la senal voltamperométrica del
ferrocenometanol es bastante simétrica, demostrando la

reversibilidad del sistema.

%1073

1.5

5mVis
10 mV/s
25 mV/s
50 mV/s
—T75mV/s
=100 mV/s
— 125 mV/s
150 mV/s
m— 175 mV/s
=200 mV/s
— 250 mV/s
w300 mV/s

1

0 0.1 02 03 04 05 06
E /V vs Ag/AgCI

Figura 47. Voltamperometria ciclica FcMeOH para un electrodo
de CNTs/PET.

Sin embargo, este dispersante plantea algunos problemas de
contaminacién. Se ha de lavar mucho a la hora de llevar a cabo el
filtrado de los nanotubos de carbono no pudiendo eliminar todo el
SDS, actuando como interferente. Por ello se plantea el empleo de

otros disolventes principalmente organicos.

2.1.2. Etanol

La eleccion de este disolvente no es casual, ya que se busca ser
capaces de preparar una mezcla de CNFs y CNTs en mezcla. Para
ello, la dispersion de CNTs tendréa la misma concentracion que la
dispersion de CNFs, 0.1 mg mL. El electrodo consiste en 500 pL
de CNTs transferidos a una lamina de PET aplicando 20 tons

durante 5 min.
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Figura 48. Voltamperograma de FcMeOH a distintas
velocidades de barrido para un electrodo de 0.5 mL CNTs/PET.

Como se observa en la Figura 48 es sistema es completamente
reversible, si bien la altura del pico catédico es mayor que la del
pico anddico. Comparandolo con las CNFs, podemos decir que el

etanol no es un buen medio en el que dispersar CNTs.

2.1.3. Cloroformo

Se decide emplear otro disolvente organico no tan toxico como es el
cloroformo. Las condiciones del electrodo son 0.4 mL de CNTs
transferidos a la lamina de PET. El anélisis de los electrodos con el
sistema de referencia ferrocenometanol se realiza por
voltamperometria ciclica entre +0 V y +0.6 V a diferentes
velocidades de barrido.

x10#

—5mV/s
4 10 mV/s
=25 mV/s
3 =50 mV/s
=75 mV/s
=100 mV/s
2 —125mVis
< ——150 mV/s
-1 ——175 mV/s
=200 mV/s
0 ~——250 mV/s
=300 mV/s
-1
-2

0 01 02 03 04 05 06
E IV vs Ag/AgCI

Figura 49. Voltamperograma ciclica de FcMeOH a distintas
velocidades de barrido para un electrodo de 0.4 mL CNTs/PET.
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Se obtiene una serie de voltamperogramas similares a los obtenidos
para las dispersiones de etanol. Como se observa el sistema no es
completamente reversible en parte debido a la resistencia del

propio electrodo.
2.1.4.DCE

2.1.4.1. Ferrocenometanol

A la vista de que los dispersantes empleados hasta ahora no
permiten obtener buenos resultados, se decide realizar unas
pruebas empleando el DCE como dispersante viendo la viabilidad a

través de otros trabajos realizados en el grupo.

Para ello, se filtran cantidades similares a las utilizadas para las
nanofibras de carbono, 0,4 mL de una dispersiéon de 0.1 mg mL".
Los nanotubos de carbono impregnados en el filtro se transfieren a
una lamina de PET, obteniendo un electrodo del tipo CNTs/PET.

Las experiencias voltamperomeétricas recogen en la Figura 50.

x10™

—5mV/s
1 —10 mV/s
—25mV/s
=50 mV/s
—75mV/s
=100 mV/s
—125 mV/s
£ ‘ —150 mV/s
Of s —175mVis
=200 mV/s
——250 mV/s
-0.5 300 mV/s

0 01 02 03 04 05 06
E /V vs Ag/AgCI

Figura 50. CV de FcMeOH a distintas velocidades de barrido.

La reversibilidad del sistema nos permite realizar la representacién

de la I vs v/2 para ambos barridos, anddico y catodico.
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x10™

Ipan = 2.072:104-v1/2 - 6.889-10°¢
R2=0.9986

0 01 02 03 04 05 06
RAIZ(Vel)

%10 i

Ipml = .1_875.10-4.‘1,-’2 + 3_945.10-6
R? = 0.9994

0 01 02 03 04 05 06
RAIZ(Vel)

Figura 51. Calibrado anddico y catédico del FcMeOH de Ip., e
Ipcat US VY2,

Por la Figura 51 podemos afirmar que la relacion entre I, vs v'/2
indica que la oxidacion del FcMeOH es un proceso electroquimico
controlado difusivamente que sigue la ecuacion de Randles-Sevcik.
Siguiendo esta ecuaciéon podemos afirmar que existe una buena

relacion lineal entre la intensidad de pico (I, e I,) y la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido (vl/ 2).

Conocido el coeficiente de difusion del FcMeOH 7.5-10° cm?2/s

1
(Dm/cz), la concentracion (C,;,) 1 mM de FcMeOH y que solo esté
implicado un electron en la reaccion redox (n=1), se puede

calcular el area efectiva del electrodo CNTs/PET a partir de las

. 1 .
regresiones I vs v /2, obteniendo un valor de 0.27 cmz.
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2.1.4.2. Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor presente en el cerebro
humano que posee un papel importante en el metabolismo
humano, el sistema nervioso central, cardiovascular, renal y
hormonal. Su deficiencia esta relacionada con desordenes
neuronales tales como la esquizofrenia, el Parkinson.... Su
concentraciéon en suero sanguineo y en orina es frecuentemente

analizado en el seguimiento de estas enfermedades.

La reaccion de oxidacion de la dopamina es la siguiente:

HO 0
_— +2H + 2¢°
NH, NH,
HO o

dopamina dopamina quinona

Figura 52. Mecanismo de oxidaciéon de la dopamina.

Una ultima evaluacion del dispositivo disefiado empleando
dispersiones de CNTs en DCE se realizara con este sistema que
presenta una banda en torno a 391 nm. Para este proposito se
realiza una voltamperometria ciclica colocando la luz cerca de la
superficie electrodica. El barrido se comienza en sentido anddico
observando la oxidacion de la dopamina y posteriormente su
reduccion. La  Figura 53 muestra las  respuestas
espectroelectroquimicas  obtenidas durante la experiencia
voltamperométrica a 0.01 V s entre -0.1 Vy +0.9 V para 1 mM de

dopamina en 0.1 M HCIO,.

125



Capitulo I

%108

a)

IS

1A

-2

-4

0 0.2 0.4 0.6 0.8

-0.02 - . e
E NV vs Ag 200 300 400 500 600 700 800 900
Alnm

0.06 X 10-3

0.05
0.04
3
£003
0.02
0.01

0 02 04 06 0.8
E IV vs Ag/AgCl E IV vs Ag/AgCI

0 0.2 0.4 0.6 0.8

Figura 53. Seiiales espectroelectroquimicas obtenidas para
Dopamina 1 mM en 0.1 M HCIO, durante una voltamperometria
ciclica. El experimento se lleva a cabo a una velocidad de
barrido de 0.01 V s-1 de -0.1 V a +0.9 V. a) Voltemperograma
ciclico, b) Espectro UV-Vis, c¢) Voltabsorciograma a 395 nm y d)
derivada del voltabsorciograma a 395 nm.

La Figura 53a muestra la respuesta electroquimica de la dopamina
registrada a lo largo del experimento espectroelectroquimico,
donde se aprecia la oxidacion a +0.65 V durante el barrido anodico
y su correspondiente reduccion a +0.37 V en el barrido catoédico. La
Figura 53b muestra la sefal espectral de la dopamina, en el que la
banda principal centrada a 395 nm crece a medida que la
experiencia evoluciona. El voltabsorciograma a 395 nm, Figura 53c,
proporciona informaciéon sobre cémo evoluciona la absorbancia
durante todo el barrido de potencial. A 395 nm, la absorbancia

crece de manera progresiva mientras el potencial se encuentra por
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debajo de +0.54 V originando un producto que es reduce facilmente
en el barrido contrario. Durante el barrido catédico la absorbancia
a 395 nm decrece cuando el potencial aplicado es inferior a +0.54
V. La Figura 53d muestra la derivada del voltabsorciograma a 395
nm. La derivada es muy similar al voltamperogramas mostrando

los mismos resultados que la senal electroquimica.
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Capitulo II

1. Electrodos de bismuto

Como se ha comentado anteriormente, los principios de la
electroquimica se basaron en los electrodos de mercurio. Sin
embargo, su alta toxicidad, motivo por el que ha sido prohibido en
numerosos paises, propicié la busqueda de nuevos materiales que
fueran un digno sustituto de este elemento. En este caso, el bismuto
parece cumplir todas las expectativas al tener un comportamiento

muy parecido al mercurio al interactuar con los metales pesados.

En este capitulo se abordara diferentes estrategias para modificar
nuestros electrodos de diferentes materiales de carbono

(nanofibras y nanotubos de carbono) con bismuto.

2. Determinacion de metales pesados

mediante pelicula de bismuto

La determinacion de metales pesados comienza con unas primeras
pruebas formando una pelicula de bismuto para posteriormente
determinar tres metales pesados como son el plomo, el cadmio y el
zinc. Como se ha comentado en la introduccion hay tres maneras de

formar un film de bismuto:
1. Aplicando un potencial constante.

Se deposita a -0.4 V (vs. SCE) durante 300 s con una disolucion 1
mg mL* Bi (IIT) en tampon acetato 0.1 M a pH 4.45. Se aplica un
potencial de +0.3 V durante 5 min para reoxidar impurezas,

agitando durante la deposicion y el acondicionamiento.

Otra opciéon es aplicar un potencial de -1.6 V durante 2 s y

posteriormente depositar 300 sa-1.2 V.
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2. Aplicando un barrido de potencial.

Consiste en someter a una disoluciéon 100 mg mL* de Bi (III) en
tampon acetato 0.1 M a pH 4.45 entre -1.45 Vy -0.3 V (vs. SCE)
durante 20 ciclos a una velocidad de barrido de 50 mV s. Lavar

finalmente con agua.
3. Deposicion galvanostatica.

Utilizando una disolucién 100 mg mL* de Bi (III) en tampo6n
acetato 0.1 M a pH 4.45. Se aplicara una intensidad de -100 mA

cm-2 durante 300 s.

2.1.Electrodeposicion de bismuto sobre

nanofibras de carbono (CNFs)

2.1.1.Método ex-situ

2.1.1.1.Aplicando un potencial constante

En primer lugar se van a llevar a cabo una serie de pruebas
siguiendo el protocolo para el primer método descrito de formacion

de una pelicula de bismuto: aplicacion de un potencial constante.

Para formar la pelicula de bismuto se utiliza una disolucién de Bi
(ITII) con una concentracion de 2 mg L. La concentracion de la
disolucion de metales es 10 pg L* de cada metal; plomo, cadmio y
zinc, a partir de una disoluciéon stock de 100 mg L+ en tampon

acetato 0.1 M pH 4.5.

Las técnicas empleadas para la determinacién de Pb (II), Zn (II) y
Cd (IT) son la voltamperometria diferencial de impulsos de barrido
anodico (DPASV) en la que se depositara a un potencial de -1.2 V
durante 120 s, seguido de un tiempo de equilibrado de 10 s y un

posterior barrido entre -1.4 V y +0 V (amplitud de 80 mV,
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incremento de potencial de 5 mV, periodo de pulso de 0.2 s y
anchura de pulso de 1 ms) y la voltamperometria de redisolucion
anodica de onda cuadrada (SWASV) depositando 120 s a -1.4 V,
tiempo de equilibrado de 10 s y un barrido entre -1.4 Vy +0 V
(incremento de potencial a 4 mV, amplitud 25 mV y frecuencia 25
Hz).

En este caso se han preparado los electrodos con 400 uL de la
dispersion de nanofibras de carbono en etanol 0.1 mg mL*

transferidos a una lamina de PET.

. <107 x1077
{10
1M 19.5
I 19
< <
- {85 —
9. i
18
81 7.5

-145 12 -095 07 -045 -02 0
E /V vs Ag/AgCI

Figura 54. Representacion del barrido tras la deposiciéon de
bismuto en presencia y ausencia de una disolucién de metales
pesados (Zn, Cd y Pb).

Como se puede ver en la grafica, el inico metal que se aprecia es el
plomo (50 nM), sin embargo en la disolucion también habia

cadmio y zinc, que no se aprecian ni empleando SWASV ni DPASV.

En la Figura 55, se puede ver la experiencia para una disolucién de
plomo 50 nM sobre el electrodo de CNFs y la sefial electroquimica
debida al metal tras depositar una pelicula de bismuto a partir de

una disolucién 2 mg L.
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E /V vs Ag/AgCl
Figura 55. Voltamperometria de redisolucion andédica de plomo

en presencia y ausencia de la pelicula de bismuto.

Para comprobar si el volumen de nanofibras influia de alguna
manera, se llevaron a cabo las mismas experiencias pero para un
volumen filtrado de 200 pL. de CNFs 0.1 mg mL* y el posterior

fijado del filtro a una lamina de PET.

Las experiencias realizadas previamente a la deposicion de la
pelicula de bismuto sobre la superficie electrodica mostraron un
pico correspondiente al plomo, a pesar de emplearse una disoluciéon
10 pg L' de Zn?*, Cd2* y Pb2".

%107 .
3.7r
36

<357
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-145 12 -095 -07 -045 -02 0.05
E /V vs Ag/AgCI

Figura 56. Senal electroquimica de plomo empleando un
electrodo de nanofibras de carbono.
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La deposicion de bismuto y su posterior redisolucion se puede
observar en la Figura 57. La concentraciéon de la disolucion de

bismuto empleada es 2 mg L' a -1.4 V durante 300 s.

-6
45 x10—

4.4

-1.45 12 -095 -07 -045 -0.2 0.05
E IV vs Ag/AgCI

Figura 57. Redisolucion de la pelicula de bismuto sobre un
electrodo de CNFs.

A continuacién se mide los metales sobre el electrodo modificado

con la pelicula.
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<

Figura 58. Determinacion de metales pesados con un electrodo
BiF/CNFs.

La comparacion entre las experiencias efectuadas antes y después
de formar la pelicula de bismuto sobre el electrodo, muestra que sin

bismuto la senal electroquimica del cadmio no aparece.
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Figura 59. Comparacion de las sefales electroquimicas de una
disolucion que contiene metales pesados antes y después de la
formacion de una pelicula de bismuto sobre el electrodo de
trabajo.
Lo que sugiere lo que ya se sabe, que el bismuto forma una
amalgama con los metales, al igual que lo hace el mercurio,

favoreciendo en su redisolucion la aparicion de la sefales

electroquimicas que sin la presencia de bismuto no se observarian.

2.1.1.2. Aplicando un potencial constante, opcion B

Como se ha comentado anteriormente, existe en la bibliografia una
variante del primer proceso descrito para formar la pelicula de
bismuto, aplicando un potencial constante. Esta modificacion
consiste en aplicar un potencial mas negativo durante un par de

segundos, -1.6 V 2 s y posteriormente aplicar -1.2 V durante 300 s.

Se utilizard un electrodo con un filtro impregnado con 400 pL de
CNFs y posteriormente se ha fijado a una ldmina de PET. Como se
ha realizado en los otros procedimientos, se mide la disolucién de
los metales antes de modificar el electrodo con la pelicula de

bismuto.
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E /V vs Ag/AgCI

Figura 60. Voltamperometria de redisolucién de metales
pesados en ausencia de bismuto.

Si se deposita la pelicula de bismuto con una disolucién 2 mg L
segun el procedimiento descrito arriba y se lleva a cabo un barrido,
Figura 61, se observa entre -0.2 V y +0.05 V una sefal
electroquimica correspondiente al bismuto presente sobre la

superficie del electrodo.
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5.4t

5.2t

-1.45 12 -095 -0.7 -045 -02 0.05
E IV vs Ag/AgCI

Figura 61. Redisolucion tras la deposiciéon de bismuto.

Tras volver a modificar la superficie con la pelicula de bismuto, se
lleva a cabo una voltamperometria anodica de redisolucién de onda

cuadrada para una disolucion de Zn2*, Cd>+y Pb2+.
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E IV vs Ag/AgCI

Figura 62. Redisoluciéon de Znz+, Cdz+ y Pb2+ en un electrodo de

BiF/CNFs.

La comparativa entre el antes y el después de la deposicion de la

pelicula de bismuto se observa en la Figura 63. La presencia de la

pelicula de bismuto favorece la amplificacion de las sefales

electroquimicas (linea roja), en el que aparecen a -0.43 V el plomo,

a-0.83 V la senal correspondiente al cadmio y a -1.22 V la del zinc.
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Figura 63. Seiial electroquimica de redisolucion de metales
pesados sobre un electrodo de CNFs o BiF/CNFs.
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Siguiendo este procedimiento, se empled también un electrodo con

un filtro impregnado con 200 pL. de CNFs. La determinacion de los

metales pesados antes de depositar el bismuto, solo muestra la
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senal electroquimica correspondiente al plomo a pesar de que la
disolucion contiene Zn2* y Cd2+ también, siendo la concentracion de

todos 10 pg L.

x10°® .
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-1.45 -12 -095 -07 -045 -02 0.05
E /V vs Ag/AgCI

Figura 64. Senal electroquimica de Pbz+.

La deposicion de bismuto por este procedimiento (-1.6 V durante 2
sy -1.4 V durante 300 s) y posterior redisolucion se puede ver en la
Figura 65. Como se puede apreciar, empieza aparecer un pico

alrededor de -0.3 V, lo que indicaria la presencia de bismuto.

x10°8 .
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-145 -12 -095 -07 -045 -0.2 0.05
E IV vs Ag/AgCl

Figura 65. Redisolucién de la pelicula de bismuto sobre un
electrodo de CNFs.

Tras la formacion de la pelicula se lleva a cabo la preconcentracion
de los metales y su posterior redisoluciéon, empleando la disolucion

10 pg L.
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E IV vs Ag/AgCI

Figura 66. Senal electroquimica de plomo sobre un BIFE.

Al emplear una disolucién més concentrada de los metales y usar
un electrodo BiF/CNFs, las sefiales electroquimicas de los metales
son mas grandes, ademés de aparecer una segunda senal que a

bajas concentraciones y sin la pelicula de bismuto no aparece.
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-145 12 -095 -0.v -045 -02 0.05
E IV vs Ag/AgCI

Figura 67. Redisolucion de Cdz2+ y Pb2+ sobre un electrodo
modificado con una pelicula de bismuto.

Lo visto hasta ahora nos permite sefialar que la presencia de la
pelicula de bismuto permite la deteccién del cadmio que en

ausencia de la misma no seria posible.
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2.1.1.3. Aplicando un barrido de potencial

Empleando los electrodos fabricados con los filtros impregnados
con 400 uL de CNFs se va a depositar la pelicula de bismuto
haciendo ciclos. Previamente a la deposicion se hace un anélisis de

redisolucion para la disolucion con los metales pesados.
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-1.45 -12 -095 -0.7 -045 -0.2 0.05
E /V vs Ag/AgCl

Figura 68. Voltamperometria de redisolucion de metales
pesados para electrodos de nanofibras de carbono.

El bismuto 2 mg L se deposita haciendo 20 ciclos sucesivos entre -
1.4 Vy -0.3 V a una velocidad de barrido de 50 mV s. El barrido
llega s6lo hasta -0.3 V para evitar la redisoluciéon del bismuto
depositado sobre el electrodo.

x10°

14 1.2 -1 -08 -06 -04
E /V vs Ag/AgCI

Figura 69. Deposicion de la pelicula de bismuto aplicando
barridos sucesivos entre -1.4 Vy-0.3 V.
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Tras modificar el electrodo con una pelicula de bismuto se deposita
los metales Zn, Cd y Pb empleando una disolucion 10 pg L-1. La
representacion conjunta de las experiencias con metales previa y
posterior a la deposicion de bismuto se puede observar en la Figura

70.
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1.14E-06 ‘ . ‘ ‘ ‘ 1.92E-06
-1.45 -1.2 -0.95 -0.7 -0.45 -0.2 0.05

E /V vs Ag/AgCl
Figura 70. Representacion de las voltamperometrias de

redisolucion de metales pesados previa y posterior a la
deposicion de bismuto.

La Figura 70 muestra la sefial de los metales cadmio y plomo para
un electrodo modificado y sin modificar con una pelicula de
bismuto. La sefial de color azul se corresponde al electrodo sin
modificar, en el que sblo se aprecia una pequeha senal
correspondiente al plomo. Sin embargo la presencia de bismuto
(linea roja) nos permite observar no solo el pico del plomo sino

también el del cadmio.

2.1.2. Método in-situ

Para este método se empleard la voltamperometria de onda
cuadrada, en la que se depositara el bismuto y los metales durante

300 s a -1.4 V. A continuaciéon, se establece un tiempo de
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equilibrado de 10 s y se barre entre -1.4 Vy +0 V (frecuencia 50 Hz,

incremento de potencial 5 mV y amplitud 50 mV).

Se empleara un electrodo fabricado con un filtro impregnado con

200 pL de CNFs fijado a una lamina de PET. La disolucion
empleada contiene 2 mg L de Bi (III) y 10 pg L* de Zn (II), Cd (II)
y Pb (ID).

x10°
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-145 -12 -09 -07 -045 -02 0.05
E /V vs Ag/AgCI

Figura 71. Redisolucion de Pb2+, Cd2+y Zn2+.

Como se observa en la Figura 71, hay tres picos bien diferenciados y
un cuarto que se insinta. Los picos en torno a -1 Vy -0.8 V se
corresponderian al Zn2* y Cd2* respectivamente. El pico a -0.59 V
es el del plomo y el que aparece a -0.2 V es el del bismuto. Los
resultados son los esperados, puesto que a igual concentracion de
los metales las senales electroquimicas son menores para Zn2* y

Cd2* que para el Pb2+.

Empleando otro electrodo de 200 uL. CNFs/PTFE/PET se mide los
metales sin bismuto y al depositar bismuto. Se puede apreciar como
la sefial electroquimica se ve favorecida por la presencia de
bismuto, y esta presencia de bismuto permite la detecciéon de Cd>+

que de otra manera no aparece.
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Figura 72. Comparacion de la redisolucion de metales pesados
antes y después de depositar bismuto para un electrodo 0.2 mL
CNFs/PTFE/PET.
Podemos comparar también si el volumen de nanofibras
filtrado es determinante o no para una mayor sefal electroquimica
de los metales empleando esta técnica. Se va a utilizar un electrodo

formado por un filtro impregnado con 400 pL de CNFs.
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Figura 73. Comparacion de la redisolucion de metales pesados
antes y después de depositar bismuto para un electrodo de 400
pL de CNFs.

El aumento del volumen de nanofibras de carbono que impregnan

el filtro favorecen la aparicion de los picos correspondientes a los
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tres metales: Pb2*, Cd2* y Zn2* tras la deposicion de la pelicula de

bismuto.

2.1.3. Analisis de redisolucion potenciométrico (PSA)

Esta técnica posee numerosas ventajas pero sobre todos son las

bajas contribuciones de fondo y el que no existe un efecto matriz.

El equipo utilizado para estas medidas es un Autolab. Los
parametros para esta técnica son deposicion seguido de un barrido
de redisolucién en el que el potencial limite es-0.2 V y el maximo

tiempo de medida 25 s.

Figura 74. Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 20.

Se van a seguir las concentraciones optimizadas en otra tesis
doctoral [290]. Se necesita una disolucion de 1-104 M de bismuto y

1-107 M de Pb (II), Cd (II) y Zn (II) en tampo6n acetato 0.1M a pH
4.45.

-
(&3]

-
o

dt/dE (sIV)
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E IV vs Ag/AgCI

Figura 75. PSA para Bi y Metales depositando 300 s a -1.2 V.

145



Capitulo II

A la vista, de todas las pruebas realizadas el zinc no da sefal
electroquimica por lo que se decide prescindir de este metal en los

sucesivos analisis.

Empleando una disolucién nueva 5-104 M Bi (III), 5-10® M Pb (II)

y 5:107M Cd (II) se obtiene unas senales més pronunciadas.

dt/dE (s/V)
N

-

-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E IV vs Ag/AgCI

Figura 76. PSA para Bi3+ y metales depositando 400 s a -1.2 V,
maximo tiempo de medida 1 s y preacondicionamiento de 10 s a
-0.8 V.

Si se aplica a varias disoluciones de Bi (III) y metales pesados en
distintas concentraciones: 1-104 M Bi3* y 1-107M Pb2+/Cd?*/Zn?*;
4.8-:104 M Bis+ y Cd?* 1-10°M, depositando 400 s a -1.2 V. Con un

potencial limite de -0.2 V y tiempo méaximo de medida 3 s.

15 — : - :
——0.1 xM Bi + 0.1 zM Pb/Cd/Zn
10 [ |=—0.48 uM Bi + 1 uM Cd
——0.48 uM Bi + 1 ;M Cd
~ 10t
2
*u-_I'T.5 -
)
3 57
2571
0 L

-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E /V vs Ag/AgCl

Figura 77. PSA Bi3+ + Cdz2+.
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En la Figura 77 se ve un aumento de la sefial del plomo debido a su
acumulacion, sin embargo también se puede apreciar un ligero
aumento en la senal electroquimica del cadmio, centrada en torno a

-0.75 V.

2.1.4. Determinacion de metales pesados, otras variables a tener

en cuenta

Como se ha comprobado el método in-situ es el mejor
procedimiento debido principalmente a su sencillez y al ahorro de

tiempo.

Los electrodos empleados seran los que figuran en la Tabla 13.
Estos electrodos estan fabricados a partir de una dispersion de
CNFs en cloroformo. Para ello se empleara una celda tradicional
con un sistema de tres electrodos, en el que el referencia es un
electrodo no comercial de Ag/AgCl/KCl 3M, el contraelectrodo un
hilo de platino y el de trabajo el electrodo de nanofibras de carbono.
El equipo utilizado para llevar a cabo estas medidas es un CHI 900
(CH Instruments) y para realizar la deposicion simultanea de
bismuto y metales pesados se utilizara la técnica de SWASV. Siendo

los parametros:

o E=-12VyE=+0V o Eq=-14V

e IncrE=0.004V e t3=300s

e Amplitud = 0.5V ¢  Epreacondicionamiento = +O V
e Frecuencia = 25 Hz ®  tpreacondicionamientO = 60 S

®  tequilibrado = 15 S

El aumento creciente de la concentracién de metales pesados por la
adiccion de diferentes volimenes de una disolucion de metales

pesados, Pb2+, Cd2* y Zn2* arrojan resultados poco satisfactorios. La
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concentracion de bismuto en la celda es 0.1 mg L. Para una

concentracion de 41.93 ug L* de metales en la celda la senal es nula.
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-155 -13 -1.05 -08 -055 -0.3 -0.05
E IV vs Ag/AgCl

Figura 78. Senal electroquimica para la deposicion simultanea
de metales pesados (41.93 pg L-1) y bismuto.

A una concentracion de 303.2 pg L' aparecen una pequena sefial

que podria corresponderse a plomo.

%107

-1.55 13 -1.05 -08 -055 -0.3 -0.05
E /V vs Ag/AgCI

Figura 79. Senal electroquimica para la deposicion simultanea
de metales pesados (303.2 pg L-1) y bismuto.

A medida que se afiade mas cantidad de disolucién a la celda, la

sefial electroquimica aumenta poco a poco.
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Figura 80. SWASV para concentraciones crecientes de Pbz2+,
Cdz+ y Zn2+ mediante deposicion simultanea.

Las sefales electroquimicas son realmente bajas cuando la
presencia de una pelicula de bismuto deberia favorecer el aumento
de la sefial de los metales pesados debido al comportamiento
similar con el mercurio que posee el bismuto. A la vista de estos
voltamperogramas nos hacen suponer que la cantidad de bismuto

en la disolucion no sea suficiente.

Por ello, se van a repetir las experiencias en presencia de una
concentracion de bismuto en la celda de 2 mg L. Para una
concentracion de 48.75 ug L' sigue sin aparecer senal
electroquimica de los metales. Si se aumenta la concentracion hasta
66.91 pg L' y modificamos algin parametro, concretamente el
valor de la amplitud a 0.05 V si hay sefial electroquimica de los
metales. En torno a -0.44 V se observa la sefnal electroquimica de

redisolucion del plomo.
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Figura 81. Respuesta electroquimica para una concentracion de
metales pesados 66.91 pg L' a una amplitud de 0.05 V.

Esto indica que la amplitud debera ser un parametro a tener en
cuenta a la hora de realizar las experiencias. Para una misma
concentracion de metales, 91.02 ug L las senales son muy distintas

en funcion de la amplitud.

107 1078

. . . \ . 12.75
-1.25 -1 -0.75 -0.5 -0.25 0
E /V vs Ag/AgCI
x10°
6
3.9 57
5.4
3.6 1
< 1% <
= 33 48 —

2.7
-1.25 -1 -0.75  -05 -0.25 0
E /V vs Ag/AgCI

Figura 82. Dependencia de la sefal electroquimica con el
parametro amplitud.
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La Figura 82 muestra la gran importancia del parametro amplitud
en la determinacién de los metales pesados. Para un valor de 0.5 V
no se observa sefal de ninguno de los metales cosa que si ocurre
para un valor de 0.05 Vy 0.005 V. Para estos dos ultimos valores se
aprecia la senal del plomo, siendo mejor su sefial para un valor de

amplitud de 0.05 V.

2.1.4.1. Disenio de experimentos para 0.27 uM de Cd?* y 0.15
uM de Pb2+

A la vista de que el tiempo de deposicion es un parametro a tener
en cuenta asi como el valor de amplitud, se decide realizar un
disefio de experimentos con el fin de obtener sus valores 6ptimos.
El diseno elegido es un disefio central compuesto estrella 22 en el
que el tiempo de deposicion (ta) y la amplitud (Ea) seran los
factores a optimizar. En total se obtiene un disefio con 11
experiencias (tres réplicas en el punto central) en el que la senal
electroquimica de los metales, Hp,, se tomard como variable

respuesta del disefio.

Los valores correspondientes al nivel alto (+) y bajo (-) y al punto

central de cada factor (0) son los siguientes:

ta(+) =300s ta (0) =210 ta(-) =120s
Ea(+)=04V Ea(0) =0.235V Esa(-)=0.07V

La concentracion de los metales pesados empleada para las
experiencias del disefio es 0.15 pM Pb2* y 0.27 uM Cd2>* y 2 mg L
de bismuto en tampén acetato (HAc/NaAc) a pH 4.5. El plomo y
cadmio se preconcentran a los valores establecidos para cada
experiencia del disefio y llevando a cabo a continuacion un barrido

de disolucion entre -1.2 Vy +0 V.
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Analizando los resultados obtenidos para las diferentes
experiencias del disefio se extraen los valores de intensidad de pico
tanto para el plomo como para el cadmio. El electrodo empleado
esta fabricado con 300 pL de CNFs dispersadas en cloroformo,

secado el filtro 30 min y prensado a 20 tons durante 150 s.

Tabla 15. Valores de Intensidad de pico para Pb2+y Cdz+.

ta, s Ea, V Hj e Hp ca
E,V I,, nA E,V I,, nA
-0.428 43.3 -0.752 88.7
210 0.235 -0.52 17.6 -0.728 52.9
120 0.07 -0.372 31.5 -0.872 103
300 0.07 -0.36 29.7 -0.864 55.5
210 0.235 -0.452 32 -0.664 19.9
337.279 0.235 -0.48 30.9 -0.684 16.3
210 0.46835 | -0.408 86.7 -0.808 21.2
300 0.4 -0.352 26.8 0.01
210 0.235 -0.416 49 0.0146
120 0.4 -0.392 29.9 0.011

Los valores se introducen en el software Statgraphics y se analiza el
disefio de experimentos para el plomo. En la Tabla 16,
correspondiente al Anova se muestra que no hay ningin efecto que
tenga un valor-p menor de 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero a un nivel de confianza del

95%.
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Tabla 16. ANOVA del diseiio central compuesto 22.

Fuente cii?riggs Gl Clﬁgg?go Razén-F | Valor-P

Atq 6.29E-17 1 6.29E-17

B:Ea 1.74E-15 1 1.74E-15

AA 1.84E-18 1 1.84E-18

AB 4.23E-19 1 4.23E-19

BB 3.69E-17 1 3.69E-17

Error total 0.0 5 0.0

Total (corr.) 4.62E-15 | 10

R2 = 100 porciento

El estadistico R2? indica que el modelo, asi ajustado explica el 100%

de la variabilidad en Hj, pp.

La Figura 83 muestra la superficie de respuesta estimada para el

plomo, para la que no hay un tiempo de deposicion ni valor de

amplitud en el que se obtenga una mejor respuesta, no arroja

ningtn valor 6ptimo. Sin embargo si que presenta una tendencia

hacia valores grandes de Ex y mas ligeramente hacia valores

pequenos para

(X 1.E-8)
10 F

Hp Pb
o N b O ®

tdep .

tdep

Figura 83. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseiio central compuesto 22.
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La Figura 84 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de deposiciéon simultanea de Bis*, Pb2+ y
Cdz=*. Se ve que existe una proporcionalidad directa entre el valor de

amplitud y Hy, p, € inversamente proporcional al tgep.

(X 1.E-8)
6 — -

Hp Pb

LT~ ]

1200 300.0 0.07 0.4
tdep Ea

Figura 84. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de diseiio de experimentos.

El software, tras analizar el disefio proporciona unos valores
optimos para cada factor. Las condiciones 6ptimas proporcionadas
por el software en el proceso de deposicion simultdnea de metales
pesados y bismuto y el pardmetro amplitud de la técnica SWASV

son:

ta=82.7208 sy Eao = 0.468345V

Si se analiza el disefio de experimentos para los valores de
intensidad de pico para el cadmio se obtienen los siguientes
resultados. Como ocurre para el plomo, no hay ningtn efecto que
tenga un valor-p menor de 0.05 para el anilisis de cadmio,
indicando que son significativamente diferentes de cero a un nivel

de confianza del 95%, Tabla 17.

154



Capitulo II

Tabla 17. ANOVA del disefio central compuesto 22.

Fuente C?g(lilrzggs Gl Clﬁgg?go Razén-F | Valor-P

Atq 4.09E-16 1 4.09E-16

B:Ex 1.60E-16 1 1.60E-16

AA 6.04E-16 1 6.04E-16

AB 5.11E-16 1 5.11E-16

BB 6.36E-16 1 6.36E-16

Error total 0.0 5 0.0

Total (corr.)| 8.59E-15 10

R2 = 100 porciento

R2 (ajustada por g.l.) = 100 porciento

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado explica el 100%

de la variabilidad en H; ca. El estadistico R> ajustado, el mas

adecuado para comparar modelos con diferente ntimero de

variables, es 100%.

La Figura 85 muestra los principales efectos de las variables

influyentes en el proceso de deposiciéon simultdnea de Bis*, Pb2* y

Cd2>+.

(X 1.E-8)

Hp ca

5

4

3

N\

120.0

tdep

300.0

0.07
Ea

0.4

Figura 85. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de diseiio de experimentos.
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Como se aprecia en la figura ambos efectos no son lineales. El
tiempo de deposiciéon influye en la determinacion de cadmio,
encontrando una mejor respuesta a tqep bajos. Para la amplitud
presenta un maximo centrado a 0.235 V a partir del cual hay un

cambio en el comportamiento de la variable respuesta.

Las condiciones 6ptimas proporcionadas por el software para el
factor tiempo de deposicion y el parametro amplitud de la técnica
SWASV son:

ta = 82.7208 sy Ea = 0.324483V

Se obtiene mejor respuesta para un tiempo de electrodeposicion en
ambos metales, tq, de 82.7208 s. El valor del parametro amplitud es
relativamente alto lo que contradice los resultados experimentales
que se habia observado. En los que la sefial electroquimica era

mejor cuando la amplitud era inferior.

2.1.4.2. Disenio de experimentos para 0.43uM de Cd2* y 0.24
uM de Pb2+

Se lleva a cabo un segundo disefio de experimentos para una
concentracion de metales 0.24 pM Pb2* y 0.43 uM Cd2*. Los
factores a analizar son los mismos que para el anterior disefio, asi

como las condiciones experimentales y el electrodo empleado.

De los resultados obtenidos para las diferentes experiencias del
disefio se extraen los valores de intensidad de pico tanto para el

plomo como para el cadmio.
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Tabla 18. Valores de Intensidad de pico de Pb y Cd para el
diseiio de experimentos.

ta, s AV Hyep Hpca

E,V I,, nA E,V I,, nA

-0.496 86.2 -0.721 20.1

210 0.235 -0.512 62.7 -0.668 22,2

120 0.07 -0.368 36.1 -0.872 288

300 0.07 -0.36 44.0 -0.872 50.4

210 0.235 -0.48 79.7 0.01
337.279 0.235 -0.424 88.8 0.012

300 0.4 -0.332 18.1 -0.692 21.7
210 0.001655 0.001 0.0011
210 0.235 -0.46 66.3 0.0126

Los valores se introducen en el software Statgraphics y se analiza el

disefio de experimentos para el plomo. La tabla del Anova (Tabla
19) muestra que no hay ningin efecto con un valor-p inferior a

0.05.

Tabla 19. ANOVA del diseino central compuesto 22.

Fuente Ci‘;gl;ggs Gl Clﬁgg?go Razon-F | Valor-P

A:tg 6.40E-16 1 6.40E-16

B:Ea 4.24E-14 1 4.24E-14

AA 2.02E-16 1 2.02E-16

AB 6.79E-16 1 6.79E-16

BB 3.81E-15 1 3.81E-15

Error total 0.0 5 0.0

Total (corr.) 5.09E-14 10
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R2 = 100 porciento
R2 (ajustada por g.l.) = 100 porciento

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado explica el 100%
de la variabilidad en H; pp. El estadistico R2 ajustado, el mas
adecuado para comparar modelos con diferente ntimero de

variables, es 100%.

La Figura 86 muestra la superficie de respuesta estimada para el
plomo. En la figura se puede ver una tendencia a tiempos de

deposicion y valores de amplitud altos.

(X LE-7)

Hp Pb

Figura 86. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseio central compuesto 22.

La Figura 87 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de deposiciéon simultdnea de Bis*, Pb2* y
Cd2*. El valor de amplitud (Ea) es directamente proporcional al
valor de intensidad de pico (H; ), y en menor medida también lo

es para el factor tiempo de deposicion (taep)-
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Figura 87. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseno de los electrodos de diseiio de experimentos.

Las condiciones 6ptimas proporcionadas por el software en el para

el tiempo de deposicion y el parametro amplitud de la técnica

SWASYV son:

ta = 337.279 sy Ea = 0.468345 V

El analisis del disefio para el cadmio con el software Statgraphics,

nos permite obtener un Anova, Tabla 20, en la que el p-valor de los

efectos es mayor de 0.05 lo que indica que son significativamente

diferentes de cero a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 20. ANOVA del diseno central compuesto 22.

Fuente C?ll;rélrzggs Gl Clﬁg;?go Razon-F | Valor-P
A:tg 3.60E-03 1 3.60E-03 3.33 0.128
B:Ea 1.02E-15 1 1.02E-15 0.00 1.000
AA 2.86E-03 1 2.86E-03 2.65 0.165
AB 5.81E-17 1 5.81E-17 0.00 1.000
BB 3.18E-04 1 3.18E-04 0.29 0.611
Error total | 5.40E-03 5 1.08E-03
Total (corr.)| 1.31E-02 | 10
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R2 = 58.75 porciento
R2 (ajustada por g.l.) = 17.50 porciento

La Figura 88 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de deposiciéon simultinea de Bi3*, Pb2+ y
Cdz*. El factor amplitud presenta un maximo indicando que el valor
optimo se corresponde con un valor intermedio de amplitud (0.235
V). El aumento de tqep provoca una ligera disminuciéon de la sefial
alcanzando un minimo en torno a 165 s a partir del cual se produce
un cambio en el comportamiento de la variable respuesta. Esta
aumenta significativamente a medida que aumenta el tiempo de
deposicion.

(X 0.001)
52 F ;

42 F 3

3t :

RN

120.0 300.0 0.07 0.4
tdep EA

Figura 88. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de diseiio de experimentos.

Las condiciones 6ptimas dadas por el software para tq y Ea son:

ta=337.279sy Ea=0.235V

Las condiciones oOptimas para ambos disefios (a dos
concentraciones de metales diferentes) arrojan resultados
totalmente  contradictorios para el factor tiempo de
electrodeposicion. Como se observa los valores se corresponden

con los valores de los extremos del disefio. El tq es un parametro
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influyente para todos los metales y se obtiene mejor respuesta para

valores elevados de este factor.

2.2. Electrodeposicion de bismuto sobre

nanofibras de carbono (CNTs)

2.2.1. Determinacién de metales con CNTs en diferentes

dispersantes

2.2.1.1.  SDS como dispersante

Para preparar los electrodos de nanotubos de carbono en SDS al
0.1% se va a emplear una dispersion 0.1 mg mL™. A partir de esta
dispersion se filtran las cantidades reflejadas en la Tabla 21
utilizando un filtro de teflon.

Tabla 21. Caracteristicas de los electrodos de CNTs dispersados
en SDS.

Neo Vents/sps, ML L Prensado
1 250 18 tons min
5 Hasta que se 5
2 250 pone opaco el 18tons 5 min
filtro .
3 250 18 tons 5 min

Las medidas electroquimicas se llevan a cabo en una celda
convencional, siendo la concentraciéon de bismuto en celda de 2 mg

L. Las condiciones experimentales son:

V' Eeon: +0.3V V' tequi: 108 v Vbarido: 0.02 V/s
v teond: 60 8 v Esgtep: 0.005V v Ei-1.2V

V' Edep:-1.4V v Epuso: 0.235V v Ef-0.2V

v taep: 300 S v tpulso: 40 MS

siendo la técnica escogida la voltamperometria diferencial de
pulsos (DPV).
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Figura 89. Senal electroquimica de 0.603 pg L' para un
electrodo de CNTs/PET.

La sensibilidad del electrodo de CNTs transferidos es muy alta
teniendo en cuenta que es capaz de detectar una concentracion de
0.603 pg L' de Pb.

2.2.1.2. DCE como dispersante

La determinacion de plomo empleando un electrodo de 0.4 mL de
CNTs/PET se lleva a cabo por voltamperometria diferencial de
pulsos (DPV) en una celda convencional simultineamente a la
disposiciéon de bismuto. La concentracion de plomo en celda varia
entre 0.125 y 1.25 ng L' y la de bismuto 1 pg L. El tampdn
empleado para estas experiencias es el tampon acetato
(CH;COOH/CH3COONa) a pH 4.5. Ambos metales se depositan a -
1.2 V durante 200 s previo pretratamiento a -1 V durante 10 s y

barriendo entre — 0.9 Vy-0.2 / +0 V.

La Figura 9o muestra las experiencias a diferentes concentraciones
de plomo llevadas a cabo por voltamperometria diferencial de
pulsos incluyendo la sefial electroquimica correspondiente al

tampon acetato en ausencia del metal.
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0 ng/l
0.125 ng/l
—0.312 ng/l
~—0.499 ng/l
——0.624 ngll
——0.749 ngl/l
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—0.999 ng/I
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——2.182 ngll
—3.113 ng/l
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——5.096 ng/l

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2

E /V vs Ag/AgCI

Figura 90. Voltamperometria diferencial de pulsos para un
electrodo CNTs/PET entre 0.125y 1.25 ng L-*tde Pb (II) y 1 pg L1

de Bi(III).

El pico de oxidacién centrado en torno a -0.28 V

proceso de oxidacion del bismuto metalico en la

electrodo tras la deposiciéon Bi® = Bi3*.

%107

45

-08 -086 -0.4 -0.2 0

se atribuye al

superficie del

——4.9 ugll
——8.6 ugll

)
3l E v ve AgiAGO
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1 1

—11.0 g/l
—18.9 ugll
—31.2 ugil
—61.7 pgll | |
—165.3 ugll
195.7 pgll

——250.5 ugll| |

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E /V vs Ag/AgCI

0

Figura 91. Voltamperometria diferencial de pulsos para un
electrodo CNTs/PET entre 2.5y 250.5 ug L* de Pb (II) y 20.9 mg

L de Bi(I1I).
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Sin embargo, la Figura 91 muestra en las experiencias
voltamperométricas una senal electroquimica que crece a medida
que la concentracion de plomo en celda aumenta. El pico de
oxidacion centrado en torno a -0.53 V se atribuye al proceso de
oxidacion del plomo metélico en la superficie del electrodo tras la
deposicion Ph° = Pb%*. El segundo pico que aparece en torno a -
0.1 V se corresponde al bismuto como se ve cuando la

concentracion de Pb2* es 0 ug L.

Presenta una buena relacion lineal entre la intensidad de pico y la
concentracion de plomo pudiendo realizar una regresion robusta

eliminando los puntos anémalos. La relacion lineal obtenida:

Al (A) =2.95-1077 - Cpp - (ug - L™1) + 3.35- 1075, R? = 0.992.

3. Nanohilos de bismuto

Otra forma de modificar la superficie electrédica es mediante la
formacion electroquimica de nanohilos de bismuto (BiNWs). El
crecimiento de los nanohilos se llevara a cabo sobre nuestro
substrato de carbono mediante voltamperometria ciclica. Los
BiNWs se formaran empleando una disolucién 1:103 M de Bi(NO3)4
en tampodn acetato a pH 4.5. El barrido voltamperométrico se lleva
a cabo entre +0.5 V a -1 V a una velocidad de barrido 0.05 V s. La
aplicaciéon de un potencial catédico como -1 V durante 100 s
garantiza la formacién de una pelicula de nanohilos sobre la

superficie de carbono.
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Figura 92. Voltamperograma ciclico en un electrodo 0.4 mL
CNTs/PET para una disolucién con y sin 1-10-3 M Bi(NOs); en
tampon acetato a pH 4.5.

En la Figura 92 no se observa ningtin pico en ausencia de bismuto
sin embargo en presencia de bismuto se observa un cruce
caracteristico en torno a -0.9 V junto a dos picos bien definidos

correspondientes al pico catddico y anodico.

Siguiendo este procedimiento, se modifica la superficie del
electrodo y se emplea para determinar cadmio en concentraciones
crecientes mediante voltamperometria diferencial de pulsos
barriendo entre -1.4 V' y -0.5 V tras su deposicion a -1.4 V durante

90 s.
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Figura 93. Voltamperogramas diferencial de pulsos para
concentraciones crecientes de cadmio sobre un electrodo de 0.4
mL CNTs/PET modificado con BiNWs.

La Figura 93 muestra el aumento de la senal electroquimica
perteneciente al Cd2* (centrado a -0.81 V) a medida que aumenta la

concentracion entre 0.5 ppmy 15.7 ppm.

Presenta una buena relacion lineal entre la intensidad de pico y la
concentracion de cadmio. Tras realizar un analisis robusto,

eliminando los datos anomalos se obtiene una recta de calibrado:

AI (A) = 1.72-107° - Cy2+ - (ppm) + 2.56 - 107>, con un coeficiente

de determinacién R? = 0.998.

4. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas microscopicas con un didmetro
inferior a los 100 nm. La modificaciéon de la superficie electrodica
con ellas ha supuesto una gran revolucion debido a que contribuyen
a la amplificacion de la sefial de los analitos. En la bibliografia
puede encontrarse nanoparticulas de muchos metales: Sn, Bi, Au,
Pt, Ag.... En este capitulo nos centraremos unicamente en las

nanoparticulas de bismuto y oro.
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4.1.Nanoparticulas de Bismuto

4.1.1.Sintesis quimica de BiNPs

Las nanoparticulas de bismuto se sintetizan quimicamente
empleando una disolucion 1 mM de nitrato de bismuto Bi(NO;); y
10 mM de borohidruro sédico (NaBH,). Se calienta la disoluci6on de
bismuto hasta ebulliciéon y bajo constante agitacion se procede a
anadir la disolucion del reductor. Inmediatamente se obtiene un
solido de color negro. Este s6lido negro se filtra, se lava con
abundante agua desionizada para eliminar los restos del agente
reductor y finalmente se anade un poco de acetona para favorecer
el secado. El s6lido obtenido se guarda en un recipiente cerrado en

atmosfera inerte de nitrogeno.

Figura 94. Sintesis quimica de nanoparticulas de bismuto.
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La reaccion que tiene lugar:

Bi3* +3e~ — Bi°
BH; + 80H~ — H,B03 + 5H,0 + 8e~
8Bi3* + 3BH; + 240H~ — 8Bi° + 3H,B0; + 15H,0

4.1.1.1.CNFs/Cloroformo

Las primeras pruebas con para la modificacién del electrodo de
nanofibras con nanoparticulas de bismuto se realizaran por drop-
casting. Para ello, se preparan dispersiones tanto de CNFs 0.1 mg
mL*, como de nanoparticulas de bismuto y de 6xido de bismuto

(Bi.03) 4 mM.

Tabla 22. De 1 al 6, cantidades de CNFs y Volumen de BiNPs y
Bi.O; empleados en el drop-casting. Del 7 al 12, volumen de
BiNPs y Bi.O; filtrados y volumen de CNFs filtrados
posteriormente.

Electrodo n®  Vcnrs/cucs, pl Vaines, pl VBiz03, mL
1 300 500
2 300 1.5
3 400 500
4 400 1.5
5 500 500
6 500 1.5
7 300 500
8 400 500
9 500 500
10 300 1.5
11 400 1.5
12 500 1.5
13 400 700
14 400 500
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Para los electrodo del 1 al 6, se filtran las CNFs con el sistema de
filtrado descrito en el Capitulo I y el volumen tanto de las
nanoparticulas como del 6xido de bismuto se va afiadiendo de poco
en poco por drop-casting, evaporando el agua entre adicciéon y
adiccion.

Los electrodos del 7 al 12 se filtran primero bien las BiNPs o el
Bi,O; y luego la cantidad que figura en la tabla de CNFs. Estos
filtros se prensan sobre una lamina de PET, para transferir el

filtrado, secando 5 min el filtro y prensado a 20 tons durante 150 s.

El nimero 13 esta fabricado a partir de un trozo de filtro con las
nanoparticulas disueltas en acetona. Estas se filtran sobre la
cantidad que figura en la Tabla 22 de CNFs. El nimero 14, las
BiNPs estan recién sintetizadas y se depositan por drop-casting
sobre las CNFs.

A todos los electrodos se les pintan los contactos eléctricos, se les
aisla y se les delimita su superficie electrédica con la pieza de teflon

con una orificio de 5.22 mm de didmetro.

El tiempo de deposicion elegido para los metales pesados sera el

valor 6ptimo obtenido en el segundo disefio de experimentos, tq,

337-279 s.

x10°

-1 -0.8 -06 -04 -02 0
E /V vs Ag/AgCI

Figura 95. Seial electroquimica para un electrodo de
CNFs/CHCIl; y BiNPs dispersadas en acetona.
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El uso del electrodo n®13 no conduce a ningan resultado. No hay
sefial de ninguno de los metales (31.2 pg L*) empleados para ello.
Ni modificando los parametros de la técnica, ni afiadiendo més
cantidad de bismuto a la celda alcanzando una concentracion de 2

mg mL* en celda.

El uso del electrodo n®14 tampoco nos proporciona resultados
satisfactorios, Figura 96. Si bien el electrodo conduce no hay sefnal
de ninguno de los metales (79 ug L*) medidos. La concentracion de

bismuto en celda es 2 mg mL.

-5
16 x10

-1 -08 -06 -04 -02 0
E /V vs Ag/AgCI

Figura 96. Senal electroquimica del electrodo n°14 de la Tabla
22 en presencia de Pbz+, Cdz+ y Bis+.

En este electrodo, las BiNPs se depositaron por drop-casting, lo que
ha podido provocar que su sefial no sea la que se esperaba. Al
observar el electrodo antes y después nos hace pensar que al entrar
en contacto con la disolucioén acuosa se haya redisuelto el bismuto y

que por tanto no queden las suficientes en la superficie electrodica.

Con los electrodos nimero 7, 8 y 9 tampoco se obtienen sefial en
presencia de metales y bismuto. Ademas durante el empleo de los
electrodos para determinar los metales se observa que el bismuto

depositado por drop-casting sobre las nanofibras de carbono se
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redisuelve. Lo que nos hace pensar que el drop-casting no es una

opcion viable para modificar la superficie de nuestros electrodos.

Como se ha podido observar, los parametros periodo de pulso y
anchura de pulso son importantes a la hora de determinar metales
pesados. Para ello y siguiendo con las dispersiones de nanofibras en
cloroformo se decide probar con el electrodo n°15 (Tabla 13) cuya
superficie no ha sido modificada con bismuto. Las concentraciones
empleadas para este estudio son 2 mg mL* de bismuto en celda y 91
ug Lt de Cd2* y Pb2+*. En la Figura 97 y Figura 98 se observa la sefial
electroquimica de los dos metales para unos valores de anchura de
pulso y periodo de pulso crecientes para los dos valores de amplitud

optimos obtenidos en el disefio de experimentos: 0.468 V y 0.235

-

<107 %10° <107

16
1.55
15 <
1.45
1.4
41 08 06 04 02 0
4 -8 -06 04 02 0
E /V vs Ag/AgCI
Skl E /V vs Ag/AgCI
%10 510° x10° 10°
1.9 —0.235V| ——0.468 V 1.8
18 o 63
< 84 < 16 <
17 8 6
14
16 c) e 5.5
7.2 12
115 09 -065 -04 -0.15 0.05 41 08 -06 04 -02 0
E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgCl

Figura 97. Estudio de los parametros anchura de pulso y
periodo de pulso para la deposicion simultanea de bismuto,
plomo y cadmio. A) Anchura de pulso 0.01 s y periodo de pulso
0.02 s. B) Anchura de pulso 0.04 s y periodo de pulso 0.08 s. C)
Anchura de pulso 0.08 s y periodo de pulso 0.16 s. D) Anchura
de pulso 0.16 s y periodo de pulso 0.32 s.
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Como se observa para un mismo valor de amplitud, 0.235 V las
senales electroquimicas son muy diferentes en funcion de los
valores de anchura de pulso y periodo de pulso escogidos. En la
Figura 97a se aprecia muy bien definidos los picos del bismuto y
plomo y en menor medida el del cadmio. Sin embargo, en la Figura
97b y Figura 97c la senal electroquimica del cadmio se ve
favorecida por los valores de anchura de pulso y periodo de pulso.
En la Figura 97d y la Figura 98a, b y c la senal del cadmio se
mantiene a pesar del aumento en los parametros de anchura de

pulso y periodo de pulso.

%107 107

%10 <107

—0.235 V|
——0.468 V|

-1 -08 -06 -04 -0.2 0 -1 -08 -06 -04 -02 0
E /V vs Ag/AgCI E /V vs Ag/AgClI
<107 <10°

c)

——0.468 V

1.6 |—0.235Vv

-1 -08 -06 -04 -02 0
E /V vs Ag/AgCI

Figura 98. Estudio de los parametros anchura de pulso y
periodo de pulso para la deposicion simultinea de bismuto,
plomo y cadmio. A) Anchura de pulso 0.32 s y periodo de pulso
0.64 s. B) Anchura de pulso 0.64 s y periodo de pulso 1.28 s. C)
Anchura de pulso 1.28 s y periodo de pulso 2.56 s.

Para el valor de amplitud de 0.468 V hay un cambio significativo
entre la Figura 97a y la Figura 97b. En la a) aparece un pico que

podria corresponderse al plomo. A medida que aumenta el valor de
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los parametros anchura de pulso y periodo de pulso esta senal va
disminuyendo hasta casi desaparecer, aumentando la senal
correspondiente al bismuto. Las mejores sefales se obtienen para
un valor de amplitud de 0.235 V y valores de anchura de pulso y

periodo de pulso bajos.

4.1.1.2. CNFs/Etanol

A la vista que las dispersiones de nanofibras en etanol dan buenos
resultados, se decide al igual que con el cloroformo filtrar
nanoparticulas de bismuto sobre las CNFs. En la Tabla 23 se puede
ver las caracteristicas de los electrodos empleados en la
determinacion de metales pesados.

Tabla 23. Caracteristicas de fabricacion de los electrodos de

CNFs en etanol y posterior filtracion de BiNPs sintetizadas
quimicamente.

| n° | Vowson, mL

1 1 1
2 1 5
3 1

4 0.5 1
5 0.5

6 0.5 o

Las medidas se realizan en un CHI 9oo (CH Instruments) mediante
DPASYV en una celda convencional (Figura 29). Los parametros de

la técnica son:

Epreconcentraci(’)n =-1.2 V teq =15 S Amplitud = 0.235 V
tpreconcentracion = 337 S Puwiath = 0.04 s Ei=-11V
Incremento = 4 mV Pperiod = 0.08 s Ef=-0.3V
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Para un electrodo BiNPs/CNFs/PTFE (1 mL de ambas) se obtiene
solo sefial de plomo a una concentracion relativamente pequena de
metal, 39.8 ug L. A pesar de que la disolucion contiene tanto

plomo como cadmio, a igual concentracion, el cadmio no aparece.

%107

45
4
3.5
3
2.5

/A

-1.1 -1 -0.9-0.8-0.7-0.6-0.5-0.4-0.3
E /V vs Ag/AgCI

Figura 99. DPASV para una concentracion 39.8 pg L' de Pb2+ y
Cdz+ para un electrodo BiNPs/CNFs/PTFE.

A medida que la concentracién de metales aumenta en la celda, la
sefal electroquimica correspondiente a la oxidacion del cadmio

aparece mas pronunciada incluso que la del plomo.

x10™

3.5

/A

25

15
-1.1 -1 -0.9-0.8-0.7-0.6-0.5-0.4-0.3

E /V vs Ag/AgClI

Figura 100. DPASV para una concentracion 118.6 pg Lt de Pb2+ty
Cdz+ para un electrodo BiNPs/CNFs/PTFE.
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La representacion de varias voltamperometrias para
concentraciones crecientes de los dos metales, nos permite
determinar que el electrodo de BiNPs/CNFs/PTFE es viable para la

determinacion de estos metales.

%107
5
—(0.196 mgl/|
45 —0.347 mg/l| ]
=—(.636 mg/l
4 —.974 mg/l| |
——1.259 mg/l| |
< 3.5 ——1.583 mg/l
= 3 | |——2.114 mg/1| ]
25 .
-
1.5

-1.1 -1 -0.9-0.8-0.7-0.6-0.5-0.4-0.3
E IV vs Ag/AgClI

Figura 101. DPASV para concentraciones crecientes de plomo y
cadmio para un electrodo BiNPs/CNFs/PTFE.

Cuando se utiliza un electrodo de CNFs/PTFE de 1 mL las senales
electroquimicas para ambos metales son inferiores a las obtenidas

en presencia de las BiNPs.

-4
3.2 210
of | mmpiel
g-g =
5 4 L[ =157
S 2'2 i s 1,394 Mgl
=221
18}
16}
14}

-11 -1 -09 -0.8 -0.7 -06 -0.5 -04
E /V vs Ag/AgCI

Figura 102. DPASV para concentraciones crecientes de plomo y
cadmio para un electrodo CNFs/PTFE.
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4.1.1.2.1. Determinaciéon de cadmio empleando un electrodo de
BiNPs/CNFs/PTFE/PET

El proposito de este apartado es presentar un nuevo dispositivo
compacto Bi/CNFs/PTFE/PET fabricado mediante la filtraciéon de
dispersiones de CNFs (0.1 mg mL*) y BiNPs (0.3 mg mL?).

Las disoluciones de cadmio se preparan a partir de una disolucion
estandar con concentracion 1000 mg L* en tampoén acetato
(HAc/NaAc) a pH 4.5. Las experiencias electroquimicas son
llevadas a cabo con un CHI 900 (CH Instruments) empleando una
celda de gota fabricada integramente en el laboratorio (Figura 15)
con un sistema de 3 electrodos: como WE es el electrodo
BiNPs/CNFs/PTFE/PET, el RE es un electrodo no comercial de
Ag/AgCl/3M KCl y el CE es un hilo de platino. El volumen de la
gota de muestra que cubre la superficie electrodica del WE es 100
uL.

4.1.1.2.1.1. Optimizacion de los parametros de fabricacion del

electrodo

La optimizacion de los parametros mas influyentes en la
fabricacion del electrodo se llevard a cabo mediante un disefio de
experimentos. Dentro de estos parametros influyentes estan la
cantidad de la dispersion de nanofibras de carbono, Ccnrs, y de
nanoparticulas de bismuto, Cginps, a filtrar. El medio para dispersar

tanto las CNFs como las BiNPs es el etanol.

Con el fin de obtener los valores 6ptimos de estos dos parametros,
Cenrs ¥ Caines, se realiza un disefio de experimentos central
compuesto estrella 22 con tres réplicas en el punto central con la
ayuda del programa Statgraphics [287], para el que sblo 11

experiencias son necesarias. Los valores correspondientes al nivel
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alto (+) y bajo (-) y al punto central de cada factor (0) son los

siguientes:

Cenrs (+) =0.06 mg  Cenps (0) = 0.04 mg  Cenrs (-) = 0.02 mg
Caines (+) = 0.48 mg  Cgines (0) = 0.33 mg  Caines (-) = 0.18 mg

La concentracion de cadmio empleada para las experiencias del
disefio es 200 ppb en tampodn acetato (HAc/NaAc) a pH 4.5. El
cadmio se preconcentra a -1.4 V durante 180 s (se reduce y se
acumula sobre la superficie del WE) y a continuacion se lleva a cabo
su redisolucién barriendo entre -0.85 V y -0.6 V (amplitud 50 mV,
anchura de pulso 0.25 s y periodo de pulso 0.65 s) evitando los
potenciales en los que las BiNPs se redisuelven. La variable
respuesta empleada es la intensidad de pico correspondiente a la

redisolucion del Cdz=+.

La Tabla 24, muestra la variabilidad para cada una de las variables.

Tabla 24. ANOVA del diseiio central compuesto 22.

Fuente Cilézlrzlillis Gl Cﬁgg?jo Razoén-F | Valor-P
A:mg CNF 0.121 1 0.121 0.36 0.573
B:mg Bi 2.20 1 2.20 6.59 0.050
AA 1.23 1 1.23 3.68 0.113
AB 3.45 1 3.45 10.35 0.024
BB 2.01 1 2.01 8.72 0.032
Error total 1.67 5 0.33
Total (corr.) 10.74 10

R2 = 84.5 porciento.
R2 (ajustada por g.1.) = 68.9 porciento.

El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado, explica el
84.5% de la variabilidad en I,,. El estadistico R? ajustado, que es el
mas adecuado para comparar modelos cuando tienen el nimero de

variables independientes diferente, es 68.9%.
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AB =
o« | I
B:mg Bi
|
A:mg CNF
0 1 2 3 4

Efecto estandarizado
Figura 103. Diagrama de pareto para Ip.

En este caso hay 2 efectos, la interacciéon consigo misma de la
cantidad de BiNPs y la interaccion de la cantidad de BiNPs con la
de CNFs que tienen un valor-p menor de 0.05 (Tabla 24),
indicando que es significativamente diferente de cero a un nivel de
confianza del 95% y por tanto estas interacciones afectan a la
respuesta. Esto también se puede apreciar en la Figura 103. La
cantidad de CNFs no tiene ningn efecto sobre la variable
respuesta. Esto indica que la cantidad de CNFs filtrada es lo
suficientemente alta para fabricar electrodos con buena
conductividad. Por el contrario, la cantidad de BiNPs es importante
debido a que la sefal de redisolucién del Cd2>* se ve afectada por la
cantidad de bismuto. A mayor cantidad de BiNPs mejor sehal del

cadmio se obtiene.

La Figura 104 muestra la superficie de respuesta estimada, y
muestra un tendencia en la que se obtiene mejor respuesta para

una cantidad alta de CNFs y baja para BiNPs.
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I1Cd
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0.04 0.06 oig 0% mg Bi

mg CNF

Figura 104. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseio central compuesto 22.

La Figura 105, que muestra la superficie de respuesta estimada. En
ella la respuesta de redisolucién del Cd2* muestra un méaximo para

0.068 mg de CNFs y 0.52 mg de BiNPs.
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£ 1.4
— 26
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0 0.02 0.04 0.06 0.08
mg CNF

Figura 105. Superficie de respuesta estimada para el diseio
central compuesto 22.

La Figura 106 muestra los principales efectos de las variables

influyentes en el proceso de disefo de los electrodos.
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Figura 106. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseio de los electrodos de diseiio de experimentos.

En la Figura 106 se aprecia que el efecto de la cantidad de CNFs y
Bi sobre el sistema no es lineal. A medida que aumentan, la
intensidad de la senal del cadmio aumenta hasta alcanzar un
maximo. Si se sigue aumentando la cantidad de Bi y CNFs se
produce un cambio en el comportamiento de la variable respuesta,

disminuyendo gradualmente.

Segin los resultados obtenidos, las condiciones Optimas en el
proceso de disenio de los electrodos de BiNPs y CNFs de cada factor

experimental son:

CCNFs = 0.068 mgy CBiNPs = 0.52mg

4.1.1.2.1.2. Deteccion de Cadmio

Una vez optimizados los factores significativos implicados en la
fabricacion del electrodo de BiNPs/CNFs/PTFE/PET se lleva a cabo
la determinacién de cadmio para un rango de concentracion entre
25 y 900 ppb. La técnica empleada es la voltamperometria
diferencial de impulsos de redisolucion anédica (DPASV) aplicando

los parametros anteriormente descritos.
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Figura 107. Voltamperometria diferencial de pulso a
concentraciones crecientes de Cdz+ (25 - 900 ppb) para un
electrodo de BiNPs/CNFs/PTFE/PET.

Los voltamperogramas obtenidos durante la redisolucion del
cadmio presentan una buena relacién lineal entre la intensidad de
pico y la concentracién de Cd2+. Tras llevar un anlisis robusto por
regresion por minimos cuadrados (LMS) se obtiene la recta:
Al (A)=1.83-108-C; 42+ (ppb) —2.99-1077 . El coeficiente de
determinaciéon y el error estindar residual son R? =0.999 y

Syx = 2.28-1077. Ademas se calcula el limite de deteccion con el

modelo lineal obteniendo un valor de 53.57 ppb de Cd=*.

Con estos resultados se analiza la reproducibilidad del método
empleando las pendientes de 3 calibrados diferentes obtenidos para
3 electrodos de BiNPs/CNFs/PTFE/PET distintos bajo las mismas
condiciones experimentales. La media de las pendientes
1.83-108+8.02:101%-A-ppb? y la desviacion estindar relativa
%RSD=2.52%, n=3 indican que estos electrodos muestran una

buena reproducibilidad.
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Por dltimo se evalda el electrodo para dos muestras, una a
concentracion conocida y otra desconocida. Para la concentracion
conocida de 600 ppb se comprueba la capacidad predictora del
método para los electrodos disefiados. El valor de prediccion
obtenido es 617.1+30.7 ppb y su RSD=4.06%, n=3, indica la buena
actuacion para la determinaciéon de cadmio. Una muestra de agua
del grifo (concentracion desconocida) se estudia empleando DPASV
para nuestro electrodo. La concentracion de Cd2* estimada para el
electrodo BiNPs/CNFs/PTFE/PET es 06.8 ppb
(%RSD=0.68%, n=3).

4.1.2. Sintesis electroquimica de BiNPs

Las nanoparticulas de bismuto como ya se ha visto se pueden
sintetizar quimicamente, pero al igual que ocurre con las de oro, las
de bismuto se pueden sintetizar también electroquimicamente.
Para la sintesis electroquimica de las nanoparticulas de bismuto se
ha empleado una disolucion 0.15 M de Bi(NO;)3;, 0.3 M de acido
tartarico, 0.65 M de HNO;, 1 M de KNO; y glicerol al 10 % [82]. El

procedimiento descrito en este articulo conlleva dos técnicas:

% Voltamperometria ciclica. Barriendo entre -0.2 Vy +0.2V a

una velocidad de barrido de 20 mV s tras depositar.

% Amperometria de triple pulso (TPA). Para oxidar a +0.18 V
durante 5 s, nuclear a +0.18 V durante 5 ms y el crecimiento

a -0.075 V durante 50 s.

4.1.2.1.  CNFs/Cloroformo

Se emplea uno de los electrodos de CNFs dispersadas en
cloroformo, al que se va someter a una voltamperometria ciclica

entre -0.3 Va +0.2 Va-0.3 V. Se preconcentra a 0.18 V durante 5 s
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(oxidacion), +0.18 V durante 5 ms (nucleaciéon) y -0.075 V durante

50 s (crecimiento).
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E /V vs Ag/AgClI

Figura 108. Voltamperometria ciclica para la sintesis
electroquimica de BiNPs.

En el barrido anddico se observa la oxidacién de las nanoparticulas
de bismuto, para posteriormente reducirlas en el barrido catodico.
Debido a la diferencia entre los potenciales de deposiciéon y de
disolucion se produce un cruce entre las sefiales de ambos barridos,
catddico y anddico. Este cruce nos indica que se estan formando
nucleos sobre el electrodo. Este cruce nos da una idea de los
potenciales que se pueden aplicar en la cronoamperometria para
favorecer la formacion de los nucleos y posteriormente su

crecimiento.

El empleo de la técnica amperometria de tripe pulso con los pulsos

descritos anteriormente nos permite obtener la Figura 109.
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Figura 109. Amperometria de tripe pulso para la sintesis
electroquimica de BiNPs.

En la figura se observa la redisolucién de las nanoparticulas de
bismuto formadas sobre el electrodo de trabajo tras aplicar tres

pulsos.

Para llevar a cabo estas experiencias, tanto por voltamperometria
ciclica como por cronoamperometria se van a preparar electrodos

cuyas caracteristicas vienen recogidas en la Tabla 25.

Tabla 25. Caracteristicas de fabricacion de los electrodos de
CNFs/CHCI;.

Neo Venrs/cHals, 1 ts, min P, tons t,s
1 1000 5 20 150
2 1000 5 20 150
3 1000 5 20 150
4 800 5 20 150
5 800 5 20 150
6 800 5 20 150
7 1000 5 20 150
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El empleo de la voltamperometria ciclica con la disolucién de
Bi(NO,)s, acido tartarico, HNO5, KNO; y glicerol para los electrodos

de la Tabla 25 nos permite obtener la Figura 110.
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Figura 110. Voltamperometria ciclica para la sintesis
electroquimica de BiNPs.

En la Figura 110 se observa en el barrido catodico la reducciéon de
bismuto para posteriormente oxidarse en el barrido anddico.
Ademas se puede apreciar un pequeno cruce entre las senales de
ambos barridos lo que indica la formacion de nticleos de bismuto
sobre la superficie electrodica. Este cruce da idea de los potenciales

que se usaran para llevar a cabo las medidas cronoamperomeétricas.

Para tres potenciales diferentes (-0.01 V, -0.012 V y -0.02 V),
obtenidos en la voltamperometria previa realizada, se lleva a cabo
una cronoamperometria. La representacion de las tres experiencias

se recoge en la Figura 111.
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0 5 10 15 20
tls

Figura 111. Cronoamperometria para la sintesis electroquimica
de BiNPs.

Para un potencial de -0.02 V se observa como la corriente aumenta
debido a la formacién y el crecimiento de nacleos de bismuto hasta
un maximo de corriente. Posteriormente la corriente disminuye
debido a la difusiéon de los atomos de bismuto de la disolucion
mientras los nucleos siguen creciendo. A partir de los 15 s de
experiencia se observa otro crecimiento de la sefial debido a la

formacion de una pelicula de bismuto.

4.1.2.2. CNFs/Etanol

Las experiencias previas realizadas con dispersiones de nanofibras
de carbono en etanol han arrojado buenos resultados, por lo que se
decide utilizarlas para fabricar electrodos que se modificaran con

nanoparticulas de bismuto sintetizadas electroquimicamente.

4.1.2.2.1. Electroquimica

Para llevar a cabo la formacién de las nanoparticulas de bismuto
electroquimicamente se emplea como electrodo de trabajo un
electrodo CNFs/PTFE/PET delimitada su area con una pieza de
teflon con un orificio de 5 mm de didmetro, como electrodo de
referencia un electrodo no comercial de Ag/AgCl/3 M KCl y un hilo

de platino como contraelectrodo.
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Se llevan a cabo una voltamperometrias ciclicas entre +0.3 Vy -0.3
V.

x107*

0.3 -02 -01 0 0.1 02 03
E /V vs Ag/AgCI

Figura 112. Voltamperometria ciclica para la sintesis
electroquimica de BiNPs.

Por la Figura 112 vemos en el barrido an6dico como se empieza a
depositar bismuto, para posteriormente oxidarse. La presencia del
bucle es consistente con un proceso de nucleacién seguido de un

crecimiento controlado por difusion.

La aplicacion de diferentes potenciales, seguidos de una
cronoamperometria nos permite obtener la Figura 113. En este se
aplica un preacondicionamiento de 10 s para un potencial de +0.5
V.
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-0.2
0.4
<
- —0.04V
-0.6 —.0.08 V
—_—0.12V
-0.8} 0.16 V|1
—0.20V
-1 . . .
0 5 10 15 20

tis

Figura 113. Cronoamperometria para la sintesis electroquimica
de BiNPs.
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En la Figura 113 los potenciales -0.04 V y -0.06 V no presentan el
cronoamperograma tipico de un proceso de nucleacion. Su senal es
debida a la descarga de la doble capa. Sin embargo, para los otros
tres potenciales de la figura (-0.12 V, -0.16 V y -0.20 V) se observa
el crecimiento de la intensidad debido a procesos de nucleacion y

crecimiento.

A la vista de que las experiencias electroquimicas para la sintesis de
nanoparticulas de bismuto dan buenos resultados, se decide incluir
al proceso las técnicas espectroscopicas para el seguimiento de la

formacion de las nanoparticulas de bismuto.

4.1.2.2.2. Espectroelectroquimica

La espectroelectroquimica es una técnica de respuesta multiple en
la que técnicas electroquimicas y espectroscopicas se combinan
para obtener simultineamente informacién de distinta naturaleza,
y nos permite estudiar y comprender los procesos y sistemas. Segtin
la posicion de la radiacion electromagnética respecto a la superficie

del electrodo podemos distinguir:

a) Espectroelectroquimica en configuracion normal.

a. Transmision (se necesitan electrodos oOpticamente

transparentes.
b. reflexion
b) Espectroelectroquimica en configuracién paralelo.
c) Espectroelectroquimica bidimensional.
En este caso utilizaremos la configuracion normal en reflexiéon. La
sefial Optica nos da informacién sobre los procesos que estin

teniendo lugar en la superficie del electrodo de trabajo y en la

solucion adyacente a él.
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El sistema empleado para llevar a cabo la técnica
espectroelectroquimica esta compuesto de un
potenciostato/galvanostato (PGSTAT302N, Metrohm, Autolab), un
detector, una fuente halégena y deuterio y una sonda. Esta sonda se

coloca lo mas cerca posible de la superficie electrodica.

(e)
(d)
DH-2000 A

_—
(a) S
(c)

C)_-_E’
L SR g

Figura 114. Esquema de los instrumentos necesarios para llevar
a cabo medidas espectroelectroquimicas. (a) Potenciostato, (b)
Electrodo, (c) sonda, (d) Lampara y (e) Detector.

El electrodo de nanofibras de carbono se modificard con las
nanoparticulas de bismuto utilizando la disolucién de Bi(NOs); en
acido tartarico, HNO;, KNO; y glicerol, pH = 0. Se aplicaran
diferentes potenciales siguiendo la evolucion de la senal frente al
tiempo. Los cronoamperogramas se registran aplicando potenciales
de reduccion entre -0.02 Vy -0.26 V vs Ag/AgCl/3M KCl.
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Figura 115. Cronoamperometria para la sintesis electroquimica
de BiNPs a diferentes potenciales de inicio.
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La caracteristica mas importante de las curvas I (A) vs. t (s) es la
seccion ascendente correspondiente al crecimiento del é&rea
electroactiva, caracteristico de los procesos de nucleacion y

crecimiento.

Ademas, la observacion de pequefias variaciones en el espectro de
absorcion al formarse las nanoparticulas de bismuto sobre el
electrodo de nanofibras de carbono nos lleva a utilizar las técnicas
espectroelectroquimicas. Con la misma sonda se comprobd la
transparencia del electrodo, observando que la luz traspasaba el
electrodo. Se lleva cabo la cronoamperometria a un potencial dado
y el espectro de absorcion. El cronoamperograma a 4 potenciales: 0

V,-0.02V,-0.04Vy-0.06V.

-5
0 x10
P ——
—0mV
-1 —-20mV
— 40 mV
2 —-60 mV
<3
4 K
-5
-6
0 5 10 15 20
t/s

Figura 116. Sintesis de BiNPs, cronoamperogramas a 4
potenciales distintos.

En la Figura 116 se aprecia el cronoamperograma tipico para la
sintesis electroquimica de nanoparticulas. Para -0.04 V se observa
como aumenta la intensidad debido al aumento de la superficie
electroactiva. Esto se debe a la formacién de ntucleos de bismuto y

a su posterior crecimiento.
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Figura 117. Espectro en 3D de la absorbancia vs el tiempo y
longitud de onda a -0.02 V.

Los espectros de absorbancia UV-Visible se registran
simultdneamente a los cronoamperogramas. Aunque en el primer
cronoamperograma, a -0.02 V, no existen cambios de corriente
significativos, sin embargo el espectro UV-Vis muestra un
incremento continuo de la absorbancia durante los 20 s que dura la
experiencia al potencial -0.02 V. La evolucién tiene lugar en dos
bandas diferentes, siendo la més importante la centrada alrededor
de 800 nm. Esto se puede observar con mayor claridad en la Figura

118 para los 4 potenciales empleados.

Al igual que se observa para el cronoamperograma a 0 V no hay un
cambio de corriente significativo, solo la descarga correspondiente
a la doble capa. Esto es congruente con lo observado en la Figura

118, en la que no se observa ningin incremento de la absorbancia.
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Figura 118. Representacion Absorbancia vs Longitud de onda
paraoV, -0.02V,-0.04Vy-0.06V.

Para -0.02 V el cronoamperograma muestra un ligero cambio en la
intensidad de corriente, mostrando la sefial tipica de la formacién y
crecimiento de los nuacleos. Esto se aprecia mas claramente en la
Figura 118 en la que se observa el crecimiento de la absorbancia a lo
largo de la experiencia para la banda centrada en torno a 800 nm.
El espectro a -0.04 V muestra el aumento de la absorbancia para la
banda a 800 nm, debido a que como se aprecia en el
cronoamperograma correspondiente, se produce un aumento de la
intensidad debido al aumento del 4rea electroactiva. Sin embargo
para -0.06 V tanto en su espectro como en el cronoamperograma se
produce una disminucion de la absorbancia y de la intensidad de

corriente.
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Con el electrodo modificado electroquimicamente con la pelicula de
bismuto se va a determinar dos metales pesados, plomo y cadmio

0.04 pg L.

x10°
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Figura 119. Senal de Pb2* para un electrodo BiF/CNFs
depositadas electroquimicamente.

La Figura 119 muestra el pico de oxidacion correspondiente al
plomo tras la formaciéon de una pelicula de nanoparticulas de

bismuto electroquimicamente.

La repeticion de las experiencias con un electrodo de 0.5 mL
CNFs/PTFE, nos permite ver por las cronoamperometrias la

formacion de la pelicula de bismuto.
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0 —-0.02V
—-0.04V
-0.2 —-0.06 V
—-0.08V
-0.4 — 01V
—0.12V
< -0.6 —.0.14V
= —-0.16 V
0.8 —.0.18V
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Figura 120. Cronoamperometrias sobre un electrodo de
CNFs/PTFE a potenciales de inicio entre -0.02Vy-0.2V.
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En la Figura 120 se observa que a partir de -0.06 V se produce una
nucleaciéon y crecimiento de las nanoparticulas de bismuto,
fenémeno que desaparece a partir de -0.18 V donde a partir de los 3
s de la experiencia ya no hay solamente nanoparticulas en la

superficie sino que se ha formado una pelicula de bismuto.

Para un electrodo de 1 mL de CNFs se realizan sucesivas
cronoamperometrias con potenciales de inicio entre +0.05 V y -

0.20 V con un incremento de -0.005 V.

%107

0 0.5 1 1.5 2
t/s

Figura 121. Cronoamperometrias a diferentes potenciales para
un electrodo 1 mL CNFs/PTFE.

El espectro de absorbancia para el potencial -0.2 V de la Figura 122
muestra dos bandas, siendo la banda centrada alrededor de 870 nm
la involucrada en la formacion de la pelicula de bismuto. Esta
banda evoluciona a medida que avanza la experiencia

cronoamperométrica.
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Figura 122. Espectro de absorbancia para un potencial de -0.2
V.

Para la banda centrada en torno a 550 nm, su absorbancia
disminuye a medida que evoluciona la experiencia. Esto nos indica
que en el medio se ha generado una especie que se consume para

generar la banda correspondiente a las peliculas de bismuto.

El empleo de una cronoamperometria a distintos potenciales sobre
un electrodo de 1 mL CNFs/PTFE/PET nos permite formar una

pelicula de bismuto.
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Figura 123. Voltamperometria diferencial de pulsos de Pb2+ y
Cdz+ sobre un electrodo de BiF/CNFs/PTFE/PET. Y la
cronoamperometria a diferentes potenciales.
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El cronoamperograma a -0.2 V de la Figura 123 nos muestra la
formacion de nanoparticulas (nucleacion y crecimiento) y al final la
formacion de la pelicula de bismuto. El barrido de una disolucion
10 ppm de Pb2* y Cd2* (deposicion a -1.4 V durante 9o s; amplitud
50 mV) para la pelicula formada a -0.2 V nos permite observar las
senales electroquimicas correspondientes al cadmio (centrada a -

0.78 V) y el plomo (en torno a -0.5 V).

A la vista de los resultados, las técnicas espectroelectroquimicas
son tutiles en el seguimiento de la formaciéon de la pelicula de
nanoparticulas de bismuto. Ademas, esta pelicula formada es lo
suficientemente estable como para llevar a cabo medidas de

redisolucion de metales pesados.

4.2. Nanoparticulas de Oro

4.2.1. Sintesis quimica de AuNPs

La sintesis de nanoparticulas de oro se llevd a cabo mediante el
método de Turkevich [81]. Este método es altamente empleado por
su simplicidad ya que solo es necesario emplear &cido

tetracloroaurico y citrato de sodio.

Para la sintesis se prepara una disolucion 1 x 103 M de acido
tetracloroatrico (HAuCl,) y 0.038 M de citrato de sodio. Ambas
disoluciones se calientan y a 20 mL de la disolucién de HAuCl, se le
afiaden 2 mL de la disolucion de citrato de sodio. Rapidamente se

aprecia el cambio de color de incoloro a vino.
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\¢ Citrato de Sodio

Figura 124. Proceso de sintesis de nanoparticulas de oro.

Se deja 15 minutos bajo constante agitaciéon y calor para la
formacion completa de las nanoparticulas. Es muy importante
afadir el citrato sobre el HAuCl, y no al revés debido se reduce la
homogeneidad de la mezcla entre ambos reactivos provocando un
solapamiento entre la nucleacion el crecimiento de las

nanoparticulas [291].

La disolucién de nanoparticulas de oro se analiza mediante
espectroscopia UV-Vis en espectrofotdmetro Shimadzu UVmini-
1240. Las cubetas empleadas son de cuarzo (Hellma Analytics, 100-

QS) con una ventana 6ptica de 10 mm.
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Figura 125. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro
sintentizadas quimicamente mediante el método de Turkevich.

La aparicion de una banda a 522 nm indica la presencia de
nanoparticulas de oro. La anchura de la banda demuestra que las
nanoparticulas de oro sintetizas quimicamente son homogéneas.
Tampoco se aprecian otras bandas, lo que indica que la disolucion

se encuentra limpia de restos de los reactivos iniciales.

4.2.1.1.  Fabricacion de electrodos

El proceso de fabricacion de los electrodos es muy sencillo. El

proceso es el siguiente:

1. Se prepara una dispersion de CNTs en DCE 0.5 mg/100 mL.

2. Se filtra un volumen de CNTs en un filtro de Tefléon® con
tamano de poro 0.1 pm. Se seca el filtro con una corriente de

nitrégeno.

3. Sefiltra 1.5 mL de la disoluciéon de AuNPs sobre el filtro con

CNTs y se seca el filtro con una corriente de nitrogeno.

4. Se fija el filtro sobre una ldmina de PET con un poco de

pintura aislante comercial.
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5. Se pinta las conducciones eléctricas con pintura de plata y

se seca a 70°C durante 40 min.

6. Se delimita el area y se aisla el sistema con una lamina de

capton® que tiene un orificio de 2 mm de didmetro.

Figura 126. Pasos de fabricacion de un electrodo de
AuNPs/CNTs/PTFE.

4.2.1.2. Determinacion de dopamina

Ademas, el empleo de este analito nos permite utilizar técnicas
espectroelectroquimicas debido a que la dopamina presenta una

banda en torno a 391 nm.

Para este propdsito se realiza una voltamperometria ciclica
colocando la sonda cerca de la superficie electrodica para obtener la
mayor cantidad de luz posible. La Figura 127 muestra las respuestas
espectroelectroquimicas  obtenidas durante la experiencia
voltamperométrica a 0.005 V s entre +0.25 Vy +0.75 V para 1 mM
de dopamina en 0.1 M HCIO, en un electrodo 1.5 mL CNTs/1.5 mL
AuNPs/PTFE/PET.
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Figura 127. Voltamperometria ciclica para dopamina 1 mM en
0.1 M HCIO,.

La figura muestra la oxidacién de la dopamina a dopamina quinona

(mecanismo en la Figura 52).
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Figura 128. Seiales espectroelectroquimicas obtenidas para
dopamina 1 mM en 0.1 M HCIO, para un voltamperometria
ciclica. a) Espectro UV-Vis, b) Representacion 3D absorbancia
vs potencial/tiempo, c¢) Voltabsorciograma a 391 nm y d)
derivada del voltabsorciograma a 391 nm y voltamperograma
ciclico.
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La Figura 127 muestra la respuesta electroquimica de la dopamina
registrada a lo largo del experimento donde se aprecia la oxidacion
a +0.55 V durante el barrido anddico y su correspondiente
reduccion a +0.51 V en el barrido catédico. La Figura 128a muestra
la senal espectral UV-Vis de la dopamina, en el que la banda
principal centrada a 391 nm crece a medida que la experiencia
evoluciona. La Figura 128b muestra los cambios espectrales en 3D,
mostrando lo mismo que en la Figura 128a, la banda a 391 nm crece
durante el barrido de ida y luego decrece. Esta banda esta relaciona

con la oxidacion de la dopamina.

El voltabsorciograma a 391 nm, Figura 128c, muestra el
crecimiento de la absorbancia de manera progresiva mientras el
potencial se encuentra por debajo de +0.5 V originando un
producto que se reduce facilmente en el barrido contrario. Durante
el barrido catédico la absorbancia a 391 nm decrece cuando el
potencial aplicado es inferior a +0.55 V. La Figura 128d muestra la
derivada del voltabsorciograma a 391 nm junto al voltamperograma
de la dopamina. La derivada es igual al voltamperogramas

mostrando los mismos resultados que la sefial electroquimica.

Las senales electroquimicas de la dopamina en presencia y ausencia
de oro son distintas. La dopamina para el electrodo de oro es un
sistema reversible, sin embargo ésta pierde reversibilidad para el
electrodo de CNTs. Ademas la Figura 53 nos muestra el
voltamperograma de la dopamina para un electrodo
CNTs/PTFE/PET, presentando un pico anddico en torno a +0.65 V
y el correspondiente pico catédico a +0.38 V. Para el electrodo de
AuNPs/CNTs/PTFE/PET tanto el pico anédico como catodico se

encuentran desplazados, centrado en torno a +0.57 Vy +0.5 V
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respectivamente. Esta diferencia es debida al efecto catalitico que

posee el oro sobre la oxidacion de la dopamina.

5. Microscopias electronicas de barrido
(SEM) y de transmisiéon (TEM)

5.1.Nanoparticulas de bismuto

Las nanoparticulas de bismuto se caracterizan mediante
microscopia electronica de transmision. La muestra de BiNPs se

prepara por drop-casting sobre una rejilla de cobre para TEM.
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Figura 129. Imagen de TEM e histograma para la dispersion de
nanoparticulas de bismuto.

Mediante el software ImageJ se cuantifica el tamafio de particula y
la distribucién de tamafio. La Figura 129 muestra una buena
dispersion de las nanoparticulas. El tamafio medio de las BiNPs son

3.6 £ 0.3 nm.
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Figura 130. SEM del electrodo de BiNPs/CNFs impregnadas a
un filtro de PTFE.

La Figura 130 muestra la micrografia de barrido electrénico para
un electrodo de BiNPs/CNFs/PTFE. En la imagen se observan las
nanofibras y entre ellas se aprecia el bismuto, formando un sistema

compacto de nanofibras de carbono y nanoparticulas de bismuto.

5.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro se caracterizan mediante microscopia
electronica de barrido. La muestra de AuNPs se prepara por drop-

casting sobre una pieza de carbono vitrificado.

Numero de particulas

0 25 50 75 100 125 150
Tamafio de particula /nm

Figura 131. SEM de las nanoparticulas de oro.
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Mediante el software ImageJ se cuantifica el tamafio de particula y
la distribucion de tamano. La Figura 131 muestra una buena
dispersion de las nanoparticulas, a pesar de la existencia de
agregados de nanoparticulas. El tamafio medio de las AuNPs son

35.6 £ 0.6 nm.

El anélisis por espectroscopia de los electrodos de
AuNPs/CNTs/PTFE/PET se recoge en las siguientes imagenes. En
la Figura 132 se observa nanotubos de carbono impregnados sobre
un filtro de teflon. Los nanotubos se encuentran bien dispersados

en el disolvente empleado, 1,2-dicloroetano.

fa _.‘.\ A # ’} ;: ¥ -

Figura 132. SEM del electrodo de CNTs impregandos a un filtro
de PTFE.

Ademas, se ha calculado el diAmetro de los mismos obteniendo un

valor de 59 + 1.8 nm.

En la Figura 133 se presenta la micrografia de SEM del electrodo de
AuNPs/CNTs/PTFE/PET. Se puede observar la distribucion de las

nanoparticulas de oro por todos los nanotubos de carbono.
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Figura 133. SEM del electrodo de AuNPs/CNTs impregando a un
filtro de PTFE.
El calculo con ImageJ del tamafio de particula nos permite obtener

un valor medio de 41.5 + 0.6 nm.

La Figura 134 muestra la imagen de barrido de electrones
retrodispersados (BSE) para el electrodo de AuNPs sobre CNTs
impregnados en un filtro de teflon. Como se ve en la imagen
predomina el color blanco y negro debido a que la técnica forma
una imagen de la superficie de la muestra en la que cada elemento
que la forman tiene un nivel de gris distinto. Los electrones
retrodispersados proceden del haz, y son aquellos que salen
despedidos de la muestra. La probabilidad de que estos electrones
retrodispersados sean expulsados y alcancen el detector es
directamente proporcional al peso atémico de los elementos que
componen la muestra. Cuando mayor peso atémico, es mayor el
numero de electrones retrodispersados generando zonas mas

brillantes.
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AuNPs/CNTs/PTFE/PET.

Las zonas brillantes de la Figura 134 se corresponden con zonas con
mayor peso atémico, lo que es congruente con el oro. Las zonas
negras, pesos atomicos pequefios, son zonas en las que existe n

estructuras de carbono.
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Capitulo III

En el Capitulo I se ha descrito la determinaciéon de los parametros
adecuados para la fabricacion de nuestros dispositivos y se han
optimizado tanto los medios para dispersar (etanol para las CNFs y
DCE para los CNTs), como el volumen a filtrar, el material del

filtro, etc.

Ahora el objetivo es demostrar la viabilidad de nuestros
dispositivos para determinaciones analiticas tanto de muestras
sencillas como complejas. En este caso, el analito escogido es la
vitamina B,,, que se va a emplear para testear nuestros electrodos

de CNFs/PTFE en la determinacion electroanalitica de la misma.

1. Vitamina B.»

1.1. Primeras pruebas: CNFs vs CNTs

1.1.1. Electrodos de nanofibras de carbono

Las primeras pruebas para la determinaciéon de la vitamina B..
empleando un electrodo de 1 mL de CNFs/PTFE/PET muestran
una clara sefial electroquimica para la vitamina a concentracion
1-110° M en una solucion de tampon fosfato (H.PO, /HPO,*
/H;PO,) a pH 5. La técnica empleada es la voltamperometria de
onda cuadrada entre -1 Vy -0.2 V a 15 Hz y una amplitud de pulso

de 50 mV con una gota de 100 pL.

En la Figura 135 se observa pico de oxidacién atribuido a la
oxidacion de la vitamina. Ademé&s se muestra la senal

electroquimica del tampoén fosfato en ausencia de vitamina B,..
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Figura 135. Voltamperometria de onda cuadrada para una
concentracion 1-10¢ M de vitamina B, en un electrodo
CNFs/PTFE.

1.1.2.Electrodos de nanotubos de carbono

Sin embargo el empleo de un electrodo de nanotubos de carbono
dispersados en SDS (filtrado 0.3 mL de CNTs) no arroja unas
senales electroquimicas tan claras a la misma concentracion.

%1074

3.8f|—1 uM
—10 M

3.7

3.6
<
=35

3.4

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E /V vs Ag/AgCI

Figura 136. Voltamperometria de onda cuadrada para 1-106 M y
1:10-5 M de vitamina B,..
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De hecho para tener senal electroquimica de la vitamina B, como
se puede apreciar en la Figura 136, la concentracion ha de ser 10

veces mayor (1-10°5 M).

1.1.3.Electrodos de bismuto

En la bibliografia podemos encontrar algtin ejemplo [58] en el que
se emplea un electrodo modificado con una pelicula de bismuto
para determinar vitamina B,,. Para ello hemos de formar una
pelicula de bismuto sobre la superficie electroactiva, nanotubos de
carbono en nuestro caso. El electrodo CNTs/PTFE/PET se sumerge
en una disoluciéon 0.2 mM de Bi(NO3); en 1 M HCl y se aplica un

potencial de -0.3 V durante 10 s bajo agitacion (método ex-situ).

x107°

0 :M
m— 1,108 M
— 2,148 uM
—4.215 M | |
— 7965 uM
—0.989 .M
— 11,998 ;M
—15.316 M| |
—20.217 M
— 25,349 ;M
30.074 uM
m— 35.022 ;M| |

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E /V vs Ag/AgClI

Figura 137. Voltamperometria de onda cuadrada para
concentraciones de vitamina B,. entre 1.11 y 35.02 pM para un
electrodo BiF/0.4 mL CNTs/PET.

El barrido voltamperométrico de onda cuadrada entre -1 Vy -0.2 V
(frecuencia 15 Hz y amplitud de pulso 0.05 V) muestra una sefal

electroquimica centrada en torno a -0.78 V que se corresponde con
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el proceso de oxidacion del centro metalico de la vitamina B,
Co(I)/Co(II).

Presenta una buena relacion lineal para concentraciones entre
4.215 y 35.022 uM, Al =3.976-1077 -Cgy, + 6.52-107%, R? =
0.995y S, = 4.85 - 1075.

2. Determinacion de vitamina B,»

Como se puede ver en apartados anteriores, cuanta mayor es la
cantidad de nanofibras de carbono (1 mL) que impregna el filtro
mejor es la senal electroquimica. Sin embargo, ocurre lo contrario
con los nanotubos de carbono, cuya sefial es muy buena a

volimenes relativamente bajos (0.4 mL) de CNTs.

En este apartado se hara una comparativa para dos volimenes (0.4

y 1 mL) fijos de nanofibras y nanotubos de carbono.

La técnica seleccionada es la voltamperometria de onda cuadrada
usando un CH Instuments (Figura 16). Las condiciones
experimentales son barrido entre -1 Vy -0.2 Vo -0.9 Va-0.5YV,
frecuencia de 15 Hz y amplitud de pulso 50 mV. Las medidas
electroquimicas se van a realizar empleando la configuraciéon de
tres electrodos sobre una celda clasica (Figura 29), en el que el
electrodo de CNFs/PTFE/PET o CNT/PET es el electrodo de
trabajo (WE), un hilo de platino el contraelectrodo (CE) y un
electrodo no comercial de Ag/AgCl/3 M KCl como referencia (RE).

La concentracion de vitamina B,, varia entre 0.07 y 25.81 uM en

tampon fosfato (H.PO, /HPO,2/H;PO,) a pH 5.
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2.1.Filtros con 0.4 mL de CNFs o CNTs

El analisis voltamperométrico para ambos electrodos CNTs y CNFs

nos permite obtener la Figura 138.

-5
5 X 10 . ' ' .
a) =1.887 uM
——4.733 uM
—10.340 M
of ol
< —20.867 ;:M
: —23.349 uM
-2
4Ll— : . . .
-9 08 07 06 -05
E /V vs Ag/AgCI
x1 0"5

b) e 0,071 M

—0.100 uM
— 0,132 1M
—0.169 M
— 0.210 ;M
e 0,244 i M

0.8

e 0,278 M

<06 —i
_— e 0345 ;1M
s 0.378 M

0.4 —0.416 1M
0.450 M

0.2 A e 0501 1M

0 N N N A - ey
-1 -0.9 -0.8 -0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2
E /V vs Ag/AgCI

Figura 138. Voltamperogramas de onda cuadrada para
concentraciones entre 0.071 — 23.35 uM de vitamina B,. en
tampon fosfato a pH 5. a) electrodo CNTs/PET y b) electrodo
CNFs/PTFE/PET.

Las experiencias presentan una clara correlacion entre la
intensidad de pico y la concentraciéon de vitamina B,. pudiendo
realizar una regresion robusta eliminando los puntos anémalos. El

rango de calibracion para los CNTs varia entre 1.89 — 25.81 uM de

vitamina B.,, siendo la relacion lineal:
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Al =1.01-107%-Cg, +811-1077,R* = 0.998 y S, = 4.25-107".
Para las CNFs el rango de concentracion es un poco més bajo

oscilando entre 0.07 — 0.31 uM, con una relacion lineal:

Al = 1.08 1075 - Cgy, — 1.32 - 1077, R* = 0.997 y S, = 5.32 - 1078,
El limite de deteccion para los CNTs es 1.86 uM y para las CNFs es

0.025 uM empleando un programa de estadistica para su céalculo.

2.2, Filtros con 1 mL de CNFs o0 CNTs

El analisis voltamperométrico para los electrodos con 1 mL de
CNTs o CNFs nos permite obtener la Figura 139.
x10°

a)

15

10}

=——5.315 uM
6.467 uM
—T7.942 uM
——9.083 uM

/A

-0.9 -0.8 -0.7 -0.6 -0.5
E /V vs Ag/AgCI
x107°

0.9 0.8 -0.7 -0.6 -0.5

E /V vs Ag/AgClI
Figura 139. Voltamperogramas de onda cuadrada para
concentraciones entre 0.99 — 10.34 (M de vitamina B,. en

tampon fosfato a pH 5. a) electrodo CNTs/PET y b) electrodo
CNFs/PTFE/PET.
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El rango de calibracion para los CNTs varia entre 0.99 — 9.07 uM.
Tras realizar una regresion robusta eliminando los puntos

andmalos, la relacion lineal es:
Al = 4.03-1077 - Cgyp + 7.21-107%, R%2 = 0.991 Y Syy =122 1077,

Para las CNFs el rango lineal varia entre 1.04 — 10.34 uM, la

relacion lineal es:
Al =1.34-107%-Cpyp +3.77-1077,R* = 0.997 y S, = 2.48 - 1077,

El limite de deteccion para los CNTs es 1.5 uM y las CNFs es 0.76
uM.

Los mejores resultados obtenidos son para los dos tipos de
electrodos de CNFs. En los dos casos se obtuvo un rango de
concentracion lineal mas amplio en comparaciéon de los CNTs. En el
caso de los electrodos de CNTs, el electrodo impregnado con 0.4
mL no es capaz de detectar concentraciones inferiores a 1.8 uM de
vitamina B...

Viendo los resultados obtenidos para los dos volimenes de CNFs y
CNTs, el electrodo de nanofibras de carbono es que permite

obtener mejores resultados. El electrodo de 1 mL CNFs/PTFE/PET

es el escogido para las siguientes determinaciones.

3. Determinacion de vitamina B:. con
electrodos de CNFs

La técnica electroquimica seleccionada para llevar a cabo su
determinacion es la voltamperometria de onda cuadrada (SWV). La
oxidacion de la vitamina B,. se estudia en una solucién de tampon
fosfato (H.PO,/HPO,>/HsPO,) a pH 5. Los parametros
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seleccionados son un barrido entre -1 V y -0.45 V con una
frecuencia de 15 Hz y una amplitud de pulso de 50 mV. La
concentracion de vitamina B,. varia entre una concentraciéon de
4.2:107 M y 1.0-105 M. El electrodo de trabajo es un electrodo de 1
mL de CNFs impregnadas en un filtro de teflon (CNFs/PTFE/PET).

x1 0°

AlJA

35+ : : : : :
-1 -09 -08 -07 -06 -05 -04
E /V vs Ag/AgClI

Figura 140. Voltamperogramas de onda cuadrada para una
disolucién de vitamina B,. en tampon fosfato (pH = 5). La
concentracion de vitamina B,. varia entre 4.2:107 y 1-10-5 M..

La Figura 140 muestra las experiencias a diferentes
concentraciones de vitamina B,. llevadas a cabo por
voltamperometria de onda cuadrada incluyendo la sefal
electroquimica correspondiente al tampon fosfato en ausencia de
vitamina. El pico de oxidaciéon centrado en torno a -0.78 V se
atribuye al proceso de oxidacién del ntcleo central de la vitamina
B2, Co(I)/Co(II). Las experiencias presentan una clara correlacion
entre la intensidad de pico y la concentraciéon de vitamina B..
pudiendo realizar una regresion robusta eliminando los puntos

andmalos. La relacion lineal obtenida:

Al = 0.97 - Cgy, +3.06 - 1076, R> = 0.998y S, = 1.53 - 1077,
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El rango es lineal para una concentracion de vitamina B,. entre
0.97-10° y 1-105 M, como se ve en la Figura 140. El limite de

deteccion es de 4.5-107 M para la regresion robusta:
Al = 1.16 - Cgy, +8.23-1077, R* = 0.9985y S, = 1.69 - 1077,

x10°
6.5 —O0 M 1.4

x10°5

12
" = 1.16:Cy, + 8.23:107

-

Rz = 0.9985
0.8

PIA

0.4

0.2

b)

4 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
-1 09 -08 -07 -06 -05 c m 10%
x

E IV vs Ag/AgClI B2

Figura 141. a) Voltamperogramas de onda cuadrada para
concentraciones crecientes de vitamina B,. en tampon fosfato a
PH 5. b) Calibrado Intensidad de pico vs concentraciéon de
vitamina B,..

Los electrodos habituales en la literatura para la determinacion de
vitamina B.. es el electrodo de carbono vitrificado. Sin embargo,
hay evidencias de que el producto de oxidacion de la vitamina B,. se
adsorbe sobre la superficie electrodica. Para demostrarlo se llevan a
cabo unas experiencias empleando ambos electrodos, GCE y
CNFs/PTFE. La limpieza de la superficie se puede realizar tanto por
procedimientos fisicos como quimicos con el fin de recuperar la
superficie original antes de posteriores experimentos, escogiendo
en nuestro caso la limpieza electroquimica debido a su simplicidad.
Por voltamperometria de onda cuadrada se determina una
concentracion de 9.73-10° M de vitamina B,. en tampon fosfato
para posteriormente realizar su limpieza. La limpieza
electroquimica se lleva a cabo barriendo entre -1.0 Vy -0.2 V a 15

Hz. Tras 9 barridos consecutivos el electrodo de CNFs/PTFE se ha
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recuperado casi en su totalidad, habiendo disminuido la intensidad
del pico correspondiente a la sefial del analito en méas del 95%. Sin
embargo tras el mismo numero de barridos la intensidad de la
sefial del analito para el GCE solo ha disminuido en un 55%,
alcanzando una disminucion del 80% tras 9o barridos

consecutivos.

4. Determinacion de vitamina B;: en

muestras complejas

Debido al buen comportamiento del electrodo de CNFs/PTFE se va
a utilizar para determinar un complejo vitaminico con vitamina Bi..
En los productos comerciales la vitamina B.. se encuentra en
concentraciones bajas, sin embargo el resto de compuestos como la
vitamina B, y Bs se encuentran en concentraciones muy superiores,
por lo que la vitamina B,. sufre una gran interferencia por parte de
estos compuestos. Esta mezcla compleja consta de vitamina B., B:
y B¢ en tampén fosfato (HPO,2>/H.PO,/H;PO,) a pH 5.

DO LN

OH
OH

OH

=

b
) A

N

Figura 142. Estructura quimica de la vitamina B, (Tiamina) y
vitamina B¢ (piridoxina).
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Se emplea el método de la adiccion estandar en el que las
concentraciones de vitamina B, (3.2:10°® M) y vitamina Be (5.3:103
M) se mantienen fijas mientras que la de vitamina B,. varia entre
6:-10°© M y 1.2:105 M para comprobar la viabilidad en la
determinacion de la vitamina B, en muestras complejas. Para ello
se emplea la técnica SWV barriendo entre -1.0 V y -0.2 V con una
frecuencia de 15 Hz y una amplitud de pulso de 50 mV. El electrodo
de trabajo es un electrodo 1 mL CNFs/PTFE/PET.

x10°

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
E IV vs Ag/AgCI

Figura 143. Voltamperogramas de onda cuadrada para
concentraciones crecientes de vitamina B,. en tampon fosfato a
PH 5 en presencia de vitamina B, 3.2:10-3 M y vitamina B¢ 5.3-10-
3 M.

En la Figura 143 se ve la contribucion de la matriz compuesta por
vitamina B, y Bs (linea rosa, ausencia de vitamina B;,) en tampon
fosfato a pH 5, que presenta una gran intensidad de oxidacion. Este
fondo afecta notablemente a la determinacién de la vitamina B,.
indicando la gran interferencia que sufre la vitamina B.. por parte
de las vitaminas B, y Be. Por ello, se recurre a técnicas de anélisis
multivariante para cuantificar la respuesta de la vitamina Bi, en

esta mezcla compleja.
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El analisis multivariante se define como el conjunto de métodos
estadisticos cuya finalidad es analizar simultdneamente conjuntos
de datos multivariantes cuando hay varias variables medidas para
cada caso. Las técnicas multivariantes se clasifican en tres grupos:
métodos de dependencia, de interdependencia y estructurales. Los
métodos de dependencia buscan establecer si las variables
independientes afectan a las variables dependientes. Los métodos
de interdependencia buscan identificar que variables estan
relacionadas y los estructurales analizan como afectan las variables
independientes a las variables dependientes y como se relacionan

entre si.

Teniendo todo esto en cuenta, se realiza una regresion
multivariante (incluido en las métodos de dependencia) por

minimos cuadrados parciales (PLSR).

%108
0.1 6 H L]
L ]
0.05 o .
22
0 g ® 'Y ' hd
8 T ofe $
9 8 Yle i e ] s
2 .0.05 2
o £-2 .
=1 |
0.1 -4 .
-0.15 . @ Latent variable 2
AR ) ) —Latlenl variable 2A 6 7 8 9 10 11 12
T 08 0.8 04 -0.2 Cg M x10°®
E IV vs Ag/AgCI 12

Figura 144. Deconvoluciéon de la matriz de datos tras un analisis
multivariante: a) Pesos vs potencial y b) Puntuaciones vs
concentracion de vitamina B,. para las dos primeras variables
latentes.

Cada concentracién de vitamina B.. se analiza por triplicado, por lo
que se va a trabajar con 27 variables dependientes. El nimero de
potenciales predichos es 200 que se corresponden con el nimero

de potenciales medidos para cada experiencia voltamperométrica.
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En la Figura 144 se representa la deconvolucion de los datos
obtenidos en la mezcla de vitaminas para pesos frente a potencial y
puntuaciones frente a concentraciéon de vitamina B,.. En los pesos,
la primera variable latente parece estar relacionada con la vitamina
B, debido a que la intensidad de pico a -0.78 V es muy similar a
aquellos obtenidos para muestras de vitamina B, puras (ver Figura
140 y Figura 141). En cuanto a las puntuaciones, la primera variable
latente estd relacionada con la vitamina B,, porque en su
representacion vs Cgi. se ve un crecimiento lineal a medida que

aumenta su concentracion.

La segunda variable latente esta relacionada con el fondo
provocado por las vitaminas B, y B¢ debido a que no existe
correlacion alguna con la vitamina Bi... El modelo de regresion
correspondiente a esta primera variable latente no proporciona ni
buenos pardmetros de regresibon ni buenas predicciones
precisamente debido a la gran contribucion de fondo de la matriz.
Es por ello que se debe tener en cuenta para poder llevar a cabo una
correcta cuantificacion de la vitamina B... El modelo que se va a
construir incluye ambas variables latentes ya que ambas

contribuyen a la sefial electroquimica.

x107°

14

PPLSprediction= 0.984+Cy,, + 1.410:10°7
R2 = 0.9843

_.
N

-
[=)
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o)

6 7 8 9 10 11 12
CB M %1078

Figura 145. Modelo para la vitamina B,. generado a partir de las
dos variables latentes principales.
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Se determina la concentracion de una muestra problema de
vitamina B,,, con una valor estimado de 9-10°® M siendo su

intervalo de confianza [8.76 + 0.64] - 107 M y su RSD = 2.8%.

5. Medidas espectroelectroquimicas

En la bibliografia se puede encontrar informacién espectroscopica
sobre la vitamina B,.. [292], [293]. Las disoluciones acuosas de esta
vitamina presenta un maximo de absorcion a tres longitudes de

onda: 278, 360 y 550 nm.

Las medidas espectroelectroquimicas se llevan a cabo empleando la
misma configuracion descrita en la Figura 114. El
potenciostato/galvanostato empleado es un Autolab PGSTAT 20, la

lampara proporciona luz hal6gena y de deuterio.

(@

(e)

Figura 146. Configuracion de los equipos para medidas
espectroelectroquimicas. A) Potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 20, b) electrodo de trabajo, c¢) sonda, d)
lampara y e) detector.

Mediante una celda de gota (Figura 15) y colocando una sonda lo
més proximo posible a la superficie electrédica se lleva a cabo una

voltamperometria ciclica entre -1.2 Vy +1.4 V a una velocidad de
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barrido de 0.05 V/s. La concentraciéon de vitamina B, es 1-103 M

en tampon hidrogenoftalato de potasio (CsH;047) a pH 3.

x107*

-1.2-09-06-03 0 0.3 06 09 1.21.4
E /V vs Ag/AgClI

Figura 147. Voltamperometria ciclica para vitamina B,. en
tampon hidrogenoftalato de potasio.

En la Figura 147 se puede ver una sefal electroquimica en torno a

+0.28 V que se atribuye al proceso Co(II)/Co(III).

log, (10/)

A=

A=log, (10/1)

600

400 500 600 700 800 900 500
A/nm A Inm

Figura 148. Senales espectroelectroquimicas obtenidas para
vitamina B,. 1 mM en tampoén hidrogenoftalato de potasio a pH
3 para un voltamperometria ciclica. a) Espectro UV-Vis, b)
Representacion 3D absorbancia vs potencial/tiempo.

La Figura 148a muestra la sefnal espectral de la vitamina, en el que
las bandas principales centradas a 360 nm y 543 nm crecen a

medida que el barrido de potencial evoluciona. La Figura 148b
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muestra los cambios espectrales en 3D, mostrando lo mismo que en
la Figura 148a, las bandas a 360 y 543 nm crecen durante ambos

barridos.

6. Influencia del pH sobre la vitamina B,.

La vitamina B,. es un compuesto altamente influenciable por el pH
del medio. A pHs extremos, pH 1 y pH 13, las vitaminas son
inestables. Con el fin de comprobar esta influencia se realiza un
disefio de experimentos central compuesto estrella 22. Los valores a
optimizar son el volumen de CNTs filtrado, Venrs v el pH del
tampon hidrogenoftalato de potasio. En total se obtienen 11
experiencias en el que la sefal electroquimica (intensidad de pico)
de la vitamina B.., Ips:2 (A), se tomara como variable respuesta del
diseno.

Tabla 26. Diseiio de experimentos central compuesto 22 + 3
réplicas en el punto central.

Experimento Diseiio
Vents, mL pH
1 0.9 5.55
2 0.9 5:55
3 1.32 2.4
4 0.9 1.09523
5 0.9 5.55
6 0.30603 5.55
7 0.48 2.4
8 0.9 10.0048
9 1.49397 5.55
10 0.48 8.7
11 1.32 8.7
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Tras medir los electrodos de CNTs/PTFE/PET a una concentracion
de vitamina B, fija de 3.5:104 M a los distintos pH. Los
voltamperogramas (barrido entre -1.2 V y +1 V) obtenidos se

recogen en la Figura 149.

-4

X 1_0

Exp 1
Exp 2
Exp 3
Exp 4
Exp 5
Exp 6
Exp 7
Exp 8
Exp 9
Exp 10
Exp 11

/A

-1 -0.5 0 0.5 1
E /V vs Ag/AgCl

Figura 149. Seial electroquimica de la vitamina B,. obtenida en
el diseino de experimentos.

Los voltamperogramas muestran tres experiencias; exp 3, exp 4 y
exp 7, con un comportamiento anémalo en comparacion al resto.
Estas experiencias se corresponden a Venrs 1.32 mL y pH 2.4; Vonrs
0.9 mL y pH 1.09523 y Vents 0.48 mL 'y pH 2.4. En los tres casos el
pH es inferior a 3 en los cuales la vitamina B,, es inestable. A
medida que aumenta el pH del medio la sefial electroquimica de la

vitamina B, va disminuyendo.

El resto de sefiales electroquimicas muestran los dos picos para la
vitamina B.., el del par Co(I)/Co(II) y el del Co(II)/Co(III). Las
sefiales de ambos picos anddicos se emplearan para el anélisis del

disefio.
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6.1.Analisis para el pico anédico Co(II)/Co(III)

Los valores se introducen en el software Statgraphics y se analiza el
disefio de experimentos, para tratar de explicar el comportamiento
de la variable respuesta (intensidad de pico) debido a la influencia
de los factores. Se lleva cabo un analisis de la varianza, Tabla 27
para estudiar simultineamente el efecto de los factores. En este
caso hay 2 efectos, pH y Venrs, que tienen un valor-p menor de
0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero a un
nivel de confianza del 95%.

Tabla 27. ANOVA del diseio central compuesto 22 con los datos
de la Tabla 27.

Fuente Cilcllzlrfilgf)s Gl Cﬁgg?jo Razoén-F | Valor-P
A:Volumen 1.11E-9 1 1.1E-9 9.29 0.029
B:pH 1.9E-9 1 1.97E-9 16.47 0.009
AA 3.19E-11 1 3.19E-11 0.27 0.628
AB 6.81E-10 1 6.81E-10 5.68 0.063
BB 3.89E-10 1 3.89E-10 3.25 0.131
Error total 5.99E-10 5 1.20E-10
Total (corr.) 4.76E-9 10

R2 = 87.4 porciento.
R2 (ajustada por g.1.) = 74.8 porciento.

El estadistico R2 indica que el modelo, asi ajustado, explica el 87.4%
de la variabilidad en I,. El estadistico R? ajustado, que es el mas
adecuado para comparar modelos cuando tienen el nimero de

variables independientes diferente, es 74.8%.
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Tabla 28. Efectos estimados para Ipa» (A).

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
promedio -1.32E-05 6.32E-06
A:Volumen -2.36E-05 7.74E-06 1.0
B:pH 3.14E-05 7.74E-06 1.0
AA -4.75E-06 9.21E-06 1.095
AB 2.61E-05 1.09E-05 1.0
BB -1.66E-05 9.21E-06 1.095

La Tabla 28Tabla 28. Efectos estimados para Ip2" (A). muestra las
estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las
interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de
estos efectos, el cual mide su error de muestreo. El factor de
inflaciéon de varianza (VIF) mas grande, es igual a 1.095. Para un

disefio perfectamente ortogonal, todos los VIF serian igual a 1.

En el diagrama de Pareto podemos ver que hay una gran influencia
del pH.

B:pH ET
AB |

BB

AA

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura 150. Diagrama de pareto.

La Figura 151 muestra la superficie de respuesta estimada, e indica
que se obtiene mejor respuesta para volimenes de CNTs, Vewrs,

mayores y para pH neutros o 4cidos.
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(X 0.00001)

0
%% 06 09 15 15 o2 pH
Volumen

Figura 151. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseio central compuesto 22.

La Figura 152 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de disefio de los electrodos. Se observa
que la intensidad de pico aumenta a medida que disminuye el pH.
Con respecto al volumen de CNTs se aprecia un aumento en la

intensidad de pico a medida que aumenta el volumen de CNTs.

(X 0.000001)
5 F =

-8

-18 -

-28

-38 E -
0.48 1.32 24 8.7

Volumen pH

Figura 152. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseiio de los electrodos de disefio de experimentos.

El programa puede proporcionar unos valores “6ptimos”
combinando los niveles de los factores y maximizando Ip sobre una

region determinada. Estos valores ptimos son:

Venrs = 0.30603 mL y pH = 5.02988
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6.2. Analisis para el pico anédico Co(I)/Co(II)

Los valores se introducen en el software Statgraphics y se analiza el

diseno de experimentos. El Anova, Tabla 29, muestra que el valor-p

para los factores es mayor de 0.05. Sin embargo, hay dos

interacciones, el volumen con el pH y el pH consigo mismo con un

valor-p menor de 0.05 por lo que son significativamente diferentes

de cero al nivel de confianza del 95%.

Tabla 29. ANOVA del diseiio central compuesto 22,

Fuente Cii'g%gis Gl Cﬁgg?fo Razon-F | Valor-P
A:Volumen 6.78E-11 1 6.78E-11 2.69 0.162
B:pH 4.88E-12 1 4.88E-12 0.19 0.678
AA 3.48E-11 1 3.48E-11 1.38 0.203
AB 2.11E-10 1 2.11E-10 8.36 0.034
BB 2.68E-10 1 2.68E-10 10.63 0.022
Error total 1.26E-10 5 2.52E-11
Total (corr.)| 8.04E-10 10

R2 = 84.3 porciento.

R2 (ajustada por g.l.) = 68.6 porciento.

El estadistico R2? indica que el modelo, asi ajustado, explica el

84.3% de la variabilidad en I,.

Tabla 30. Efectos estimados para Ip (A).

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
promedio -1.48E-05 2.90E-06
A:Volumen 5.82E-06 3.55E-06 1.0
B:pH 1.56E-06 3.55E-06 1.0
AA -4.97E-06 4.23E-06 1.095
AB -1.45E-05 5.02E-06 1.0
BB 1.38E-05 4.23E-06 1.095
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La Tabla 30 muestra las estimaciones para cada uno de los efectos
estimados y las interacciones. También se muestra el error estandar
de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de muestreo. El
factor de inflaci6on de varianza (VIF) més grande, es igual a 1.095.
Para un diseno perfectamente ortogonal, todos los VIF serian igual

al.

En el diagrama de Pareto podemos ver que hay una gran influencia

de la interaccion del pH consigo misma y de este con el Venrs.

BB || | —N
«c | [
A:Volumen | |
o | I
B:pH I:I
0 1 2 3 2

Efecto estandarizado
Figura 153. Diagrama de Pareto.

La Figura 154 muestra la superficie de respuesta estimada, e indica
que se obtiene mejor respuesta para pH y el volumen de CNTs.

Presentando una tendencia a pH basicos y poco volumen de CNTs.

(X 0.000001)
38

18

Volumen

Figura 154. Superficie de respuesta tridimensional para el
diseiio central compuesto 22.
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La Figura 155 muestra los principales efectos de las variables
influyentes en el proceso de disefio de los electrodos. Para el factor
volumen de CNTs se observa que una disminucién en el valor
permite obtener intensidades de pico mayores. El pH presenta un
comportamiento no lineal, comportamiento que es significativo ya
que la interaccion pH-pH es significativa. Como se aprecia en la
figura, a medida que aumenta el pH se produce un aumento de la
I,, sin embargo, hay un punto en el que dicho aumento del pH
conlleva un cambio en el comportamiento de la variable respuesta,

la cual comienza a disminuir de drasticamente.

(X 0.000001)
6 F ]

9 | .
-12 .
.15 .

.18 + i

21 E -
0.48 1.32 2.4 8.7
Volumen pH

Figura 155. Principales efectos de las variables influyentes en el
proceso de diseio de los electrodos de diseiio de experimentos.

El programa puede proporcionar unos valores “Optimos”
combinando los niveles de los factores y maximizando Ip sobre una

region determinada. Estos valores 6ptimos son:
Vents = 1.49397 mLy pH = 1.09523

Este valor 6ptimo de pH esta influenciado por esas 3 experiencias
del disefio de experimentos a pH muy 4cidos, ya que la
contribucion de la intensidad de los picos Co(I)/Co(II) es muy

grande.
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Sin embargo para el par Co(II)/Co(III) el valor de pH “6ptimo”
obtenido est4 de acuerdo con el pH escogido para llevar a cabo la

determinacion de vitamina Bi..
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Capitulo IV

1. Determinacion de colorantes

La espectroelectroquimica es una técnica relativamente reciente
que combina lo mejor de dos técnicas analiticas: la electroquimica y

la espectroscopia.

Espectroelectroquimica

Figura 156. Espectroelectroquimica

La electroquimica puede aportar informacion tanto termodinamica
como cinética del proceso quimico por transferencia de un electron.
Sin embargo, no es capaz de identificar cuando otra especie que se
estd generando interfiere en la medida fisica. Aqui es donde la
combinacién de ambas técnicas puede arrojar luz a un problema
que empleando las técnicas por separado no seriamos capaces de
resolver, ya que se podria elucidar el mecanismo de transferencia

electronica [294].

Existen varias configuraciones 6pticas en celdas electroquimicas:
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v' Transmision. La Gnica consideracion que hay que tener en
cuenta es que el electrodo deber ser Opticamente

transparente.

v Reflexion.

(a) (b) l (c)

I
|

Figura 157. Configuraciones épticas posibles para técnicas de
espectroelectroquimica. (a) Transmision normal; (b)
Transmision en paralelo; (c¢) Reflexion.

Es por ello, que esta técnica se va emplear para la determinaciéon de
muestras de colorantes ya que presentan tanto sefial electroquimica
como espectral, con longitudes de onda caracteristicas para cada

colorante.

El instrumental empleado para llevar a cabo estas experiencias es:

) Celda
espectroelectroquimica

O

Figura 158. Instrumental empleado para la realizacion de
experiencias de espectroelectroquimica.
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Ademaés para registrar el espectro de UV-Vis de los colorantes se
empleara un espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240, que
registre el espectro entre 200 — 800 nm. Las cubetas empleadas en
el analisis son de cuarzo con una ventana 6ptica de 10 mm (Hellma
Analytics, 100-QS). De esta manera seremos capaces de identificar
las longitudes de onda caracteristicas de cada colorante y con ello
poder discernir su espectro UV-Vis por espectroelectroquimica bien

ellos solos 0 en mezclas.

Figura 159. Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UVmini-1240.

Las experiencias espectroelectroquimicas se llevan a cabo
empleando electrodos serigrafiados comerciales de carbono (DRP-
110, Dropsens). Asi mismo la celda empleada en las experiencias es
una celda de reflexion (RProbe-Vis-UV, Dropsens) especial para los
electrodos comerciales y para llevar a cabo experiencias

espectroelectroquimicas.
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b)

Figura 160. A) Electrodo serigrafiado de carbono y b) celda
espectroelectroquimica de reflexion.

2. Determinacion de amarillo ocaso FCF

2.1.Electrodo de carbono comercial

La estructura quimica del amarillo ocaso FCF o E-110 se recoge en
la Figura 6. El espectro UV-Vis caracteristico de este colorante se

mide gracias a un espectrofotometro UV-Vis (Figura 159).

0.5

Ok
200 300 400 500 600 700 800 900
A/nm

Figura 161. Espectro UV-Vis amarillo ocaso FCF o E-110.

Como se observa el amarillo ocaso FCF presenta tres bandas, una

principal y dos de menor intensidad centradas en torno a 235 nm,
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312 y 482 nm. Esta dltima serd la que se emplee para su

determinacion por espectroelectroquimica.

Al igual que para la azorrubina, el valor minimo de concentraciéon
del calibrado sera el minimo que el detector puede determinar. Las
concentraciones de amarillo ocaso varian en el rango entre 20 -125
uM de E-110 en tampodn fosfato (H2PO4-/HPO42-) a pH 6. Los
parametros de la experiencia voltamperométrica son: velocidad de

barrido 0.01 Vs-1entre +o Vy +1 V.

x10°

3 [=——20um

35 uM

2.5 =50 uM

— 65 M

2|80 uM

—95 M

E" 1 5 | e 110 MM

q ’ —125 M
1t
0.5}

0 F 1 1 1 '
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

E /Vvs Ag

Figura 162. Voltamperometria lineal a concentraciones
crecientes de amarillo ocaso FCF (20 - 125 pM) para un
electrodo de carbono comercial.

Los voltamperogramas obtenidos durante la experiencia
espectroelectroquimica del amarillo ocaso presentan una buena
relaciéon lineal entre la intensidad de pico (centrado en torno a

+0.48 V) y la concentracion de E-110.
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x1 0:6

12" =2.160-10"C
| R?=0.999

-8
£110 (M) + 8.257-10

057
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Figura 163. Regresion lineal robusta para el pico anodico.

Tras llevar un analisis robusto por regresion por minimos

cuadrados (LMS), se obtiene:

Al (A)=2.16-10%-C5_110 (uM) + 8.26 - 1075.

El coeficiente de determinaciéon y el error estandar residual son
R*=0.999 y Sy, =2.85-107%. Ademas se calcula el limite de
deteccidon con el modelo lineal obteniendo un valor de 7.01 uM de

E-110.

Con estos resultados se analiza la reproducibilidad del método
empleando las pendientes de 3 calibrados diferentes obtenidos bajo

las mismas condiciones experimentales. La media de las pendientes
2.11-10849.24.101%.A-.uM? y la desviaciobn estdndar relativa
%RSD=2.39%, n=3 indican que estos electrodos muestran una

buena reproducibilidad.

Ademsés, el empleo de este analito nos permite utilizar técnicas
espectroelectroquimicas debido a que el amarillo ocaso presenta

tres bandas en el UV-Vis.

244



Capitulo IV

Para este proposito simultineamente a la realizacion de la
voltamperometria lineal se recoge el espectro UV-Vis colocando la
sonda cerca de la superficie electrédica para una concentracion 125
uM de E-110.

La Figura 164a muestra la sefial espectral UV-Vis del amarillo ocaso
FCF, en el que la banda principal centrada a 487 nm decrece a
medida que la experiencia evoluciona. La Figura 164b muestra los
cambios espectrales en 3D, mostrando lo mismo que en la Figura

164a, la banda a 487 nm decrece durante el barrido.

0.02 a) g

——20s
. 044

Ala.u

5-0.02 — 2;_0‘02_
fﬂ- ———d5s -
= ——50s
< -0.04 — < 0,044
65s
-0.06 7| -0.06
80s
-0.08 b -0.08 |
. 955
100 75
300 400 500 600 700 800 900 5025 , 300400500 600 700 800 900
Al/nm tis A /nm
x10® >E)1o'3
3
° <) d) |5,
25
04
-0.02 2 -
. 06T
<5 0o 3
- T
-0.04 ;
-1
0.5
-0.06 12
0 14
0.08 N N X 0 0.2 04 0.6 0.8 1
) 0.2 0.4 0.6 0.8 1 E IV vs Ag/AgClI

E IV vs Ag/AgCI

Figura 164. Seinales espectroelectroquimicas obtenidas para
amarillo ocaso 125 UM en tampén fosfato (H.PO,/HPO,2-) para
un voltamperometria lineal. a) Espectro UV-Vis, b)
Representacion 3D absorbancia vs potencial/tiempo, c)
Voltabsorciograma a 487 mnm y d) derivada del
voltabsorciograma a 487 nm y voltamperograma lineal.
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En ambas figuras se puede observar las otras dos bandas del
colorante E-110 centradas en 313 nm y 263 nm. Esta banda (487
nm) esta relaciona con la oxidacion del amarillo ocaso FCF. El
voltabsorciograma a 487 nm, Figura 164c, muestra el
decrecimiento progresivo de la absorbancia, lentamente al
principio y luego mas ripidamente a medida que se oxida el
colorante. La Figura 164d muestra la derivada del

voltabsorciograma a 487 nm junto al voltamperograma del E-110.
2.2, Electrodo de nanofibras de carbono

Asi mismo se va a comprobar que nuestros electrodos de
nanofibras de carbono son tutiles en la determinaciéon de este
colorante. Se empleara un electrodo de 1 mL de CNFs impregnadas
en un filtro de teflon (CNFs/PTFE/PET). El area del electrodo esta
delimitada con una pieza de teflon que posee un orificio en el
centro de 5 mm de diametro. Las concentraciones del calibrado van
entre 20 -125 uM de E-110 en tampon fosfato (H.PO, /HPO,*>) a
pH 6.

El equipo utilizado es un Galvanostato/potenciostato CHI 9goo (CH
Instruments), siendo la técnica empleada una voltamperometria

lineal entre +0 Vy +1.2 V a una velocidad de barrido de 0.01 V s™.

La Figura 165 muestra el pico de oxidacion del amarillo ocaso FCF
centrado en torno a +0.68 V, el cual aumenta a medida que

aumenta la concentracion del colorante.
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%107 .

12 F|—0uM
—20 uM
t =35 uM
—50 1M
| [=——85 uM
=80 uM
| |95 uM
=110 uM
125 uM

Al JA

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
E /V vs Ag/AgCI

Figura 165. Voltamperometria lineal a concentraciones
crecientes de amarillo ocaso FCF (20 - 125 pM) para un
electrodo de CNFs/PTFE/PET.

Los voltamperogramas obtenidos durante la experiencia
electroquimica del amarillo ocaso presentan una buena relacién
lineal entre la intensidad de pico y la concentracion de E-110. Tras
llevar un anélisis robusto por regresiéon por minimos cuadrados
(LMS) se obtienen:

Al (A)=1.04-107-Cz_170 (uM) —1.53-107% . El coeficiente de
determinacion y el error estandar residual son respectivamente

R? =0.988 Y Syx =499 - 1077.

Ademaés se calcula el limite de deteccidon [295] con el modelo lineal

obteniendo un valor de 23.98 uM de E-110.

Con estos resultados se analiza la reproducibilidad del método
empleando las pendientes de 3 calibrados diferentes obtenidos bajo
las mismas condiciones experimentales. La media de las pendientes
1.051-10747.26:10%-A-uM! y la desviacién estdndar relativa
%RSD=3.76%, n=3 indican que estos electrodos muestran una

buena reproducibilidad.
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3. Determinacion de azorrubina

3.1.Electrodo de carbono comercial

La azorrubina o E-122 es un colorante habitual cuando se desea
proporcionar una coloracién roja al alimento. Su estructura
quimica se encuentra descrita en la Figura 7. Su espectro UV-Vis,
medido gracias a un espectrofotometro UV-Vis (Figura 159), es el

de la Figura 166.

0.5

0k . ) . ;
200 300 400 500 600 700 800 900
A/nm

Figura 166. Espectro UV-Vis de azorrubina o E-122.

Como se observa la azorrubina presenta dos bandas centradas en
torno a 317 nm y 514 nm, siendo esta tltima la més intensa y la que

se va a emplear como caracteristica de este colorante.

El rango de concentracion elegido para el calibrado se encuentra en
el rango de concentraciones en el que el detector del equipo de
espectroelectroquimica sea capaz de detectar la sefal espectral. Las
concentraciones van entre 20 -125 uM de E-122 en tampon fosfato

(H.PO,/HPO,>) a pH 6. Los parametros de la experiencia
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voltamperométrica son un barrido entre +0 V y +1 V a una

velocidad de barrido de 0.01V s,

%107

—0 M
151 —20 uM
=35 uM
=50 uM
=65 uM
10 f|——80uM
=95 uM
—110 xM
125 M

Al A

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
E /V vs Ag/AgCl

Figura 167. Voltamperometria lineal a concentraciones
crecientes de azorrubina (20 - 125 pM) para un electrodo de
carbono comercial.

Los voltamperogramas obtenidos durante la experiencia
espectroelectroquimica de azorrubina presentan una buena
relacion lineal entre la intensidad de pico (centrado en torno a

+0.43 V) y la concentracion de E-122.
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Figura 168. Regresion lineal robusta para el pico anédico.
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Tras llevar un andlisis robusto por regresion por minimos

cuadrados (LMS) se obtienen:

Al (A)=9.36-107-Cz_15, (uM) +1.29-10"7 . El coeficiente de
determinacién y el error estdndar residual son R? =0.998 y
Syx = 1.84-1078.

Ademas se calcula el limite de deteccion con el modelo lineal

obteniendo un valor de 9.7 uM de E-122.

Con estos resultados se analiza la reproducibilidad del método
empleando las pendientes de 3 calibrados diferentes obtenidos bajo

las mismas condiciones experimentales. La media de las pendientes

9.26:10°+2.23-101%.A-.uM! y la desviaciéon estandar relativa
%RSD=1.31%, n=3 indican que estos electrodos muestran una

buena reproducibilidad.

Ademas, el empleo de este analito nos permite utilizar técnicas
espectroelectroquimicas debido a que la azorrubina presenta dos
bandas en el UV-Vis.

Para este proposito simultineamente a la realizacion de la
voltamperometria lineal se recoge el espectro UV-Vis colocando la
sonda cerca de la superficie electrodica para una concentraciéon 125
uM de E-122.

La Figura 169a muestra la sefial espectral UV-Vis del amarillo ocaso
FCF, en el que la banda principal centrada a 517 nm decrece a

medida que la experiencia evoluciona.
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Figura 169. Senales espectroelectroquimicas obtenidas para
azorrubina 125 uM en tampén fosfato (H.PO,-/HPO,2) para un
voltamperometria lineal. a) Espectro UV-Vis, b) Representacion
3D absorbancia vs potencial/tiempo, c¢) Voltabsorciograma a
517 nm y d) derivada del voltabsorciograma a 517 nm Yy
voltamperograma lineal.

La Figura 169b muestra los cambios espectrales en 3D, mostrando
lo mismo que en la Figura 169a, la banda a 517 nm decrece durante
el barrido. En ambas figuras se puede observar la otra banda del
colorante E-122 centrada en 327 nm. Esta banda (517 nm) esta
relaciona con la oxidacion de la azorrubina. El voltabsorciograma a
517 nm, Figura 169c, muestra el decrecimiento progresivo de la
absorbancia, lentamente al principio y luego mas rapidamente a
medida que se oxida el colorante. La Figura 169d muestra la

derivada del voltabsorciograma a 517 nm junto al voltamperograma
del E-122.
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3.2. Electrodo de nanofibras de carbono

Asi mismo se va a comprobar que nuestros electrodos de
nanofibras de carbono son ttiles en la determinaciéon de este
colorante. Se empleara un electrodo de 1 mL de CNFs impregnadas
en un filtro de teflon (CNFs/PTFE/PET). El area del electrodo esta
delimitada con una pieza de teflon que posee un orificio en el
centro de 5 mm de didmetro. Las concentraciones del calibrado van
entre 20 -110 uM de E-122 en tamp6n fosfato (H.PO, /HPO,>) a
pH 6.

El equipo utilizado es un Galvanostato/potenciostato CHI 9goo (CH
Instruments), siendo la técnica empleada una voltamperometria

lineal entre +0.4 Vy +1 V a una velocidad de barrido de 0.01 V s.
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Figura 170. Voltamperometria lineal a concentraciones
crecientes de azorrubina (20 - 110 pM) para un electrodo de
CNFs/PTFE/PET.

La Figura 170 muestra el pico de oxidaciéon de la azorrubina
centrado en torno a +0.67 V, el cual aumenta a medida que

aumenta la concentracion del colorante.

Los voltamperogramas obtenidos durante la experiencia

electroquimica de la azorrubina presentan una buena relacion
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lineal entre la intensidad de pico y la concentracion de E-122. Tras
llevar un anélisis robusto por regresion por minimos cuadrados
(LMS) se obtienen:

Al (A)=3.94-108-C_15, (uM) —9.67 - 10™° . El coeficiente de
determinacion y el error estandar residual son R*> = 0.92y S, =

4.24-1077.
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Conclusiones y perspectivas de futuro

A la vista de los resultados obtenidos se extraen las siguientes

conclusiones:

1. Se ha disefiado una metodologia para preparar filtros
impregnados con nanotubos o nanofibras de carbono que

pueden ser empleados como electrodos.

2. Estos electrodos pueden ser modificados con el empleo de
técnicas, quimicas y electroquimicas, para la determinacion
de metales pesados. La sintesis electroquimica de
nanoparticulas de bismuto permite implementarlas en el
sistema de fabricacion del electrodo, obteniendo electrodos
del tipo BiNPs/CNFs/PTFE/PET. Estos electrodos
proporcionan buenos resultados en la determinacion de

cadmio, con una buena reproducibilidad.

Esto permite la sustitucion de las nanoparticulas de bismuto

por otro tipo de nanoparticulas como por ejemplo de oro.

3. Se han utilizado distintos disolventes como dispersantes de
las nanofibras de carbono, siendo el etanol el que
proporciona los mejores resultados, obteniendo una
superficie electrédica impregnada sobre los filtros maés
homogénea. Este disolvente se caracteriza por ser barato y

poseer una baja toxicidad.

4. El electrodo CNFs/PTFE/PET es facil de preparar y
proporciona buenos resultados con diferentes analitos.

Posee un buen comportamiento y reproducibilidad.

5. Se han disenado, desarrollado y fabricado celdas para ser

utilizadas con técnicas electroquimicas y
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6.

espectroelectroquimicas. Las celdas estan fabricadas en
teflon y se caracterizan porque ser econdmicas, de facil
manejo que permiten mantener la reproducibilidad durante

las diferentes experiencias.

Adquision de conocimientos de técnicas electroquimicas y
espectroelectroquimicas. Manejo de diversos instrumentos

y equipos de diferentes casas comerciales.

Este trabajo no es algo con un final sino que lo realizado hasta

ahora tiene perspectivas de futuro:

El empleo de las técnicas espectroelectroquimicas y
métodos estadisticos para la resolucion de mezclas binarias

y ternarias de colorantes.

El empleo de la metodologia de fabricacién del electrodo
para crear nuevos electrodos con diversos tipos de

modificaciones sobre la superficie de carbono.

Para terminar quiero resaltar que durante la realizacion de esta

tesis doctoral he adquirido amplios conocimientos de técnicas

electroquimicas, espectroelectroquimicas y distintas metodologias

de trabajo en el laboratorio.
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