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OBJETIVOS



El trabajo desarrollado en la presente Memoria se encuadra en la linea de

investigaciéon “Sales Organicas Conductoras. Formacién y empleo como material

electrodico” de los Proyecto CTQ2004-01677 y CTQ2007-60387 del Ministerio de

Educacién y Ciencia de Espaiia. Los objetivos globales que se han marcado son:

a)

b)

c)

d)

f)

La formaciéon de las Sales Organicas Conductoras (OCS), y su empleo como
material electrédico, bien a escala policristalina (polvo) o monocristalina, o bien

como peliculas delgadas (thin film).

Para obtener las OCS se emplean los métodos de precipitacion-cristalizacion, de
electrocristalizacion, o de autoensamblamiento (SAMs). Una vez formadas, se
emplean en la fabricacion de electrodos tipo composite, electrodos modificados,

o electrodos 6ptimamente transparentes (OTEs).

Como constituyente de las OCS se utilizan diferentes derivados de
tetracianoquinodimetanos (TCNQ), tetratiofulvalenos (TTF) y viol6genos (alquil

bipiridinas).

Los procesos de nucleaciéon y crecimiento de las sales, asi como su
comportamiento electroquimico son analizados mediante diferentes técnicas
electroquimicas, tales como Voltamperometria ciclica, Cronoamperometria y

Curvas capacidad-potencial.

Los tipos de complejos de transferencia formados en las OCS vy la orientacién
molecular en ellos se estudian mediante técnicas espectroscOpicas, empleando

espectroscopia de reflexion y/o transmision de Infra-Rojo y UV-visible.

Los electrodos formados con las OCS se ensayan posteriormente como posibles

mediadores cataliticos redox o biosensores.

A estos objetivos hay que afadir ademads, aquellos que en la busqueda de nuevas

formas de estudio y aplicacién, han surgido durante el desarrollo del presente trabajo.

Asi, fruto de la colaboracion con otros grupos de investigacion, hecho habitual en el

desarrollo de la investigacion cientifica, se han marcado nuevos objetivos tales como:

g)

Desarrollo de electrodos metdlicos modificados con polimeros organicos

conductores, dada la gran versatilidad que presentan estos materiales.
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h) Aplicacién de estos electrodos en la deteccidén voltamperométrica de iones en

disolucion.



RESUMEN



La presente Memoria pretende avanzar en el conocimiento de los materiales organicos
conductores, y su potencial aplicaciéon como electrodos de trabajo, sensores o

biosensores electroquimicos, tanto en sistemas en continuo (FIA) como en discontinuo.

La organizacién de los resultados experimentales se ha realizado de acuerdo con una
modalidad establecida por la Comisiéon de Doctorado de la Universidad de Coérdoba,
segiin la cual, la Tesis doctoral podra ser constituida por el conjunto de trabajos
publicados, o pendientes de publicacién, por el Doctorando. En esta modalidad de Tesis
se deben incluir ademds, otras secciones tales como objetivos, resumen, introduccion,

discusién conjunta de los resultados y conclusiones.

En la Introduccion, que constituye el Capitulo I, se ha profundizado en aquellos
aspectos que pueden ser interesantes, y que se han tratado en los articulos de una
manera mas somera. Asi, la Introduccién queda dividida en cinco bloques principales.
En el primero de ellos se hace una revision general de las moléculas organicas
conductoras conocidas. En el segundo, se desarrolla con profundidad el concepto de
sensor electroquimico y los tipos existentes, haciendo més hincapié en los biosensores
amperométricos. En tercer lugar, se explica el concepto de electrodos compdsitos y el
interés que presentan este tipo de metodologias. En el bloque cuatro, se describen los
electrodos modificados asi como sus posibles aplicaciones. Finalmente, se tratan
brevemente los fundamentos tedéricos de las técnicas electroquimicas empleadas en el

desarrollo de esta tesis.

En el Capitulo II, denominado Experimental, se describen los aspectos técnicos de

los diferentes montajes empleados a lo largo de la presente memoria.

La relacion de trabajos publicados se ha distribuido en 2 capitulos atendiendo a los
sistemas de detecciéon empleados en dichos articulos, es decir, por un lado deteccién
amperométrica y por otro deteccién voltamétrica. A continuacién, se describe de

manera resumida cada uno de ellos.

El Capitulo 111, titulado Sensores de deteccion amperométrica, comprende cuatro
articulos en los que se va desarrollando un nuevo electrodo compésito de PVC/TTF-
TCNQ que seréd aplicado en la determinacion electroanalitica de distintos analitos de

interés en el ambito de los analisis clinicos.



En el primero de ellos, se describe la metodologia seguida para la preparacion y
caracterizacion del electrodo compésito final. Partiendo del electrodo conocido de
PVC/Grafito se obtienen varios compdsitos diferentes, mediante el reemplazamiento
progresivo de la fase conductora de grafito por la sal organica conductora TTF-TCNQ.
Una vez obtenida la mejor composicion se estudiard también la proporcién de PVC
(fase no conductora) empleada con el objetivo de mejorar las propiedades electrénicas
del compésito obtenido. Todo ello aplicando la voltamperometria ciclica como técnica

electroquimica.

En el segundo de ellos, se lleva a cabo un estudio comparativo de las propiedades
electroanaliticas de dos compdsitos, el conocido de PVC/Grafito y el obtenido en el
trabajo anterior de PVC/TTF-TCNQ, con respecto a la determinacion de Acido
Ascérbico. El estudio se lleva a cabo tanto en sistemas en continuo como en
discontinuo. En este caso se empleard ademds la Amperometria como técnica de

determinacion.

En el tercero, el electrodo compdsito de PVC/TTF-TCNQ propuesto se aplica en la
determinaciéon simultdnea y amperométrica de dos analitos que suelen aparecer de
manera conjunta en fluidos bioldgicos, como son los Acidos Ascérbico y Urico. Se
propone un nuevo método que, mediante la medida amperométrica a dos potenciales

distintos, permite la cuantificacion de ambos analitos en una mezcla.

En el cuarto, se llevan a cabo distintas estrategias para la inclusién de la enzima
glucosa oxidasa en el compoésito de PVC/TTF-TCNQ. Una vez obtenida la mds
adecuada se aplica a la determinacién de glucosa, tanto en sistemas en continuo como

en discontinuo, y se estudia el efecto de los posibles interferentes.

Mientras que el Capitulo 1V, se titula Sensores de deteccion voltamétrica, y
comprende tres articulos en los que se desarrolla una nueva metodologia para la
determinacion selectiva de iones en disolucién, la cual, se llevard a cabo mediante
diferentes electrodos de trabajo. Por un lado, se emplea el compédsito de PVC/TTF-

TCNQ y por otro, electrodos metalicos modificados con distintos polimeros de pirrol.

En el primero, se utiliza el compdsito de PVC/TTE-TCNQ y tiene lugar la activacién

separada de cada uno de los componentes del complejo de transferencia de carga de la



sal orgédnica conductora (TTF-TCNQ). Posteriormente, la oxidacién-reduccion del
componente activado genera una deficiencia de carga que es compensada por los iones
de la disolucién y dicho fendmeno se utiliza para determinar la concentracién de iones

en disolucidn. Se finaliza con el estudio de posibles interferentes.

En el segundo, se propone un desarrollo de la ecuacién de Butler-Volmer para
explicar la pendiente obtenida en la calibracion de los sensores voltamétricos y se aplica
en la determinacién voltamétrica de cationes monovalentes mediante un electrodo
modificado Pt/PPyDBS. La ecuacion que se empleaba anteriormente, de Nicolsky-
Eiseman, era incapaz de explicar el valor de la pendiente obtenida en la calibracién de

los electrodos selectivos de iones.

Por dltimo, basandonos en las ecuaciones descritas en el articulo anterior se lleva a
cabo un estudio mds exhaustivo de dos posibles sensores voltamétricos. Se proponen los
electrodos de Pt/PPyDBS para sensor de cationes y el de Pt/PPyClO4 para aniones.
Resulta especialmente interesante el uso de la propiedad de los polimeros de pirrol de
cambiar las caracteristicas superficiales de los electrodos metdlicos, al variar la

sustancia dopante utilizada durante la sintesis polimérica.



CAPITULO I



INTRODUCCION

1. Moléculas Organicas Conductoras.

1.1 Fundamentos Tedricos y Antecedentes Bibliogréficos.
1.2 Clasificacion.
1.3 Propiedades y Aplicaciones.
2. Sensores Quimicos y Biosensores.
2.1 Fundamentos Tedricos y Antecedentes Bibliograficos.
2.2 Definicion y Clasificacion.
2.3 Sensores Electroquimicos.
2.4 Receptores bioldgicos.
2.5 Métodos de Inmovilizacién.
2.6 Biosensor Amperométrico Enzimatico.
3. Electrodos Compésitos.
3.1 Clasificacién y Generalidades.

4. Electrodos Metalicos Modificados con Polimeros Conductores.
4.1 Fundamentos Tedricos y Antecedentes Bibliograficos.
4.2 Recubrimientos Poliméricos.

5. Métodos Electroquimicos.

5.1 Voltamperometria Ciclica.

5.2 Amperometria.



1. MOLECULAS ORGANICAS CONDUCTORAS

1.1 Fundamentos Teéricos y Antecedentes Bibliograficos.

Cuando en 1729 Stephen Gray, junto con G. Wheeler y J. Godfrey, efectud la
clasificacion de los materiales en eléctricamente conductores y aislantes, nada hacia
suponer que, dos siglos mds tarde, la idea de que los metales eran los conductores por
excelencia y que los compuestos orgédnicos estaban situados dentro del grupo de los

aislantes iba a ser profundamente transformada.

Los compuestos orgédnicos han sido considerados, durante mucho tiempo, como
representantes de los materiales aislantes. Esta concepcion comenzé a cambiar de forma
significativa con la descripcion, en 1954, de un complejo de bromo-perileno que
presentaba una conductividad de 1 S cm™ [1]. Este tipo de compuesto, en el que las
unidades orgdnicas de perileno, al ser combinadas con moléculas de haldgeno,
presentan una conductividad comparable a la de los semiconductores inorgéanicos
dopados, dio lugar a la aparicién de un nuevo término: “metal orgdnico”. Sin embargo,
la bisqueda de conductores orgdnicos no se intensificé hasta el descubrimiento, en
1973, del complejo de transferencia de carga (CTQ) que forman el potente aceptor de
electrones tetraciano-p-quinodimetano (TCNQ), sintetizado en 1960 [2], y el potente
dador electrénico tetratiofulvaleno (TTF), sintetizado en 1970 [3]. El complejo TTF-
TCNQ presenta una conductividad de tipo metdlico con un maximo de 10" S cm™ a 59

K [4].

—\ NC CN
|

(a) (b) > | >
S S |

\=/ NC CN

Figura: 1. Estructura del perileno (a) y del complejo TTF-TCNQ (b).
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Durante este mismo periodo, William A. Little, basdindose en observaciones de
sistemas bioldgicos, propuso un modelo de superconductor que implicaba conduccién
eléctrica a lo largo de cadenas de hidrocarburos lineales [5]. El interés sobre los
hidrocarburos poliméricos con una extensa deslocalizacion de los electrones de tipo ©
fomento el estudio de sistemas como el poliacetileno, (CH)y. Sintetizado a finales de los
afos 50 por Natta y col. [6], se habia observado que la baja conductividad que
presentaba a temperatura ambiente (el poliacetileno en estado puro es un aislante) podia
incrementarse por exposicion a aceptores de electrones. Afios mds tarde, en 1967, un
error fortuito en la sintesis de Natta condujo a Shirakawa y col. a la obtencién de
Idminas de poliacetileno que presentaban brillo metdlico [7]. Pero hubo que esperar
hasta 1977 para observar como la conductividad de las ldminas de poliacetileno
aumentaba de 10” a 500 S cm™ a temperatura ambiente al exponerlo a fuertes aceptores
de electrones como el iodo [8]. H. Shirakawa, A.G. MacDiarmid y A.J. Heeger habian
descubierto los polimeros conductores, hecho por el cual les fue otorgado el Premio

Nobel de Quimica en el afio 2000.

R I Y A SR B |
\“c: ?’””C\“c ////(:\C //,;C\C ’:'/"C““‘c J/c\\c ’f’c\‘c /;,/c\kc ;///C\\
A A A A

Figura: 2. Estructura del trans-poliacetileno.

El estudio del poliacetileno dopado contribuy6 en gran medida a la comprension del
proceso de conduccién, introduciendo nuevos conceptos que mds tarde reaparecerian en
los modelos utilizados para explicar el fenémeno de la superconductividad. Esta
propiedad fue encontrada por primera vez en un compuesto orgdnico en 1980. Jérome y
col. descubrieron que las sales de tetrametiltetraselenofulvaleno o TMTSF,
[(TMTSF),PFs], son superconductoras con una temperatura de transiciéon de 0.9 K a 12
kbar de presiéon [9]. En la actualidad se ha sintetizado un gran nimero de

superconductores orgdnicos con temperaturas de transicion mads elevadas a presion
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atmosférica. Mds reciente es el descubrimiento de superconductividad en sales de

fullereno Cg, con temperaturas de transicion en el intervalo de 10 a 45 K [10].

Se Se:\|/'lvIe
ISe Se

Me Me

Figura: 3. Estructura del TMTSF (a) y del fullereno Cg (b).

De este modo, las tablas de conductividad de los distintos materiales tuvieron que
recoger un nuevo tipo de materiales organicos en la zona de los semiconductores y los

conductores, hasta entonces ocupada inicamente por metales (Figura: 4).

La gran cantidad de actividad cientifica desarrollada en el campo de los “metales
orgénicos” es indicativa del gran interés que han suscitado estos nuevos materiales, que
presentan propiedades muy atractivas tanto desde el punto de vista cientifico como
tecnolégico. Un reflejo de tal actividad e interés es el gran nimero de publicaciones y
articulos de revision y divulgacion relacionados con este nuevo campo de la ciencia que

aparecieron durante la pasada década [11-14].
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1.2 Clasificacion

En general, los denominados “metales organicos” se suelen clasificar en cuatro tipos
fundamentales: polimeros conjugados, complejos o sales de transferencia de carga,

metalomacrociclos y fullerenos (Figura: 5).

Metal icl )
emacrocicos Materiales

A nrganicos

O-O-0O conductores

’*{}“‘E?i ¥ i {

Polimeros conjugados Fullerenos

Figura: 5. Metales orgdnicos.

a) Polimeros conjugados: idealmente, los polimeros conductores son sistemas lineales

infinitos, perfectamente ordenados, construidos por repeticion de unidades que
contienen electrones de tipo m, de tal forma, que no exista interrupcién de la
conjugacién. Todos los polimeros conjugados son semiconductores o aislantes que, por
inyeccion de cargas positivas (huecos) o negativas (electrones) en las cadenas (dopado),
se transforman en conductores. El descubrimiento de las propiedades conductoras del
poliacetileno dopado propicié la sintesis de otros polimeros conjugados de mayor
estabilidad, solubilidad y procesabilidad. Disponemos, por tanto, de unos materiales que
combinan las propiedades eléctricas y Opticas de los metales y los semiconductores, con
las propiedades mecénicas (ligereza, flexibilidad y moldeabilidad), bajo coste vy
procesabilidad de los plasticos [15]. A estas ventajas, hay que afadir, ademds, la
versatilidad quimica de estos materiales, que permite modificar sus propiedades

mediante sintesis quimica. En la mayoria de ellos, la unidad que se repite es un ciclo,

14



como el benceno, o un heterociclo, como el pirrol, el furano o el tiofeno, dando lugar a
polifenileno, polipirrol, polifurano o politiofeno, respectivamente, cuyas

conductividades en estado dopado son del orden de 10-10° S cm™! [13].

b) Metalomacrociclos: son complejos metédlicos formados por un sistema

macrociclico, como ftalocianinas o tetrabenzoporfirinas, coordinado con un metal de
transicion capaz de hexacoordinarse (Fe, Co, Cr, etc.). Conectando estos complejos a
través de un ligando unido al metal del metalomacrociclo se obtienen polimeros que,
tras el dopado con un aceptor electrénico, se transforman en polimeros conductores
cuyas propiedades se pueden modular variando la naturaleza del metalomacrociclo, del
atomo metdlico central o del ligando puente [16]. Por otro lado, los macrociclos
cristalizan formando columnas en las que las moléculas se disponen paralelamente a lo
largo del eje de apilamiento. El solapamiento de orbitales tipo m permite una
deslocalizacién de los electrones a lo largo del apilamiento, dando lugar a materiales
conductores quasi-unidimensionales. En estos casos, no es necesaria la presencia del
atomo metdlico para lograr conductividades elevadas [17]. A pesar de que su

conductividad es menor que la del poliacetileno, su estabilidad es mucho mayor.

c¢) Fullerenos: constituyen la tercera forma alotrépica del carbono, siendo las otras dos
el grafito y el diamante. Son moléculas discretas formadas por un nimero definido de
atomos. Una de ellas, el Cgp, es una molécula constituida por 60 dtomos de carbono
situados sobre la superficie de una esfera, en la que cada 4tomo estd unido a tres vecinos
mediante un enlace tipo spz. Asi, el electron de tipo m que queda por cada dtomo de
carbono se encuentra deslocalizado sobre la superficie de la esfera en orbitales
moleculares de tipo m. La molécula de Cg en estado neutro posee una estructura
electronica de capa cerrada dando lugar a un sélido molecular aislante. Sin embargo, el
dopado con metales alcalinos o alcalinotérreos da lugar a una banda de conduccién
parcialmente llena con la estequiometria M3Cgp (siendo M3 = K3, Rbs, Cs;Rb, etc.) [18].
La conductividad en los fullerenos se debe al solapamiento de los orbitales m de
moléculas vecinas cercanas. La forma de las moléculas, junto con la estructura
cristalina, hace de los MsC¢y conductores tridimensionales. Esta nueva familia de

conductores moleculares presenta, ademas, el fendmeno de superconductividad [19].
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d) Complejos y sales de transferencia de carga: con esta denominacién se pretende

incluir a los compuestos en los que se produce una transferencia parcial de carga de una
molécula dadora a una molécula aceptora, formando un cristal de tipo i6nico en el que
los aniones, los cationes, o ambos son grupos quimicos de alguna complejidad. El
arquetipo de complejo de transferencia de carga conductor es el TTF-TCNQ, que sera la
sal orgédnica conductora empleada en esta tesis para la creacién de un nuevo electrodo
composito (Capitulo III). Dicho complejo presenta una estructura cristalina en la que las
unidades de TTF y TCNQ se disponen paralelamente formando pilas separadas de
moléculas dadoras y aceptoras [20]. Experimentalmente se comprueba que, aunque la
estequiometria dador/aceptor en el cristal es 1:1, hay una transferencia de carga
fraccionaria entra ambos apilamientos (0.59e, es decir, hay 59 electrones deslocalizados
sobre cada 100 moléculas en cada pila de TCNQ), dando lugar a un sistema de valencia
mixta en el que coexisten moléculas cargadas y moléculas neutras. El solapamiento
entre las nubes electronicas m de moléculas vecinas da lugar a bandas electrénicas
parcialmente llenas y proporciona un camino de deslocalizacién que permite la
movilidad de los electrones desapareados a través de los apilamientos. De este modo,
los cristales de TTF-TCNQ presentan una conductividad eléctrica de tipo metdlico que

aumenta de 500 S cm'l, a temperatura ambiente, hasta un maximo de 10°Secm™ a 59 K.

— X

Figura: 6. Proyeccion de la estructura cristalina del complejo TTF-TCNQ a lo largo del eje X [20]. Los
apilamientos separados del TTF y TCNQ se disponen a lo largo del eje Y. Las moléculas de TCNQ
(circulos negros) estdn en primer plano.

Para formar complejos orgédnicos de transferencia de carga (CTC) conductores, se
necesita que, en el sélido, las moléculas de dadores y aceptores se ordenen en

apilamientos segregados, en los que los orbitales HOMO de las moléculas dadoras
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interaccionen por una parte, y los orbitales LUMO de las moléculas aceptoras lo hagan
por otra, dando lugar a la formaciéon de bandas electrénicas que permitan la
deslocalizacién de los electrones y, en consecuencia, a conductividades elevadas. Por
otra parte, para obtener sistemas conductores estables son necesarias moléculas capaces
de formar radicales estables. Ademds, la transferencia de carga entre las moléculas
dadoras y aceptoras en el sélido ha de ser parcial para conseguir compuestos de valencia

mixta con conductividad de tipo metalico.

En la Figura: 6 se puede ver como las moléculas de dador y aceptor se disponen en
apilamientos separados en el complejo TTF-TCNQ, situdndose las moléculas de TCNQ

en primer plano (circulos negros) y las moléculas de TTF en un segundo plano.

1.3 Propiedades y Aplicaciones

Los materiales orgdnicos conductores constituyen una nueva generacion de materiales
funcionales con numerosas aplicaciones ligadas a las propiedades que presentan
(Figura: 7). Una de las grandes ventajas que ofrece este tipo de compuestos es la
posibilidad de modular dichas propiedades mediante la introduccién de sustituyentes y
heterodtomos, asi como con el nivel de dopado. Por otra parte, en el caso de los
polimeros conductores, se combinan las propiedades electrénicas y Opticas de los
metales y los semiconductores con las interesantes propiedades mecdnicas y las ventajas

de procesado de los polimeros.

Propiedades como la conductividad eléctrica, con transiciones metal-aislante a bajas
temperaturas, y la posibilidad de ser dopados reversiblemente hacen de estos materiales
componentes electrénicos utiles para el desarrollo de baterias, sensores (narices y
lenguas electrénicas), dispositivos electrénicos (diodos, transistores...) o células

fotovoltaicas [21].
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Figura: 7. Relacion entre la sintesis quimica, los nuevos materiales organicos eléctrica, magnética y/u
Opticamente activos que de ella resultan y las enormes posibilidades tecnoldgicas que de ellos derivan
[13].
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2. SENSORES QUIMICOS Y BIOSENSORES

2.1 Fundamentos Tedricos y Antecedentes Bibliograficos.

El creciente interés por realizar andlisis de forma rdpida y econdmica, asi como por
optimizar la produccién mediante andlisis en continuo (“on-line”), ha dirigido la
investigacion hacia la puesta a punto de métodos analiticos que sean compatibles con

sus necesidades.

Los sensores son dispositivos que transforman la informacién fisica o quimica en una
sefal util que pueda ser procesada y, por tanto, que facilite informacién de interés de

una manera rapida y sin necesidad de andlisis muy complejos [22].

Estas caracteristicas, combinadas con la incorporaciéon de los ultimos avances en
tecnologias de miniaturizacién en la fabricacion masiva de sensores, hacen de estos

dispositivos unas herramientas de gran interés en la industria.

Existen dos clases de sensores, clasificados segtn el tipo de informacién que sean

capaces de transformar [22]:

- Fisicos: Dispositivos que detectan cambios en pardmetros fisicos (temperatura,

presion, flujo de masa, etc.)
- Quimicos: Detectan cambios de pH, concentracion, composicion, etc.

Actualmente, la mayor parte de sensores utilizados para el control de procesos
industriales son fisicos [23], pero la necesidad de obtener informacién quimica ha

favorecido la investigacion y el desarrollo de este tipo de sensores.

Desde que se describieron los primeros sensores quimicos a principios del siglo XX
[24,25], estos dispositivos han dado lugar a una gran produccién cientifica. Sin
embargo, su aplicacién es muy limitada ya que su fabricacion se suele realizar

manualmente, y por tanto lleva asociado un elevado coste.

De esta manera, se pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos métodos de
fabricacion de sensores quimicos que permitan una produccién automatizada,
reduciendo los costes de produccién, y poder aprovechar asi la gran potencialidad

analitica que tienen estos dispositivos.
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Por este motivo, en estos ultimos 30 afios, los biosensores electroquimicos han
cobrado gran importancia, especialmente en sus aplicaciones industriales. Esto ha sido
debido a la aplicacion de tecnologias de miniaturizacién en la fabricacion de electrodos,
lo que facilita la produccion en masa de biosensores, reduciendo asi los costes en su
fabricacion, y asegurando una gran reproducibilidad. De esta manera, es posible la
integraciéon en un darea pequefia [26] de los dos o tres electrodos requeridos

habitualmente para la realizacién de medidas voltamperométricas.

Otra de las ventajas que presenta el uso de biosensores miniaturizados es el minimo
consumo de reactivos. Disponer de un drea de trabajo mucho menor requiere menos
cantidad de material biolégico en la fabricacion, a la vez que permite trabajar con
volimenes de muestra mds pequefos. Por otra parte, estas dimensiones reducidas
permiten realizar andlisis rdpidos y hacer un seguimiento de los productos incluso en
continuo (“on-line”) e in situ. Como inconveniente, la instrumentacién que se requiere

ha de ser mucho mas sensible, ya que la sefal que se debe tratar es mucho menor.

2.2 Definicion y Clasificacion.

En el campo de la Quimica Analitica, la tendencia es simplificar el protocolo de
andlisis de una muestra determinada, reduciendo asi los tiempos de andlisis y su coste.
Tradicionalmente se ha utilizado instrumentacién analitica muy sofisticada, tal como
cromatégrafos, espectrofotometros, ICP-masas, etc., de coste elevado y que requiere
especializacion por parte del operario. Ademas, este tipo de equipos son incompatibles

con analisis en continuo o pruebas de campo.

Si bien los sensores quimicos se presentan como una clara alternativa, ya que
permiten realizar andlisis on-line, en cambio, su sensibilidad y fiabilidad es mucho

menor que la ofrecida por la instrumentacion analitica convencional.

Los campos donde los sensores quimicos han tenido una mayor implantacién son
principalmente, la biomedicina, el medioambiente y, en los tltimos afios, en la industria
alimentaria, si bien en otros sectores, como la bioseguridad, se estdn desarrollando de

forma exponencial.
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Entre este tipo de sensores caben destacar los biosensores, ya que son los dispositivos
con mds selectividad y por tanto, con mads aplicaciones potenciales en Quimica
Analitica. Desde hace varios afios, algunos de ellos ya han sido comercializados, como
por ejemplo, los utilizados para los andlisis de glucosa en sangre, de vital importancia

en pacientes diabéticos.

Un sensor quimico es un dispositivo capaz de traducir la informacién quimica de una
muestra en una seflal analitica util [22]. Los sensores quimicos constan de dos
componentes basicos: un sistema de reconocimiento o receptor y un transductor, sobre

el que se encuentra conectado el primero.

El receptor reconoce selectivamente la informacion quimica presente en la muestra, y
la convierte de forma que pueda ser reconocida por el transductor. Este la transforma, a
su vez, de una sefial primaria a una sefial secundaria procesable f4cilmente,

generalmente eléctrica u dptica. Existen tres tipos de receptores [27],

* Fisicos, cuando no hay reacciones quimicas involucradas en la deteccion, un ejemplo

son los materiales piezoeléctricos utilizados para detectar cambios de masa.

* Quimicos, la sefial proviene de una reaccidén quimica, por ejemplo agentes quelatantes,

ionoforos, etc.

* Bioldgicos, cuando el material receptor tiene una procedencia biolgica. Por ejemplo,
enzimas, anticuerpos, ADN, células, etc. En este caso, los sensores quimicos son

denominados biosensores (Figura: 8),

La clasificacion de los sensores y biosensores se puede realizar atendiendo a
diferentes criterios, como son el tipo de receptor utilizado, la metodologia empleada
para inmovilizar este receptor o el tipo de transductor utilizado, siendo ésta la mads
aceptada [28]. En la tabla 1 se recogen los distintos tipos de sensores y biosensores

segun este criterio.
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Tabla: 1. Clasificacién de sensores quimicos y biosensores segtin el transductor utilizado.

Tipos de transductores Descripcion

Transforman los cambios producidos en
una sefial Optica por la interaccién de un

Opticos analito con el receptor.

La senal transformada es debida a una
interaccion electroquimica entre el analito

Electroquimicos y el electrodo.

Dispositivos que transforman un cambio
. de masa que se da sobre el electrodo
Piezoeléctricos s .

modificado con materiales con

propiedades piezoelectrOnicas.

Dispositivos capaces de medir cambio de

o calor sobre la superficie del electrodo.
Térmicos

Figura: 8. Esquema genérico de un biosensor.

A continuacion se describe, con més detalle, el grupo de sensores electroquimicos, ya

que son los utilizados a lo largo del presente trabajo.
2.3 Sensores Electroquimicos

Durante la pasada década, los sensores basados en transductores electroquimicos

fueron los que mds publicaciones cientificas generaron (Figura: 9) [29-31]. Hecho que
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estaba claramente ligado al hecho de que estos dispositivos son mds robustos, su
fabricacién es mas simple y econdémica que la del resto de transductores, y ademas,
poseen un amplio intervalo de linealidad y tiempos de respuesta muy cortos. Asi mismo,
los equipos necesarios para recoger y procesar la sefal, tales como potenciostatos y
conductimetros, son econdmicos, de facil mantenimiento, manejo y miniaturizacion, y

son de uso comun en la mayoria de laboratorios de anélisis.

1200
[ 1985-1989

1000 | m 1990-1991
[ 1992-1993

8007 | 5 1994-1997

500+

400+

N articulos/ano

200+

Figura: 9. Numero de publicaciones en sensores quimicos durante la pasada década.

Existen tres grandes grupos de transductores electroquimicos clasificados segun la
técnica electroquimica utilizada para obtener la informaciéon de la muestra;

conductimétricos, potenciométricos y amperométricos.

Transductores Conductimétricos

Este tipo de transductores se basan en la medida de cambios de conductividad (o

alguna propiedad asociada a ésta) provocados por el analito, ya sea en la solucién de
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medida o en la membrana selectiva. En algunos casos, se pueden llegar a medir incluso

cambios de conductividad del propio analito [29].

La conductividad es proporcional a la concentracion de iones segun la ecuacion:

A=X
C

siendo k la conductividad especifica (S cm'l), y C la concentracién de iones (mol cm'3).

Las medidas de resistividad en corriente continua son las mds comunes para el
funcionamiento de estos sensores, aunque para registrar medidas de impedancia se
utiliza corriente alterna [32]. Estas medidas de impedancia se suelen utilizar para

caracterizar algunos liquidos y/o superficies de electrodos modificadas [33,34].

Estos dispositivos tienen una configuracion muy simple, consistente en dos electrodos
que pueden ser de diferentes materiales. Generalmente, son de algiin metal noble sin
modificar, tal como oro, que puede detectar cambios de concentracién del acido
sulthidrico; o como platino, paladio o rutenio, que pueden ser utilizados para la

deteccion de hidrégeno [35].

También se han desarrollado diferentes biosensores conductimétricos [36,37]
mediante la modificacién de electrodos con material biol6gico atrapado en polimeros

conductores.

Transductores potenciométricos

Las medidas potenciométricas consisten en la determinacién de una diferencia de
potencial en condiciones de circuito abierto entre un electrodo de trabajo y uno de

referencia.

La diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona con la

concentracion del analito de acuerdo con la ecuacién de Nersnt,

Z
E=E" +Eln(ai W a/j (1)

nF b
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Donde a, es la actividad del ion principal, a; la actividad del ion interferente, Zy

Z, son las cargas de los iones principal e interferente, y k" es el coeficiente de

selectividad [38].

Los transductores potenciométricos son el grupo de dispositivos electroquimicos més
desarrollados y estudiados durante la pasada década (Figura: 10). Histéricamente, el
origen de los sensores quimicos se remonta a principios del siglo XX con el desarrollo

del electrodo de vidrio [4], uno de los sensores potenciométricos mds utilizados.

La mayor aplicacion de este tipo de sensores es la fabricacion de electrodos selectivos
de iones (ISE’s) [39,40], donde se modifica el electrodo de trabajo con una membrana

selectiva a un i6n determinado.

Los transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFET’s) [41] y su
modificacién con membranas selectivas (CHEMFET “s) también se incluyen dentro del

grupo de sensores potenciométricos.

Recientemente han aparecido un nuevo tipo de sensores selectivos de iones
denominados “Sensores Voltamperométricos”. Las curvas intensidad-potencial
generadas proporcionan analiticamente mas informacién que las curvas de potencial de
equilibrio obtenidas bajo condiciones potenciométricas; ademads, el potencial reversible
puede calcularse a partir de datos obtenidos bajo condiciones dindmicas. Requiere
preparar un electrodo por ion a determinar y se basa en ecuaciones tipo Nersnt,
adaptadas por Bond y col. [42,43], que establecen una relacién directa entre el potencial
reversible (4) y el logaritmo de la concentracion del ion en el electrolito (2 y 3). Las

ecuaciones adaptadas de Bond y col. para sensores voltamétricos son:
Para cationes: E,=E" +Slog [M*} (2)
Para aniones: E,= E” —Slog[X‘} 3)

Donde [M*] y [X] son las concentraciones de cationes y aniones, respectivamente. S
es la pendiente obtenida a partir de las curvas de calibracién, y E” la ordenada en el

origen. El potencial reversible E, se define como:
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red ox
_E *E,
2

E, “)

. red . . ., ox . . . '
siendo E el potencial de pico de reduccién y E" el potencial de pico de oxidacion.

Estas ecuaciones serdn las aplicadas mds adelante al electrodo selectivo de iones

PVC/TTF-TCNQ propuesto en esta tesis.
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Figura: 10. Numero de publicaciones en transductores electroquimicos durante la pasada década.

Transductores amperométricos

Este tipo de dispositivos se basan en la aplicacion de un potencial fijo sobre un
electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito, respecto a un electrodo de
referencia. Un tercer electrodo, denominado auxiliar, es necesario en la mayoria de los
casos para completar la celda electroquimica [44]. También es posible realizar andlisis
basados en técnicas voltamperométricas, variando el potencial de trabajo de forma

controlada.
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Los transductores amperométricos se fundamentan en la proporcionalidad existente
entre la concentracion de una determinada especie electroactiva y la corriente eléctrica
registrada al oxidarse o reducirse sobre la superficie de un electrodo polarizado. Esta
relacion intensidad-concentracion se comporta segin el siguiente modelo que proviene

de la Ley de Fick,

§(C0 (0’ t))

I=nFAD, ==
X

5
Donde A es el area del electrodo de trabajo, Dy y Cy son el coeficiente de difusion y la

concentracion del analito, respectivamente, y x representa la distancia de la doble capa.

En el caso de que la solucion esté agitada constantemente, se puede considerar que X
se mantiene constante y se corresponde con el tamafio de la capa de difusién (d). Asi, la
ecuacion anterior puede simplificarse obteniéndose una relacion lineal entre la

intensidad medida y la concentracion del analito,

_ nFAD,
o

1 C, (6)
Los biosensores amperométricos son los que han mostrado un mayor avance debido a
su extensa aplicacién dentro del campo del andlisis médico. Ejemplos significativos de

estos avances son los biosensores para medidas en sangre y suero.

En capitulos posteriores se describird de manera més detallada el funcionamiento de

este tipo de dispositivos.

2.4 Receptores Biologicos.

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

SENSores.
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Los biosensores, sobre todo los basados en transductores electroquimicos, son uno de

los campos que més ha avanzado en cuanto a investigacion en los dltimos afios.

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre

transductores electroquimicos:

= Anticuerpos

= Acidos nucleicos
* Microorganismos
» Tejidos orgédnicos

=  FEnzimas

Los enzimas son los elementos mds cominmente utilizados para la fabricacion de
biosensores debido a su bajo coste, disponibilidad en el mercado y facil manipulacion

[45].

A continuacién se describen los diferentes receptores, haciendo especial énfasis en los

enzimas, ya que son los utilizados en el presente trabajo.

Anticuerpos

Los Anticuerpos son, junto al ADN, los agentes bioldgicos mds selectivos que existen.
Debido a su estructura tridimensional puede enlazarse con una sustancia (antigeno) de

una manera muy especifica.

En los ultimos diez afios, se han realizado grandes esfuerzos para desarrollar
inmunosensores [46]. El inconveniente de este tipo de material para aplicaciones en la
fabricacién de biosensores es que no tiene capacidad catalitica, lo que implica el empleo
de anticuerpos o antigenos marcados, con un isétopo radiactivo, enzimas, particulas

luminiscentes, etc. [47].

En el caso de los inmunosensores basados en transductores amperométricos, el
marcaje mas utilizado es mediante enzimas. La corriente recogida por el transductor es
proporcional a la concentracidn de las especies electroactivas generadas por la reaccion

enzimatica, y por tanto, proporcional a la cantidad de anticuerpos marcados [48].
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Acidos nucleicos

La alta especificidad de los pares de bases (adenina/timina y citosina/guanina)
distribuidas a lo largo de la doble hélice que forma la cadena de ADN, hace este

material de gran interés en la fabricacién de biosensores.

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

transductor.

Como en el caso de los anticuerpos, este tipo de material no tiene capacidad catalitica,
por tanto, para su deteccidon necesita ser marcado [45]. En el caso de utilizar

transductores amperométricos, éstos suelen estar modificados con enzimas.

Este tipo de deteccion es muy reciente [49,50]. Las primeras publicaciones basadas en
transductores electroquimicos datan de los afos 90 [51-53]. Por tanto, atin no se ha

podido aprovechar el gran potencial de este material biolégico.

Microorganismos

Los microorganismos tienen una gran importancia en diferentes procesos
biotecnoldgicos, en la industria vitivinicola, en procesos de sintesis de farmacos, o en

tratamientos de agua.

Muchos biosensores basados en células han sido desarrollados para el control de

dichos procesos [45].

Los microorganismos pueden asimilar compuestos orgdnicos y generar un cambio que
es detectado por el transductor. Existen publicaciones donde se utilizan sensores
amperométricos con microorganismos inmovilizados para el control de calidad de las

aguas residuales, basados en el seguimiento de la respiracion celular [54,55].
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Tejidos organicos o celulares

Los tejidos orgdnicos pueden ser utilizados como elemento de reconocimiento
practicamente sin preparacion. Generalmente, tienen una gran variedad de enzimas
inmovilizados, y por tanto, no son tan selectivos como otros materiales biolégicos. Por
el contrario, estdn en su medio natural y es mads dificil su degradacion, lo que aumenta el

tiempo de vida del biosensor.

El niimero de publicaciones existentes en este campo es minimo comparado con otros
receptores bioquimicos [56], atn asi, se reportan algunos trabajos [57,58]. Un ejemplo
de inmovilizacién sobre transductores electroquimicos es el publicado por Vieira y col
[59], donde se inmoviliza tejido celular de una patata como fuente de peroxidasa, sobre

un electrodo de grafito.

Enzimas

Los enzimas son proteinas capaces de catalizar una reaccién quimica. Reaccionan de
manera selectiva con un analito o familia de analitos, acelerando la reaccién quimica, y
sin consumirse. Si la reacciéon enzimadtica involucra un solo sustrato, el mecanismo

basico de la catdlisis enzimatica es el siguiente:

KS Kcat
E+S <2 ES > E+P
Donde S es el sustrato, E el enzima, ES el complejo enzima-sustrato y P el producto.
Para una concentracion de enzima, la velocidad de reaccion catalizada enzimaticamente

viene dada por la ecuacién de Michaelis-Menten:

E IV
v :[k;]ﬁ )
donde V,,,, es la maxima velocidad de reacciéon y Ky, es la constante de Michaelis, que
corresponde a la concentracién de sustrato para la cual la velocidad es igual a la mitad
de la velocidad maxima. En la Figura: 11 se muestra la dependencia tipica de la

velocidad de reaccién enzimatica de la concentracion de sustrato, seflalandose los

valores de los pardmetros Ky y Vyax ¥ las zonas donde la sefial obtenida es util para la
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determinacion del sustrato y para la determinacion de la actividad enzimatica. Desde el
punto de vista analitico, a medida que se tiene una constante de Michaelis mds elevada

la sensibilidad del método disminuye, pero aumenta el intervalo de linealidad.

Vimax [
Region util parala
determinacionde la actividad
Vmax 2} cnzimatica

Region util para la
determinaciondel Sustrato

—

Velocidad de Reaccion Enzimatica

Y

Km .
Concentracionde Sustrato, [S]

Figura: 11. Dependencia de la velocidad de la reaccién enzimadtica frente a la concentracidn de sustrato.

La actividad enzimatica, estd regulada por el pH del medio, la fuerza idnica, la
temperatura y, requiere en algunos casos, la presencia de un cofactor. El cofactor es un
producto quimico no proteico necesario para que la reaccion enzimaética se lleve a cabo,

por ejemplo NAD™ u oxigeno.

Los enzimas estdn formados por una estructura tridimensional compuesta por
péptidos, con una zona activa que reacciona con el sustrato. Esta zona activa, que

confiere especificidad a la enzima, suele estar situada en el interior del enzima.

Existen diferentes tipos de enzimas, clasificados segun el tipo de reaccién que llevan a

cabo,

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

= Hidrolasas, catalizan reacciones de hidrolisis.
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= Liasas, catalizan adiciones de grupos a dobles enlaces o formaciones de dobles
enlaces por eliminacion de grupos.

= [somerasas, catalizan la interconversion de isOmeros.

= Ligasas, catalizan la formacién de enlaces C-C, C-S, C-O y C-N por reacciones
de condensacion acopladas a la hidrdlisis de ATP.

=  (Oxidoreductasas, catalizan reacciones de oxidoreduccion, es decir, transferencia

de hidrégeno o electrones de un sustrato a otro. Debido a esta capacidad redox,
son el candidato ideal para su utilizacién como bioreceptores en biosensores

amperométricos.

Los enzimas fueron los primeros bioreceptores utilizados, y siguen siendo hoy en dia

los mds empleados para la fabricacion de biosensores.

Una de las grandes ventajas de la utilizacién de enzimas, a parte de su alta
selectividad, es su menor tiempo de respuesta en relaciéon con los otros tipos de
biosensores. Como inconvenientes, se debe tener en cuenta que pierden actividad al ser
inmovilizadas sobre la superficie del electrodo y tienen un tiempo de vida relativamente

corto.

Dos claros ejemplos de biosensores basados en enzimas son los utilizados para la

determinacion de glucosa [60,61] y urea [62,63].
2.5. Métodos de Inmovilizacion.

La inmovilizacién del material biolégico es un proceso mediante el que se confina el
bioreceptor sobre el transductor electroquimico, para dar lugar a formas insolubles que

retienen su actividad.

Es el proceso méas importante en la fabricacién de un biosensor, ya que caracteristicas
tan importantes como el tiempo de vida o la sensibilidad, dependen en gran medida de

la metodologia de inmovilizacién utilizada.
Como ventajas del empleo de material biologico inmovilizado cabe destacar [64],

v" Aumento de la estabilidad del receptor biolGgico.

v" Posible reutilizacién del biosensor, disminuyendo el coste del proceso.
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Por otra parte, los principales inconvenientes del proceso de inmovilizacién son [65],

v' Alteracién de la conformacién del material bioldgico respecto de su estado
nativo.

v" En el caso de la utilizacién de enzimas, pérdidas de su actividad catalitica.

En general, los métodos de inmovilizacién se suelen clasificar en dos grandes grupos

[65]; retencion fisica y unién quimica (Figura: 12).

Metodos de inmowilizacion

Union quimica

Adsorcion Entrecruzamiento Enlace
en la superficie (cross-linking)

B |

covalente

Figura: 12. Clasificacién de los métodos de inmovilizacion.

A continuacion se describen, con més detalle, cada uno de los tipos de inmovilizacién

enzimatica, ya que es el componente bioldgico empleado en este trabajo.

Atrapamiento

Consiste en la retencién fisica del enzima en las cavidades interiores de una matriz
solida porosa (Figura: 13), constituida generalmente por mondmeros fotocurables o
polimeros del tipo poliacrilamina, PVC, coldgeno, alginato, carraginato o resinas de
poliuretano. También se suelen utilizar hidrogeles [66], como poly(2-hydroxyetil

metacrilato) (p(HEMA)), o polimeros conductores, como polipirrol [67].

Es una técnica de gran sencillez desde el punto de vista experimental, y no requiere
una gran cantidad de material biolégico. Como ventaja adicional, el enzima no sufre
ninguna alteracion en su estructura. Uno de los inconvenientes es la gran barrera creada
que dificulta la difusién del analito hasta el centro activo de la enzima, aumentando el
tiempo de respuesta del sensor [28]. El Atrapamiento requiere un control riguroso de las
condiciones de polimerizacion, ya que pueden alterarse los grupos reactivos de la

proteina, lo que provocaria pérdidas en la actividad enzimatica.
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Figura: 13. Inmovilizacién enzimatica por atrapamiento.
Microencapsulacion

En esta técnica, los enzimas estdn rodeados de membranas semipermeables que

permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no del enzima (Figura: 14).

Este método permite que el material biolégico esté en contacto directo con el
transductor, manteniendo, a su vez, la alta selectividad de los enzimas puesto que no se

ven afectados por los cambios de pH, temperatura o fuerza i6nica en el medio [45].

Figura: 14. Inmovilizacién enzimatica mediante microencapsulacion.
Adsorcion en la superficie

En la adsorcién, el enzima se une a un soporte sin funcionalizar mediante
interacciones i6nicas (Figura: 15), fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno. Se
suelen utilizar diferentes sustancias con gran capacidad de adsorber material bioldgico,
como por ejemplo aldmina, arcillas, grafito y silica gel. Los principales factores que

influyen en la adsorcion son:
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e El pH del medio: controla el nimero y la naturaleza de las cargas que presenta la

superficie de la proteina y del sélido.

e La fuerza idnica: al aumentar la fuerza idnica se produce la desorciéon del
enzima, ya que los iones inorgédnicos se unen con mds fuerza al soporte que la

proteina.

e FEl didmetro del poro: debe ser aproximadamente dos veces el tamafo del eje

mayor del enzima.

e [a presencia de iones que actien como cofactores del enzima, ya que pueden

incrementar la carga enzimadtica del derivado.

Es un método de preparacion sencilla, bajo coste y que no implica cambios de
especificidad enzimdtica, pero tiene como inconvenientes que es poco estable desde el

punto de vista mecdnico, y que la unién con el soporte es débil.

Figura: 15. Inmovilizacién enzimatica por adsorcion sobre la superficie.

Entrecruzamiento (cross-linking)

Es la técnica que se ha empleado con éxito en esta tesis para la fijacion de la enzima
glucosa oxidasa en la superficie del compdésito PVC/TTE-TCNQ (Capitulo 111.4). En la
bibliografia es ampliamente utilizada para la estabilizacién de enzimas [68]. El método
consiste en la utilizacion de reactivos bifuncionales (dialdehidos, diiminoésteres,
diisocianatos, sales de bisdiazonio, e incluso, diaminas, si estan activadas con

carbodiimida) que originan uniones intermoleculares entre moléculas de enzima
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(Figura: 16). Los entrecruzadores mds utilizados son  glutaraldehido,

hexametildisocianato y 1,5-dinitro-2,4-diflorobenceno [28].

Figura: 16. Inmovilizacién enzimatica mediante entrecruzamiento.

El entrecruzamiento permite eliminar las pérdidas de actividad enzimdtica debidas a
efectos difusionales, entrecruzando el material bioldgico con proteinas sin actividad
enzimadtica y rica en residuos de lisina como, por ejemplo, la seroalbimina bovina

(BSA) [65].

Un procedimiento mixto de inmovilizacién muy comin consiste en inmovilizar el
enzima por adsorcién en una matriz polimérica, consiguiéndose asi una elevada carga

enzimatica, y posteriormente modificarlo con entrecruzadores [69].

Union Covalente

La metodologia de la unién covalente entre el transductor y el enzima se basa en la
activacién de grupos quimicos del soporte para que reaccionen con nucledfilos de las
proteinas. De entre los 20 aminodcidos diferentes que se encuentran en la estructura de
los enzimas, los mas empleados para la formacién de enlaces covalentes son
principalmente la lisina, la cisteina, la arginina y los 4cidos aspdrtico y glutdmico. El
resto de aminodcidos, debido a su cardcter hidréfobo, no se encuentran expuestos hacia

el exterior de la superficie proteica, y no pueden intervenir en la union covalente [45].

Este tipo de inmovilizacion precisa del control de pardmetros como el pH o la fuerza

i6nica de la solucién, asi como disponer de una superficie del transductor perfectamente
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limpia. La gran ventaja de este método es que permite conseguir tiempos de vida muy

largos, entre 4 y 14 meses [28].

b)

Figura: 17. Inmovilizacién enzimatica mediante unién covalente. a) no orientada, b) orientada.

En la figura: 17 se muestran los dos tipos de inmovilizacién mediante unién covalente

existentes, en funcion si el enzima esta o no orientado.

2.6 Biosensor Amperométrico Enzimatico

La primera publicacién cientifica sobre un biosensor amperométrico se remonta a
1962, por Clark y Lions, para la determinacién de glucosa en sangre [70]. Desde
entonces, estos dispositivos, especialmente los utilizados para la determinacién de

glucosa, han sido de los més estudiados [71].

Los biosensores combinan la elevada selectividad de los enzimas con la simplicidad
de los transductores amperométricos. En la figura: 18 se muestra el funcionamiento
basico de este tipo de dispositivos. El analito difunde, primero a través de la solucién (i)
y después a través de la membrana (ii) (en el caso de existir), hasta entrar en contacto
con el centro activo del enzima, donde reacciona generando un producto, generalmente
con propiedades redox (iii). Este es oxidado o reducido sobre el electrodo (iv),

generando un producto que difunde de nuevo a la solucién (v) [38].
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membrana

transductor

Figura: 18. Esquema de un biosensor de glucosa. (i) Difusién del analito y del cofactor al interior de la
membrana; (ii) reaccién enzimdtica; (iii) difusién de los productos hacia el electrodo y fuera de la

membrana; (iv) reaccion electroquimica; (v) difusién de los productos de la reaccion electroquimica hacia

la muestra.

La intensidad recogida es proporcional a la concentracion del analito segun la ley de
Faraday (eq. (6)) estando limitada por los pasos (i) (ii) (iii). La reaccién electroquimica
suele ser mucho mds rdpida que la enzimadtica, por tanto no se puede considerar un paso

limitante del mecanismo global.

Se han desarrollado diferentes métodos para la transferencia de electrones entre el
enzima y el transductor amperométrico, lo que permite diferenciar tres generaciones de

biosensores amperométricos (Figura: 19).

a) b) <)

Figura: 19. Esquema de las tres generaciones de biosensores basados en oxireductasas. a) Primera,

(b)Segunda y (c) Tercera generacion.
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Primera Generacion

Estdn basados en la medida de uno de los productos o del cofactor de la reaccién
enzimatica. Por tanto, es necesario que la sustancia analizada tenga propiedades

electroquimicas.

El electrodo de Clark pertenece a este grupo. Consiste en una membrana, compuesta
por Glucosa oxidasa (GOx), inmovilizada sobre un electrodo que determina las
variaciones de oxigeno en el medio. La concentracién de glucosa presente en el medio
es cuantificada mediante la reduccién del oxigeno en el catodo de platino a -700 mV, de

acuerdo con el siguiente mecanismo,
Glucosa+ 0, — % o Ac. glucénico + HO,  (8)
4H" + 02 - > 2H202

En 1973, Guilbault y Lubrano [72], desarrollaron un nuevo tipo de biosensor de
primera generacion basado en la oxidacion del agua oxigenada generada por la reaccién

enzimatica,
H, O, ——» O, + 4H' +2¢ (9)

En el caso de biosensores basados en deshidrogenasas, enzimas que facilitan el paso
de protones de una especie a otra; es necesaria la presencia del cofactor nicotamida
adenin dinucleétido (NAD"). El seguimiento de la reaccién catalitica se realiza

mediante la oxidacion de NADH,
NADH — NAD"+ H' +2¢ (10)

El inconveniente de estos cofactores es la necesidad de aplicar sobrepotenciales muy
altos, que pueden oxidar o reducir a su vez otros analitos que haya en el medio
(interferentes). Ademads, en este tipo de reacciones se dan procesos de polimerizacién de
los productos de reaccidn, que suelen pasivar la superficie del electrodo. Todo esto
condujo a la utilizacién de mediadores, lo que dio paso a la segunda generaciéon de

biosensores amperométricos [73,74].
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Segunda Generacion

La segunda generacion de biosensores incorpora un mediador que se encarga de la

transferencia electrénica entre el centro activo del enzima y la superficie del electrodo.

El mediador debe reaccionar de manera rapida con el centro activo, minimizando asi
la competicion con el cofactor natural del enzima [71]. Es necesario también que tenga
buenas propiedades electroquimicas, por ejemplo un potencial redox préximo a cero,

con lo que se consiguen eliminar las reacciones redox de posibles interferentes [75].

Los mediadores mads utilizados, libres en disolucién o inmovilizados junto con los
enzimas, son entre otros el par ferri/ferrocianuro, 1,4-benzoquinona, derivados del

ferroceno, TTF, TCNQ, Meldola’s blue y azul de metileno [38].

El primer biosensor de segunda generacion data de 1984, fue desarrollado por Cass y

Davis, con ferroceno como mediador [76].

Tercera Generacion

Aqui, la transferencia electronica entre el centro activo del enzima y la superficie del
electrodo se realiza de forma directa (Figura: 19(c)). Este tipo de biosensores muestra
una mayor selectividad, puesto que trabajan a potenciales muy proximos a los
intrinsecos del enzima, quedando menos expuestos a posibles interferentes [74]. En los
ultimos afios se han desarrollado diferentes trabajos basados en este tipo de
transferencia electrénica [77-79] y en esta tesis se presentara uno para la determinacién

de glucosa.

Una de las mayores dificultades en la construccion de este tipo de biosensores es
como optimizar la transferencia electrénica entre el centro activo del enzima y la
superficie del electrodo. La gran mayoria de enzimas tiene el centro activo en su interior
y hace imposible un contacto directo entre éste y la superficie del transductor. Uno de
los enzimas mds viables para su utilizacién en este tipo de biosensores es la Horse

Radish Peroxidasa (HRP), ya que su centro activo no estd en el interior [38, 80].
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3. ELECTRODOS COMPOSITOS.

3.1 Clasificacion y generalidades.

Un electrodo compdsito puede definirse como un material que consta de al menos una
fase conductora en conjuncion con, al menos, una fase aislante, siendo el caso mds usual

un material que contiene una fase conductora y una fase aislante.

Los electrodos compdsitos ofrecen muchas ventajas potenciales en comparacién con
los electrodos mads tradicionales, consistentes en una fase conductora simple. Por
ejemplo, los electrodos compédsitos pueden a menudo fabricarse con gran flexibilidad a
cuanto al tamafio y forma del material, permitiendo una fécil adaptacién a una gran
variedad de configuraciones electrédicas. Los electrodos compdsitos de metales
preciosos ofrecen ventajas en forma de un menor peso y de un menor coste en
comparacion con los correspondientes electrodos conductores puros. Una ventaja
particular en electroandlisis es la mayor relacion sefial/ruido que a menudo se observa
con los electrodos compdsitos (con respecto al electrodo conductor puro), lo que
generalmente se traduce en mejores (menores) limites de deteccidon. Quizds el aspecto
mds interesante de los electrodos compdsitos es la versatilidad que permiten para
incorporar especies que intensifiquen la selectividad y/o la sensibilidad del propio
material electrédico, bien mediante modificacién quimica del conductor y/o del aislante
antes de la fabricacion del compdsito, o mediante incorporacién fisica dentro de la
matriz del compdésito. A diferencia de los electrodos modificados superficialmente,
estos electrodos compdsitos pueden ser regenerados en su superficie sin pérdida de

modificador.

Los electrodos compdsitos se pueden clasificar seglin el modo en el que el conductor
y el aislante estan distribuidos dentro del material compdsito (Figura: 20). Puesto que,
por definicién, un electrodo compdésito consiste en al menos una fase conductora y al
menos una fase aislante entremezcladas de alguna manera, la superficie del electrodo
composito en contacto con la disolucion consiste necesariamente en regiones de
conductor separadas por regiones de aislante. La primera clasificacion estd basada en si
la disposicién del conductor y del aislante estd altamente ordenada (un array) o es

aleatorio (un conjunto).
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Figura: 20. Clasificacién de los electrodos compdsitos.

Los electrodos de array pueden clasificarse, posteriormente, dependiendo de si el
conductor estd confinado en la superficie de un aislador (o de un aislante en la
superficie de un conductor), o el conductor ordenado penetra en el seno del material. La
mayoria de los electrodos de array utilizados en Electroandlisis son superficiales y
pueden encontrarse algunos ejemplos en la revision de Tallman y Petersen [81]. Estos
arrays tienen geometrias bien definidas pero, sin embargo, sus superficies a menudo no
son planas y pueden ser también bastantes delicadas de pulir, requiriéndose otra forma

de regeneracion superficial.

Por lo que se refiere a los electrodos compdsitos de conjunto, éstos se pueden
clasificar dependiendo de la distribuciéon del conductor a través de la matriz del
composito. Los materiales en los que las particulas de conductor estdn distribuidas
aleatoriamente por todo el aislante se denominan compésitos dispersos. Una particula
de conductor (o un agregado de particulas) tiene una probabilidad idéntica de ocupar
cualquier punto en la matriz. En cambio, los compésitos consolidados estan formados
de tal manera que el conductor se extiende a través del compédsito de modo reticulado,
aleatorio, con regiones de aislante puro y de conductor puro que no estdn

entremezcladas.

Los compositos dispersos pueden fabricarse en forma de pasta o bien sélidos. Los

compdsitos dispersos sélidos pueden prepararse de dos formas. El método mds comin
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(mezclado con mondmeros) implica la dispersion uniforme de un conductor en un
monémero que es subsiguientemente polimerizado [81]. Alternativamente, el conductor
puede dispersarse en un polimero o una cera fundidos o disueltos (mezclado con

polimeros) y permitir que la mezcla se endurezca.

Los compdsitos consolidados se pueden fabricar también de dos maneras generales.
Una implica la impregnacion de, o bien de un conductor poroso con un aislante, o bien
de un aislante poroso con un conductor dentro del compdsito (y por tanto en la
superficie del electrodo) estd predeterminada por la estructura porosa del conductor o

del aislante.

La segunda manera de formar electrodos consolidados implica la mezcla de un
conductor en polvo con un polimero en polvo y el moldeado por compresiéon de la
mezcla. Dentro de este grupo se sitdan los electrodos compdsitos de grafito y PVC, que
serdn el punto de partida del nuevo compdsito propuesto en este trabajo, y que se trata
con mas detalle en el Capitulo IIl. Estos materiales se llaman compdsitos segregados.
En Electroandlisis, los compdsitos consolidados en general, y los compdsitos
segregados en particular, presentan frecuentemente ventajas en comparaciéon con los

compositos dispersos.

Los electrodos de array y los electrodos compdsitos impregnados conducen a través
de regiones bastantes continuas de conductor, mayoritariamente puro y homogéneo. Por
otra parte, los electrodos compdsitos segregados y los dispersos conducen a través de
regiones bastantes discontinuas, altamente heterogéneas de conductor y aislante
entremezclados, un proceso descrito a menudo por modelos de percolacion [81]. Para
poseer una conductividad adecuada para su uso en Electroandlisis, un material
composito segregado o disperso debe tener una fraccién de volumen conductor, f, algo
por encima de la composicién critica o umbral de percolacién, f.. Esta composicion
critica es significativamente menor para compdsitos segregados que para compdsitos
dispersos. Para ambos tipos de materiales, la mayor fracciéon de volumen utilizable de
conductor estd a menudo determinada por la estabilidad mecdanica requerida para el

material, y varia fuertemente con la naturaleza del aislante y del conductor.

La superficie de un electrodo compdsito puede asemejarse a un conjunto de

microelectrodos. Es este aspecto el que da lugar a las mejoras en la relacién sefial/ruido
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para muchos electrodos compdsitos, cuando se les compara con sus correspondientes

fases conductoras puras.

Un electrodo compdsito es capaz de producir una corriente mayor por unidad de drea
activa que la del correspondiente macroelectrodo conductor puro, tanto en disoluciones
quiescentes como bajo condiciones hidrodindmicas. Puesto que el ruido y la corriente de
fondo (por unidad de 4rea activa) deben ser similares para ambos tipos de electrodos, el
electrodo compdsito muestra, presumiblemente, la mayor relaciéon sefal/ruido. A
medida que el recubrimiento fraccional de la superficie geométrica del compdsito por el
conductor aumenta, la relacién sefial/ruido tiende a disminuir, aproximdndose en el
limite a la del electrodo conductor puro. Es por esta razén por la que los compdsitos
consolidados, que poseen buena conductividad a un bajo valor de f, es presumible

muestren una relacion sefal/ruido superior a la de los compdsitos dispersos.

En el Capitulo I11.1 se lleva a cabo la preparacién de un nuevo compdsito PVC/TTF-
TCNQ, basado en el conocido compdsito de PVC/Grafito [82]. Este electrodo
compdsito se encuadra dentro de los que poseen una disposicion aleatoria (un conjunto)
del conductor y del aislante. Y dentro de este grupo, se trata de un compdsito disperso,
debido a que las particulas de conductor estan distribuidas aleatoriamente. Respecto a la

fabricacion, se emplea en forma de sélido y mezclado con el polimero PVC.
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4. ELECTRODOS MODIFICADOS QUIMICAMENTE.

4.1 Fundamentos Tedricos y Antecedentes Bibliograficos.

Los electrodos de pasta de carbono y de pelicula de mercurio significan el comienzo
de una nueva era en Electroandlisis, y pueden considerarse como precursores de los
electrodos de superficie modificada. Utilizando un electrodo modificado, se intenta
ejercer un mayor control sobre sus caracteristicas e influir, no sélo en el potencial
aplicado, sino también en la reactividad superficial, pudiendo preseleccionar o anticipar

la respuesta del electrodo modificado hacia especies externas.

Asi, el material modificador se elige de tal manera que sea o bien selectivo (e incluso
especifico) a un analito en particular, o bien capaz de mediar reacciones redox que son
lentas, o incluso imposibles, sobre el electrodo sin modificar. De esta forma, los
procesos redox que ocurren entre el electrodo y el analito en disolucién estdn
fuertemente influidos por las caracteristicas del modificador empleado. La gama de
especies modificadoras es muy amplia, variando desde depdsitos metdlicos o capas de

6xidos metélicos, hasta el uso de materiales organicos, enzimas o polimeros.

La capa de modificador debe permitir la comunicacidon electroquimica entre el
material del electrodo y la disoluciéon que contiene el analito, lo cual se asegura
normalmente gracias a la presencia de un grupo electroactivo en dicha capa
modificadora o, en algunos casos, mediante el empleo de polimeros conductores. La
unién de estos centros mediadores de material base del electrodo puede conseguirse de

muy diversas formas tanto fisicas como quimicas.

Los métodos mds importantes para la modificacion de superficies electrddicas
aparecen en la Figura: 21. Como ocurre con cualquier otro tipo de sensor, la aplicacién
con éxito de los electrodos modificados con fines analiticos depende principalmente de
su capacidad para transducir la identidad o la concentracion de analito con las siguientes
propiedades: estabilidad, reproducibilidad, respuesta bien definida y bien comprendida,
posibilidad de observar el pardmetro de interés en un elevado intervalo de concentracion
y ausencia de interferencias. Las principales aplicaciones de los electrodos modificados
en el area del Electroandlisis son: (1) preconcentracion, (2) electrocatdlisis y (3)

eliminacion de interferencias.
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Figura: 21. Clasificacion de los electrodos modificados.

La preconcentracion empleando electrodos modificados quimicamente presenta una
cierta analogia formal con el andlisis de trazas mediante la técnica electroquimica de
adsorcidn-redisolucién (stripping). Las especies de interés se acumulan, a partir de una
disolucion diluida, sobre la superficie del electrodo y, a continuacién, se oxidan o
reducen aplicando un barrido de potencial. Sin embargo, la ‘“quimica” de la
preconcentraciéon depende del tipo de modificador utilizado y de la técnica de
inmovilizacién empleada. Puede deberse simplemente a un proceso fisico de adsorcion,
o puede producirse por intercambio i6nico si el modificador es, por ejemplo, una resina
como la Amberlita LA2 [83], o por formacién de complejos o compuestos de
coordinacién estables cuando se emplean como modificadores sustancias tales como
dimetilglioxima, para la determinacion de trazas de Ni(Il) [84,85], o 2,2 -bipiridina, en

la determinacion de Fe(III) [86].

Por otro lado, la posibilidad de efectuar la deteccion amperométrica de un analito de
interés depende de la reaccién redox que sufra dicha especie. Sin embargo, con
frecuencia, las cinéticas electrédicas hacen que tales procesos ocurran a potenciales
mucho mads positivos o negativos que lo predicho por la Termodindmica. La
modificacion de la superficie de una manera adecuada puede reducir o incluso eliminar
esos sobrepotenciales, o desplazar el potencial redox a un valor al que pueda

determinarse la especie de interés sin interferencias. Ademads de este desplazamiento en

46



el potencial formal operacional, a menudo, la reaccién redox se produce a una velocidad

mayor que la obtenida sobre el electrodo sin modificar.

La naturaleza del soporte al cual estd enlazado el centro catalitico puede variar desde
matrices poliméricas hasta metales, grafito o pasta de carbono. En cuanto a los
mediadores redox, existe una gran variedad de compuestos orgdnicos e inorganicos
utilizados con este fin. A este respecto, cabe destacar la revision realizada por Wring y
Hart [87] sobre la determinacién de compuestos de importancia bioldgica, utilizando
electrodos de carbono modificados con especies mediadoras orgdnicas e inorganicas
(compuestos organometélicos), la de Kulesza y col. [88] que se centra principalmente en
el empleo de peliculas inorganicas de ftalocianinas, porfirinas y zeolitas, entre otras, la
de Labuda [89] sobre las aplicaciones analiticas de la electrocatélisis con electrodos
modificados en métodos voltamperométricos y cromatograficos y una mads reciente, de
Lyons [90], sobre el desarrollo de materiales poliméricos que pueden utilizarse como

electrocatalizadores y como sensores amperométricos.

Por tdltimo, muchas veces se desea evitar el contacto entre el electrodo y determinadas
especies que pueden encontrarse en la disolucion de la muestra, bien porque se adsorban
o bien porque sean electroactivas (interferentes) pero, a la vez, permitir el transporte de
las especies deseadas hasta la superficie del electrodo. Con este propdsito, se han
empleado diversos tipos de peliculas poliméricas que eliminan dichas interferencias
bien por su tamafio molecular [91] o por efectos de exclusion de carga [92,93]. Otros
ejemplos de aplicaciones de este tipo se encuentran recogidas en la revision de Wang

sobre el empleo de electrodos modificados como sensores electroquimicos [94].

Estas tres formas de utilizar analiticamente los electrodos modificados,
preconcentracion, electrocatélisis y eliminacién de interferencias , no son dreas aisladas
sino que a menudo es posible aplicar, mediante modificacion apropiada, varias de ellas
simultdneamente, es decir, puede disefarse por ejemplo, un electrodo que combine

preconcentracién con eliminacién de interferencias, o con la electrocatalisis.

Existen en la bibliografia diversas revisiones generales acerca de electrodos
modificados quimicamente [95-104]. Cabe destacar las de Murray [95], Wallace [96] y
Dong y col. [97], ademds de los trabajos de Wang [105,107] y Baldwin y col. [106]

sobre la aplicacién de los electrodos modificados como detectores en cromatografia
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liquida y/o inyeccion en flujo. Otras revisiones mas actuales son la de Davis [108],
sobre detectores electroquimicos que incorporan carbén como sustrato principal, y la de
Kumar [109], sobre los electrodos modificados con polimeros y los compdsitos con

polimeros/nanotubos de carbono.

4.2 Recubrimientos Poliméricos.

Durante la dltima década se han producido considerables avances en el desarrollo de
materiales poliméricos que pueden ser utilizados para la obtencién de sensores quimicos
y bioquimicos. Entre éstos, nos referiremos en este apartado a los electrodos

modificados con peliculas de polimeros.

Se ha demostrado que el empleo de recubrimientos poliméricos para producir
superficies modificadas conlleva varias ventajas importantes desde el punto de vista del
andlisis. Quizds, la mds significativa sea que estos recubrimientos, en forma de
multicapas, proporcionan una zona de reaccion tridimensional en la superficie del
electrodo, que ocasiona un aumento en el flujo de las reacciones que ocurren en dicha

superficie, lo que a su vez produce un aumento de la sensibilidad.

Aunque los materiales poliméricos han sido depositados sobre los sustratos de muy
diversas formas (enlace covalente, adsorcion, mezcla fisica, etc.), parece ser que la
electropolimerizacion es la que tiene mds ventajas, constituyendo una ruta de sintesis
polimérica simple, limpia y eficiente. Utilizando métodos electroquimicos se pueden
controlar cuidadosamente la velocidad y la extension del proceso de
electropolimerizacion mediante la aplicacion de las condiciones electroquimicas
adecuadas. Ademads, las propiedades fisicas y quimicas del polimero resultante son
también controladas por dichas condiciones electroquimicas durante el proceso de

sintesis.

En comparacion con los electrodos modificados quimicamente mediante la formacién
de monocapas, los electrodos modificados con peliculas poliméricas ofrecen una mayor
estabilidad fisica y quimica, una mayor densidad de centros activos (10™°-10 mol/cm®
corresponden a 1-10° monocapas), y una respuesta electroquimica muy sensible. Estas

ventajas estdn asociadas con la estructura, composicion y propiedades de los polimeros
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empleados. Entre las cualidades deseables en un polimero para poder ser aplicado desde
el punto de vista analitico deben mencionarse la facilidad de preparacion, la formacién
de uniones estables con el electrodo, un largo tiempo de vida del mismo y que

proporcionen un adecuado microentorno espacial, electroestdtico y quimico.

La mayoria de las publicaciones estdan dedicadas a un grupo especifico de materiales
poliméricos. Aunque se han utilizado diversos tipos de polimeros para la modificacion
de electrodos, se pueden destacar tres grupos fundamentalmente: polimeros redox,

ionémeros cargados y polimeros conductores electronicamente.

Los polimeros redox contienen grupos redox activos unidos covalentemente a un
esqueleto polimérico electroquimicamente inactivo. Un ejemplo de este tipo de
polimeros es el poli(vinilferroceno). Estos materiales exhiben el fendmeno de
conduccion redox, es decir, la transferencia electronica ocurre a través de procesos de
autointercambio secuencial (salto de electrones) entre grupos redox vecinos unidos al
esqueleto polimérico. Una caracteristica tipica de la conduccién redox es que la
conductividad es médxima al potencial normal del grupo redox inmovilizado, lo que
corresponde a la situacion en la cual la concentracion de centros oxidados y reducidos

en la pelicula es la misma.

El segundo tipo de materiales poliméricos mencionado, los iondémeros cargados,
estan formados por grupos redox activos unidos electrostiticamente (tales como iones
complejos metdlicos multivalentes) dispersos en una matriz ionomérica a través de un
proceso de intercambio i6nico. En este caso, la movilidad de la carga puede producirse,
bien por difusion fisica de los grupos electrostdticamente atrapados, o bien por salto
electrénico entre grupos vecinos, como en el caso de los polimeros redox. Estos
materiales son bastante atractivos desde el punto de vista de su fabricacién, debido a
que pueden prepararse rdpidamente peliculas uniformes en las que puede variarse, de
manera reproducible, la extension de la carga. Ademds, la variedad de especies que
pueden incorporarse en matrices poliméricas de intercambio iénico es muy amplia.
Presentan una desventaja, y es que en estos materiales la estabilidad del reparto de los
iones depende, en gran medida, de la concentracion del electrolito soporte utilizado en

la subsiguiente aplicacion del electrodo.
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Por tltimo, el tercer tipo de material polimérico electroactivo, los polimeros
conductores electronicamente, exhiben propiedades que son fundamentalmente
distintas de las de los polimeros redox y los ionémeros cargados. Una propiedad
caracteristica es que bajo las condiciones apropiadas, la conductividad es bastante
elevada (1-100 S/cm), debido, principalmente, al hecho de que el esqueleto polimérico
es altamente conjugado dando lugar a una deslocalizacién de la carga considerable. En
estos materiales, el transporte de carga es debido a defectos deslocaliados en la cadena,
como pueden ser los polarones o bipolarobes, que se generan por oxidacién del
esqueleto del polimero. Este transporte de carga a lo largo de la cadena polimérica es
muy rapido. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la conductividad es, en gran
medida, funcién de la morfologia del polimero [110]. Estos polimeros son
semiconductores con una banda de valencia llena y una de conduccién vacia, separadas
por una barrera de energia. Mediante el “dopado” del polimero se pueden crear nuevas
bandas de energia intermedias que hacen posible la movilidad de los electrones a esas

nuevas bandas, aumentando la conductividad del material.

Los polimeros conductores constituyen una nueva generacion de materiales
funcionales con numerosas aplicaciones ligadas a las propiedades que presentan
(Figura: 22). Una de las grandes ventajas que ofrecen es la posibilidad de modular
dichas propiedades mediante el nivel de dopado. Por otra parte, combinan las
propiedades electronicas y Opticas de los metales y los semiconductores con las

interesantes propiedades mecdnicas y las ventajas de procesado de los polimeros.

Desde el punto de vista electroanalitico, uno de los compuestos mds ampliamente
utilizados, y el empleado en esta tesis (Capitulo IV) para la obtencion de electrodos
modificados con polimeros conductores, es el pirrol (Figura: 23) debido,
principalmente, a la gran cantidad de contraiones que pueden incorporarse durante el
proceso de polimerizacion, lo cual, a su vez, se debe a que el polimero de pirrol se
sintetiza facilmente a partir de una amplia gama de medios disolventes, incluyendo el

agua [111].

En la Figura: 23 aparecen las estructuras de los polimeros conductores mas

ampliamente estudiados.
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Figura: 22. Posibles aplicaciones para los polimeros conductores, en funcién de sus propiedades.
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Figura: 23. Serie de polimeros mostrando la estructura unitaria.
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5. TECNICAS ELECTROQUIMICAS.

Con las técnicas electroquimicas se introduce una sefial eléctrica en el sistema, y se
obtiene informacion del mismo analizando la respuesta eléctrica que genera a dicha
sefal. Mediante un potenciostato, y gracias a las diversas técnicas disponibles, se
pueden aplicar los métodos més interesantes para cada sistema, y se pueden realizar los
estudios necesarios para la caracterizacion del mismo. En esta tesis se han aplicado

principalmente dos técnicas, que se comentan a continuacion.

5.1 Voltamperometria Ciclica.

Este tipo de técnica voltamperométrica se caracteriza por la aplicacion al electrodo de
trabajo, cuyas condiciones son estacionarias y sin agitacién de la disolucidn, de una
sefal de potencial triangular (Ver Figura: 24). El potencial aplicado va desde un
potencial inicial (Eg) hasta un potencial final (E¢), en el cual se produce una inversién en
el sentido del barrido, volviendo a su valor original de E,. Este ciclo suele darse varias
veces, y los potenciales en los que se da esta inversion de la direccién reciben el nombre

de potenciales de inversion.
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Figura: 24. Variacidn del potencial frente al tiempo en una Voltamperometria ciclica.
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El intervalo de potencial de inversién impuesto en cada experimento es aquel en el
que tiene lugar la oxidacién o la reduccién controladas por difusién de uno o varios
analitos, y la direccion en la que se produce el barrido va a depender de la composicién

que presente la muestra.

En la Figura: 25 se puede observar la variacion de corriente cuando una disolucién de
5-102 M en KsFe(CN)s y 1 M en KBr se somete a la sefial de excitacion que
anteriormente se ha descrito (el electrodo de trabajo usado es el compdsito de
PVC/TTF-TCNQ desarrollado en esta tesis, y el de referencia es el electrodo de
Ag/AgCl).

120x10%

BOx 10

40105

-40x 105

-B0x 1078

0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
E (V vs Ag/AQCI)

Figura: 25. Voltamperograma ciclico obtenido para un electrodo compésito PVC/TTF-TCNQ.
Electrolito 5-10° M en K;Fe(CN)g y 1 M en KBr. Velocidad de barrido: 10 mV s,

Al potencial inicial de -0.1 V, se observa una pequefia corriente catddica, que
inmediatamente llega a cero cuando contintda el barrido. Esta corriente negativa inicial
proviene de la reduccién del agua para dar hidrégeno. No se observa corriente entre un
potencial de 0.0 y +0.1V, ya que no hay especies reducibles u oxidables en ese

intervalo. Cuando el potencial alcanza valores més positivos que +0.1V, se desarrolla
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una corriente anddica (punto B Figura: 25) debida a la oxidacién de un ion
hexacianoferrito (II) a ion hexacianoferrato (III). La reaccion en el anodo es la

siguiente:
Fe(CN).' <> Fe(CN)_’ +1e (11)

En la region situada entre los puntos B y D sefalados en la figura, tiene lugar un
rapido aumento de la corriente a medida que la concentracién superficial de iones
hexacianoferrito se hace cada vez mayor. La corriente de pico se debe a dos

componentes:

e Una es la corriente inicial transitoria necesaria para ajustar la concentracién
superficial de reactivo a su concentracién de equilibrio dada por la ecuacién de
Nerst. Dicha corriente disminuye rapidamente (punto D a F) a medida que la

capa de difusion se extiende hacia el exterior de la superficie del electrodo.
e [asegunda es la corriente controlada por la difusién normal.

En el punto +0.5V se invierte la direccién del barrido, tal y como se vio en la Figura
25. Sin embargo, la corriente continda siendo anddica. Una vez que el potencial va
disminuyendo, la corriente cae a cero, y de anddica pasa a convertirse en catddica. Esta
nueva corriente de cardcter catddico es el resultado de la reduccién del
hexacianoferrato, que se ha ido acumulando en las cercanias de la superficie en el
transcurso del barrido directo. Esta corriente catdédica produce un pico, y después
disminuye, a medida que el hexacianoferrato acumulado se consume en la reaccién

catddica.

Esta técnica voltamperométrica es usada, principalmente, como herramienta para
andlisis cualitativo. Los pardmetros principales que permiten la identificacién del
analito son: el potencial de pico anddico (E,.), el potencial de pico catddico (Ey.), la
corriente de pico anddica (Ip,) y la corriente de pico catddica (I,). Todos estos

parametros estan especificados en la Figura 25).
Las principales ecuaciones empleadas son:

e Para sistemas Reversibles:
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I)L‘
e (12)

pa

I,=(26910°)n”> ACD">  (ecuacion de Randles-Seveik)

siendo n el numero de electrones intercambiado en la reaccion, A el area del electrodo
(cmz), C la concentracion de reactivo en el seno de la disoluciéon (mol cm'3), y D el
coeficiente de difusién (cm”s™) de las especies oxidada y reducida (supuestos iguales).

59mV

n

AE,=E, -E, =

pc

(13)

En estos sistemas, E, es independiente de la velocidad de barrido, mientras que I, es

: 172
proporcional a v'’*,

e Para sistemas Cuasireversibles:

P
1,=0.4463K (A, a)nFACZD%v”Z (%) (14)

. 12 . 2
En estos sistemas, I, aumenta con v " pero no es proporcional a ella. Ademds, el

valor de AE, se aproxima a 60/n (mV) a bajas velocidades de barrido, pero se

incrementa al aumentar la velocidad de barrido.

e Para sistemas Irreversibles:

I, =(2.9910%)n(an,)> ACDv"* (15)

En estos sistemas, no hay pico de vuelta. Ademds, Ep es una funcién de la velocidad de
barrido. Aproximadamente, la variacion de E, es de 30/an (mV) por cada 10 veces de

aumento de la velocidad de barrido.
Algunas aplicaciones de las curvas i-E reversibles son:

a) A partir de la altura de la onda se obtiene informacion acerca del nimero de
electrones, del area del electrodo, del coeficiente de difusion del electrolito, de la
concentracion de especie electroactiva (bien por calibracién o por adiciéon de

estdndar), y la dimension critica del electrodo.
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b) A partir de forma de la onda se obtiene informacion del nimero de electrones de
la reaccién redox (que es util a su vez para el estudio de los mecanismos y
cinéticas de los procesos de 6xido/reduccion), y de si el sistema es reversible. A
menudo, los voltamperogamas ciclicos revelan la presencia de intermedios en

las reacciones de 6xido/reduccidn.

c) A partir de la posicion de la onda se pueden estimar los potenciales formales del

sistema quimico.

En la presente tesis, se ha empelado esta técnica para obtener la siguiente

informacion:

v' Area real del electrodo compésito obtenido. Es un valor relativo que se calcula a
partir de la carga transferida (ndimero de electrones) en una determinada
reaccion electroquimica. En este caso, se ha empleado la oxidacién del ion

hexacianoferrito (II) a ion hexacianoferrato (III).

v Obtencién del compésito con las mejores propiedades electroanaliticas y

caracteristicas fisicas (compactacion, dureza, etc.).

v' Estabilizacién de los polimeros conductores de pirrol sintetizados sobre la
superficie de electrodos metdlicos, y posteriormente, la determinacidén

voltamétrica de iones en la disolucion de electrolito.

5.2 Amperometria.

Esta técnica implica la medicién de la cantidad de corriente que circula por el circuito
de medida, tras un determinado salto de potencial aplicado (ver Figura: 26). Este
parametro, intensidad de corriente, tiene utilidad analitica ya que se relaciona con la
concentracion del analito que se desea cuantificar. Para ello, se trabaja en condiciones
donde el tinico mecanismo de transporte actuante con el analito es la difusion. Asi se
obtiene una “corriente limite” que serd directamente proporcional a la concentracién de

analito, como se expresa en la ecuacién de Ilkovic para electrodos de gota de mercurio.
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Figura: 26. A la izquierda se representa un programa de potencial, y a la derecha un perfil de

concentracién para una Amperometria.

Para llevar a cabo una determinacion amperométrica con electrodos sélidos, se trabaja
a un valor de potencial constante y se registra el valor de la corriente. Esta relacién

intensidad-concentracion se trata de acuerdo con el modelo matematico basado en la

Ley de Fick,

§(C0(0’t))

X

[ =nFAD, (5)

Donde A es el area del electrodo de trabajo, Dy y Cy son el coeficiente de difusién y la

concentracion del analito, respectivamente, y x representa la distancia de la doble capa.

En el caso de que la solucion esté agitada constantemente, se puede considerar que X
se mantiene constante y que se corresponde con el tamafio de la capa de difusién (9).
Asi, la ecuacion anterior puede simplificarse obteniéndose una relacion lineal entre la

intensidad medida y la concentracion del analito,

_ nFAD,

I
o

Co (6)

Esta técnica ha sido empleada en:

v' El Capitulo III, para la deteccién amperométrica de distintos analitos de interés

mediante sistemas en continuo (FIA), utilizando las condiciones idoneas para la

determinacion.
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v' El Capitulo 1V, para la sintesis polimérica a carga controlada de polimeros de
pirrol. El tiempo aplicado en la Amperometria regula la carga obtenida en la
polimerizacion, la cual estd directamente relacionada con las caracteristicas del

polimero obtenido.
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“Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano”.

Isaac Newton

“La ciencia es un gran juego. Es inspiradora y refrescante, y el campo de juego es el
universo entero"

Isidor Isaac Rabi

"Los grandes espiritus siempre han tenido que luchar contra la oposicion feroz de

mentes mediocres"

Albert Einstein

“Solo una cosa vuelve un suefio imposible: el miedo a fracasar”.

Paulo Coelho

“La verdadera ciencia enseia, por encima de todo, a dudar y a ser ignorante”

Miguel de Unamuno

“Me lo contaron y lo olvidé, lo vi y lo entendi, lo hice y lo aprendi”

Confucio
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CAPITULO 11



EXPERIMENTAL

1. Instrumentacion.
1.1 Aparatos.
1.2 Electrodos y Células de trabajo.
1.3 Sistema de Anadlisis por Inyeccién en Flujo (FIA).
2. Reactivos.
3. Procedimientos Experimentales.
3.1 Preparacion del Electrodo compodsito.
3.2 Preparacion del Electrodo modificado.
4. Condiciones de trabajo.

5. Tratamiento de datos.
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1. INSTRUMENTACION

1.1 Aparatos.
Para llevar a cabo los diferentes experimentos se han empleado:

e Potenciostato-galvanostato EG&G PARC modelo 273 y el software de
investigaciéon electroquimica M270, adecuado para su control mediante

ordenador. Se registraron las curvas i-E e i-t.
® Agitador magnético P-Selecta Agimatic.

e pH-metro de precision Crison 2001 calibrado de la forma habitual con

disoluciones reguladoras de pH 7.00 y 4.00 a (25 £0.5) °C.

® Balanza electronica digital Sartorius 1712MP8 para realizar las pesadas.

Permite la precision de + 0.01mg.

o Milli-Q PLUS de Millipore para la obtencién de agua ultrapura, basado en
resinas de cambio i6nico y un filtro de carbén activo para eliminar las trazas de

materia orgénica. Este sistema era alimentado con agua bidestilada.

e Prensa hidraiilica Perkin-Elmer para preparar pequefias pastillas cilindricas de

2.5 mm de espesor y 4.1 mm de didmetro.
® Mechero Bunsen para la limpieza de los electrodos metélicos de Platino.

® Baiio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasonic.

1.2 Electrodos y Células de trabajo.

Las medidas electroquimicas se han llevado a cabo utilizando los siguientes

electrodos:
e Electrodos de trabajo:

- Electrodo compésito de PVC/TTF-TCNQ preparado siguiendo el

procedimiento descrito en el Capitulo I11.1.
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- Electrodo metdlico de Pt policristalino, modificado con polimeros de pirrol.
e Electrodo de referencia: Ag/AgC/KCl (3mol-L™") BAS MF-2052.
e Electrodo auxiliar o contraelectrodo: electrodo con punta de Pt.
A lo largo de la presente memoria han sido empleadas 2 tipos de células de trabajo:

® Medidas en discontinuo: Una célula de vidrio Pobel de 10 mL con tapa de

Teflon.

® Medias en continuo (FIA): Una célula de flujo de Metrohm 6.5303.020 que

integra a los 3 electrodos (trabajo, referencia y auxiliar).

1.3 Sistema de Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA).

El sistema de flujo consistia en una bomba peristdltica Minipuls 3 (Gilson), una
valvula de seis vias (Omnifit), tubos de PTFE 0.5 mm de didmetro interno (Omnifit) y

la celda de flujo.

Las variables a optimizar de este sistema eran tres principalmente: la velocidad de
flujo (r.p.m. o mL min™), la longitud del bucle de muestra (en la vélvula de 6 vias), y el

potencial aplicado para la Amperometria.

2. REACTIVOS

Los reactivos usados en las experiencias de la presente memoria han sido adquiridos

en las diferentes firmas comerciales que se detallan en los capitulos correspondientes.

Cuando se trata de productos sintetizados se detalla la sintesis, o bien se da la

referencia bibliografica donde se describe la sintesis.

En todas las disoluciones acuosas preparadas en esta tesis se utilizé como disolvente

agua ultrapura.
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La elevada reactividad del monémero de pirrol y su facilidad para oxidarse, dando
lugar a oligémeros, obliga a llevar a cabo un proceso previo de purificacion. Este
proceso consiste en una destilacion a vacio del reactivo obtenido comercialmente. Una

vez purificado, el monémero se mantiene en el congelador y en atmoésfera de nitrégeno.

La disoluciones stock de D(+)-glucosa se preparan en tampén fosfato (0.05M y pH
7.4), y se dejan reposar toda la noche para permitir a los andémeros alcanzar el

equilibrio. Todas las disoluciones eran almacenadas en el frigorifico.

3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.1 Preparacion del Electrodo compésito.

Se lleva a cabo la sintesis orgdnica siguiendo el procedimiento descrito en el
Capitulo II1.1. El sélido seco se muele en el mortero hasta obtener el polvo del
compdsito. A continuacidn, se pesan 50 mg de este polvo y se prensan para obtener una
pastilla cilindrica, la cual se introduce en el interior de una carcasa de teflén en contacto

directo con una tuerca de cobre.

Antes de las medidas electroquimicas es necesario un proceso de limpieza de la
superficie del electrodo, que consiste en (a) lijjado con papel abrasivo P-1200 para
obtener una superficie lisa; (b) pulido con papel satinado hasta obtener una superficie

homogénea; y (c) enjuague con agua.
3.2 Preparacion del Electrodo Modificado.

Los electrodos metdlicos de Pt se someten a tratamiento de limpieza antes de cada

uso. Dicho tratamiento se lleva a cabo mediante su exposicién a la llama de un mechero.

na vez se onseguido una Oopti impieza, or 16n de icu e
Una ve ha conseguido una 6ptima limpieza, la formacién de la pelicula d
polipirrol se lleva a cabo mediante una “Cronoamperometria a carga controlada” en una
disolucién de electrolito que contiene la especie dopante y al mondémero de pirrol. Esta

pelicula se lava y se seca, antes de su uso como electrodo de trabajo.

Después de cada uso el electrodo se almacena en el frigorifico.
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4. CONDICIONES DE TRABAJO

Todos los registros se llevaron a cabo después de eliminar el oxigeno de la
disolucién electrolito, y para ello se hizo pasar corriente de nitrégeno a través de la
misma durante 15 minutos. Todas las medidas fueron realizadas siempre en atmdsfera

de este gas.
La temperatura de trabajo fue de 25 + 0.1°C.

Todos los potenciales estan referidos al electrodo de referencia empleado.

S. TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos se han adquirido de forma digital, y el tratamiento de los mismos se ha
efectuado con ayuda de los programas SigmaPlot [1], Microcal Origin [2] y MathCad
[3], que a su vez se han utilizado en la realizacion de las figuras que se presentan en esta

memoria.

El célculo de las cargas de los polimeros sintetizados que aparecen en esta memoria
se efectu6 mediante la integracion de la curva obtenida en la Cronoamperometria
utilizando el programa MathCad. También se ha utilizado el MathCad para el célculo de

la constante de Michaelis-Menten de la reaccidén enzimatica.

Bibliografia
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CAPITULO III



SENSORES DE DETECCION AMPEROMETRICA

. Preparation and Characterization of a PVC/TTF-TCNQ Composite
Electrode.

. A PVC/TTF-TCNQ Composite Electrode for use as Detector in Flow

Injection Analysis.

. Simultaneous determination of ascorbic and uric acid by using a PVC/TTF-

TCNQ composite electrode as detector in FIA system.

. A new, third generation, PVC/TTF-TCNQ composite amperometric

biosensor for glucose determination.
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1. Preparation and Characterization of a PVC/TTF-TCNQ Composite Electrode

It was prepared a new polyvinyl chloride (PVC)/tetrathiafulvalene-
tetracyanoquinodimethane (TTF-TCNQ) composite electrode which showed good
physical and electrochemical characteristics. Different PVC/TTE-TCNQ:Graphite
proportions were tested and the relation 1/10 (p/p) PVC/TTE-TCNQ provided the best
results in terms of sensitivity, coefficients of variation and mechanical resistance. This
electrode has interesting applications as a working electrode. So, employment is
remarkable in a flow injection system and had been satisfactory checked to detect
ascorbic acid. Also, the electrode exhibits selective voltammetric behavior in aqueous
solution that affords its use as an ion detector. The proposed electrode showed good
kinetics property with a low background current and a relatively reproducible signal.
Moreover, the electrode can be prepared in a simple way and its surface easily

recovered.

Keywords: TTF-TCNQ; composite electrode; PVC; ascorbic acid; flow injection.

Paper published in Portugalie Electrochimica Acta 25 (2006) 67-78.
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1.1. Introduccion

Las sales orgdnicas conductoras (SOC) tales como tetratiofulvaleno
tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ) poseen interesantes propiedades
electroquimicas, puestas de manifiesto en su empleo como materiales electrédicos por
transferencia electrénica directa con compuestos electroactivos, o bien actuando como
mediadores en la construccion de nuevos electrodos. Tales electrodos pueden
construirse a partir de varios sustratos incluyendo (a) una SOC en forma de pastillas
compactas [1, 2] o monocristales macroscépicos [3]; (b) mezclas de una SOC con pasta
de carbodn [4, 5]; y (c) pasta polimérica mezclada con TTF-TCNQ y PVC en THF [6-9].
Sin embargo, los electrodos resultantes carecen tanto de estabilidad mecanica como de
la reproducibilidad requerida para ser usados como detectores en sistemas de flujo,
técnica que ha ganado una creciente importancia debido al necesario aumento de la

automatizacion de los procesos analiticos y su control [10].

Aunque algunos electrodos compdsitos de TTF-TCNQ desarrollados recientemente
pueden usarse con éxito en sistemas de inyeccion en flujo, por ejemplo, los obtenidos
mediante introduccién de una sal orgédnica conductora a través de una pelicula no
conductora de polipirrol para formar una estructura tridimensional [11], o mezclando
TTF-TCNQ con resina epoxy, polvo de grafito y glucosa oxidasa [12], sin embargo,
estos electrodos son técnicamente dificiles de preparar, y utiles s6lo para aplicaciones

determinadas.

El principal objetivo de este trabajo ha sido la preparacion de un nuevo electrodo
compdsito, susceptible de ser empleado como electrodo de trabajo para la deteccion
amperométrica en andlisis de inyecciéon en flujo, tomando como base las buenas
propiedades de estabilidad de los conocidos electrodos de PVC/grafito [13, 14], y de la
alta conductividad eléctrica de las sales orgédnicas conductoras. Este articulo presenta el
procedimiento de preparacion y el estudio electroanalitico del electrodo compdsito,
donde la sal TTF-TCNQ ha sido incorporada en el interior de un compdsito de
PVC/grafito. La sustitucién como fase conductora del grafito por la SOC aumenta la
flexibilidad, selectividad y sensibilidad del electrodo compésito. Su aplicabilidad, como
electrodo de trabajo, ha sido probada en la deteccion del 4cido ascorbico mediante un

sistema de flujo, obteniéndose mejoras en la respuesta voltamétrica y amperométrica
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frente a un electrodo convencional de PVC/grafito. Este tipo de electrodo compdsito

también ha sido ya aplicado satisfactoriamente como sensor voltamétrico de iones [15].

1.2. Parte Experimental
1.2.1 Reactivos y disoluciones

El electrodo compdsito PVC/TTE-TCNQ se construy6 a partir de polvo de grafito de
1-2 micras (Aldrich), polivinil cloruro (PVC) de bajo peso molecular (Fluka de calidad
puro), N,N-dimetilformamida (DMF, Merck) y la sal tetratiofulvaleno 7,7,8,8-
tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ, Fluka de grado puro). Con ferrocianuro potésico
(Sigma) se prepararon disoluciones acuosas que contenian 1 M KBr (Merck), y L(+)

acido Ascorbico (Merck) y otras en 0.1 M KBr.

Todos los demds reactivos eran de calidad analitica, y las disoluciones se realizaron

con agua ultrapura de un sistema Milli-Q (Millipore).

1.2.2 Aparatos y electrodos

Las intensidades de corriente fueron medidas con un potenciostato EG&G PAR
Modelo 273, con correcciéon automatica de la compensacion iR,. Los electrodos de
referencia y auxiliar usados en los ensayos en célula eran Ag/AgCl 3 M KCl (Metrohm
6.0733.100) y platino (Metrohm 6.0302.100), respectivamente. El montaje instrumental
era controlado informdticamente mediante el Software de investigacion electroquimica

M270.

El sistema de flujo consistia en una bomba peristaltica Minipuls 3 (Gilson), una
valvula de seis vias (Omnifit), tubos de PTFE 0.5 mm de didmetro interno (Omnifit) y
una celda de flujo Metrohm modelo 6.5303.020, que integraba los tres electrodos
auxiliar, referencia y de trabajo. Una prensa Hidrdulica (Perkin—Elmer) se usaba para

preparar pequeiias pastillas de 2.5 mm de espesor y 4.1 mm de didmetro.

Todos los experimentos fueron desarrollados en condiciones ambientales (ca. 25 °C).
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1.2.3 Preparacion del electrodo compdsito

Inicialmente, el electrodo compdsito fue preparado a partir de pastillas obtenidas
mediante mezcla directa de PVC/grafito y la sal TTF-TCNQ. Sin embargo, este
procedimiento resultaba ineficaz, puesto que los electrodos obtenidos carecian de
homogeneidad y resistencia mecdnica, lo que provocaba una alta variabilidad en la
respuesta voltamperométrica. Por este motivo, las pastillas de PVC/TTF-TCNQ-grafito
se prepararon siguiendo un procedimiento alternativo, similar al descrito previamente
por Luque et al. [16]. En primer lugar, el polvo de polivinil cloruro era disuelto
perfectamente en 7.5 ml de N,N-dimetilformamida, y posteriormente, se afiadian 250
mg de una proporcion determinada de TTF-TCNQ/grafito para obtener una mezcla
homogénea. La suspension resultante se separaba y se secaba perfectamente a
temperaturas inferiores a 60 °C. El sélido asi obtenido se molia en un mortero hasta
formar un polvo compésito, y una cantidad de 50 mg de este polvo se prensaba para
obtener una pastilla cilindrica. La pastilla resultante se introducia en el interior de un
tubo de Teflon, en el que se introducia un tornillo de cobre para asegurar el contacto
eléctrico. La fracciéon de area efectiva se determind voltamperométricamente con

ferrocianuro potésico en KBr 1M, resultando ser practicamente 1 en todos los casos.

Todas las medidas electroanaliticas eran precedidas de un proceso de limpieza de la
superficie del electrodo, que consistia en (a) lijado con papel abrasivo P-1200 para
obtener una superficie lisa; (b) pulido con papel satinado hasta obtener una superficie

homogénea; y (c) enjuague con agua.

1.3. Resultados y discusion

El comportamiento electroanalitico del electrodo compdsito se caracterizé usando
ferrocianuro potdsico como compuesto modelo, y la voltametria ciclica como técnica de
medida. En primer lugar, se determind la composicion 6ptima del electrodo usando
cantidades crecientes de SOC. Posteriormente, se modificé la proporcién de PVC con

objeto de asegurar el buen comportamiento analitico y mecéanico.
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1.3.1 Comportamiento Electroquimico del electrodo de PVC/grafito/TTF-TCNQ
1.3.1.1. Influencia de la composicion del electrodo en la respuesta analitica.

La Figura 1(d) muestra el voltagrama tipico obtenido con el electrodo de PVC/grafito
para una concentracién 5-107> M de ferrocianuro potésico en KBr 1 M como electrolito
soporte, usando una velocidad de barrido de 0.01 V s™'. El grafito fue gradualmente
reemplazado en el electrodo compdsito por una cantidad equivalente de la sal TTF-
TCNQ. En este sentido, se prepararon varios electrodos compdsitos con una relacion
variable de grafito/TTF-TCNQ, manteniendo una proporcion constante de PVC, con el
objetivo de examinar el efecto de la SOC en el comportamiento electroquimico y

mecanico del electrodo.

600x10¢

400x10®

200x106

< o}

(a) 100 % TTF-TCNQ

(b) 30 % TTF-TCNQ
-200x10° |- (c) 75% TTF-TCNQ

(d) 0% TTF-TCNQ
-400x106 1 ' ' L !

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E (V vs Ag/AgCl)

Figura. 1. Voltagramas ciclicos para 5-10° M de ferrocianuro potisico en 1 M KBr, obtenidos a v =

0.01V s sobre electrodos compésitos de diferentes proporciones TTE-TCNQ/Grafito (% peso).

La tabla 1 resume los resultados obtenidos de las curvas de calibracién para los
distintos electrodos compdsitos con una proporcion variable de mezcla grafito/TTF-

TCNQ y una relaciéon 20/100 (p/p) PVC/mezcla. El rango estudiado de concentraciones
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de ferrocianuro potésico fue de 2.5-10 a 5-10> M. Se comprobé que la proporcién de
TTF-TCNQ en la mezcla no tenia un efecto apreciable sobre la sensibilidad o la
precision. Asi, todas las mezclas de grafito/TTF-TCNQ estudiadas proporcionaban
electrodos compdsitos con similares propiedades electroanaliticas a las del electrodo

composito convencional de PVC/grafito.

Por otro lado, aumentando la proporciéon de SOC en el electrodo compdsito de
PVC/(grafito/TTF-TCNQ) se observd que se reducia su estabilidad mecénica. Sin
embargo, una mezcla consistente s6lo de PVC y TTE-TCNQ [viz. grafito/TTF-TCNQ
0/100 (p/p)] exhibia una elevada estabilidad y dureza. Estos sorprendentes resultados
pueden atribuirse a la interaccion entre el grafito y las particulas de la sal TTF-TCNQ,
que dificultan la compactacion. Tal disminucion de la compactacion puede también ser
el origen de los elevados coeficientes de variacion obtenidos para algunos de los
electrodos (ver tabla 1). Por consiguiente, estos resultados apuntan a que el electrodo
composito de PVC/TTF-TCNQ puede ser un interesante candidato para su empleo

como electrodo de trabajo.

Tabla 1. Estadisticas analiticas de interés de las curvas de calibraciéon obtenidas para electrodos
comp6sitos con 20 (p/p) % PVC/(grafito + TTF-TCNQ), y proporcién variable de grafito/TTF-TCNQ.

Datos obtenidos para ferrocianuro potésico en 1 M KBr, usando una velocidad de barrido de 0.01 Vs™'.

Grafito/TTF- Pendiente Ordenada LOD? Sy/xb R? %CV*
TCNQ (p/p) (nA/M) (nA)

100/0 8156.38+150  1.05+£3.9 2.1-107 5.84 0.999 1.73
90/10 7338.84+200 -0.932+52  3.2.107 7.8 0.998 5.53
70/30 9144+148 —9.27£3.8 1.9-107 5.7 0.999 4.27
50/50 8145.34+£75 3.21+2 1.1-107 291 0.999 1.75
35/75 7963.21£172  4.13+4.4 2.5-107 6.67 0.998 9.41
0/100 7895.91£288  4.95+7.4 4.2-107 11.18 0.996 3.78

? Concentracién, M
®Desviacion estandar de residuales

¢ Coeficientes de variaci6n para 5 medidas
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Con objeto de mejorar las propiedades del electrodo PVC/TTF-TCNQ, se examind la
influencia de la proporcion del PVC en la mezcla. Aunque aumentando la proporcion de
PVC se facilitaba la compactacion de la mezcla, esto también incrementaba la
resistencia eléctrica, en el sentido de distorsionar el potencial de la sefial
electroanalitica. Asi, proporciones de PVC por encima de 20/100 (p/p) proporcionan
pobres resultados. Por el contrario, disminuyendo sustancialmente la proporcién de
PVC se mejora el comportamiento analitico del electrodo compdsito, en términos de
sensibilidad y de limites de deteccién (ver Tabla 2). No obstante, una reduccion del
contenido de PVC por debajo de 5/100 (p/p) conduce a elevados coeficientes de
variacion, debido a una inadecuada compactacion del material. Por tanto, la proporcion
de PVC 10/100 (p/p) en el electrodo compdsito se presenta como soluciéon de

compromiso.

Tabla 2. Estadisticas analiticas de interés, obtenidas de las curvas de calibracién para electrodos
compositos de PVC/TTF-TCNQ con proporcién variable de PVC. Datos obtenidos para ferrocianuro

potésico en 1 M KBr, usando una velocidad de barrido de 0.01 V s

PVC/TTF- .
TCNQ Pf“:;;‘d‘)te Or?eZ?da LOD*  Syx® R %CV*
(2/100g) H H
20 7895014288 495474  4210°  1L18 099 3.8
10 8302.17+145 120437  2.0-10° 563  0.999 1.69
5 8156.954120  —5.5643 1710° 463 0999 425

* Concentracién, M
® Desviacion estdndar de residuales

¢ Coeficiente de variacién para 5 medidas

81



1.3.1.2. Influencia de la composicion del electrodo en el comportamiento

electroquimico.

Se examiné el efecto de la composicion del electrodo compdsito sobre su reactividad
electroquimica. La Figura 2 muestra la variacién en la separacion de los potenciales de
pico voltamétricos (4E, = E," — E, ), y la corriente de pico de oxidacién (i) como una
funcién de la relaciéon grafito/TTE-TCNQ (p/p) en el electrodo compdsito, para una
disolucién de ferrocianuro potdsico de concentracion de 1 mM de, bajo idénticas
condiciones experimentales. Como puede verse, la mayor reactividad electroquimica
(alta iy, ,, y bajo valor de 4E,) se obtuvo en ausencia de TTF-TCNQ o grafito, es decir,
para un electrodo de PVC/grafito (0 % TTF-TCNQ) o un electrodo PVC/TTF-TCNQ
(100 % TTF-TCNQ). Por otro lado, los electrodos de grafito/TTF-TCNQ exhiben
fluctuaciones que, como se indic previamente, pueden deberse a interacciones entre

particulas de grafito y de TTF-TCNQ.

350 |
- 1.2e-4
a0 I Iy
< 20T I\J\I—J'/{ G
E 2o} -
L - 6.08-5
< 150 3
AE
100 | m - 3.0e-5
50 n
0 20 40 60 80 100

graphite/ TTF-TCNQ (w/w) %
Figura 2. Efecto de la relacion grafito/TTF-TCNQ (p/p) % sobre la intensidad de pico de oxidacion, i, .

y la separacion de los potenciales de pico, AE,. Datos obtenidos para 1 mM de ferrocianuro potdsico en 1

MKBrav=001Vs™.

El efecto de la proporcién de PVC en el electrodo compdésito de PVC/TTF-TCNQ

puede verse en la Fig. 3. La mayor reactividad electroquimica se obtuvo para la relacion
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10/100 (p/p) PVC/TTEF-TCNQ. Estos resultados son bastante consistentes con los

obtenidos en las gréficas de calibracién (ver Tablas 1y 2).

90 I - 120x10°
S H{100x10¢ __.
E s8of 3
'-'<J]Q { soxio®s >
70 |
) ) ) ) - 60x10%
5 10 15 20
PVC/ TTF-TCNQ (g/100g)

Figura 3. Efecto de la proporcién de PVC/TTF-TCNQ (g/100g) sobre la intensidad de pico de oxidacion,
irox» ¥ 1 separacion de los potenciales de pico, AE,. Datos obtenidos para 1 mM de ferrocianuro potdsico

en ] MKBr.v=0.01Vs™.

La Figura 1 compara los resultados obtenidos para 5-10~ M de ferrocianuro potésico
en KBr 1 M sobre diversos electrodos compdsito. Como puede verse, el electrodo de
PVC/TTF-TCNQ (grafica a) exhibe picos voltamétricos mds agudos, y a menor
potencial, que el electrodo convencional de PVC/grafito (grafica d). Los electrodos
formados por mezclas de grafito/TTF-TCNQ (graficas b y c¢) muestran propiedades
intermedias, y ademads, su intervalo de trabajo es algo menor que para los electrodos

formados tnicamente por grafito o TTF-TCNQ.

Teniendo en cuenta estos resultados, el electrodo compésito 10/100 (p/p) PVC/TTF-
TCNQ se presenta como una interesante alternativa al electrodo convencional de
PVC/grafito, mejorandolo en sensibilidad y precision. Ademds, el electrodo propuesto
exhibe buena estabilidad mecdnica, y su superficie puede regenerarse facilmente

mediante un simple pulido.
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La variabilidad entre electrodos se encontrd que era inferior al 4% para electrodos de
la misma tanda de preparacion, y menos del 7% para electrodos de diferente lote.
También, la variabilidad después de un diferente nimero de operaciones de renovacion
de superficies era inferior al 2%. Por tanto, el electrodo propuesto es altamente

reproducible.

Los datos voltamétricos para ferrocianuro potdsico se usaron para calcular la
constante de velocidad heterogénea (k;), usando el método de Nicholson [17]. Los
valores de k, asi obtenidos fueron 5.1-107* y 52107 cm™ para el electrodo de
PVC/grafito y de PVC/TTF-TCNQ, respectivamente. Estos valores son similares a los
encontrados para ferrocianuro sobre electrodos sélidos [18]. El incremento de la
constante de velocidad heterogénea obtenido con el electrodo de PVC/TTF-TCNQ es
consistente con el desplazamiento negativo observado en el pico de potencial anddico
(ver Fig. 1), e indica una menor distancia entre los sitios activos en la superficie del

electrodo o, en otras palabras, mayor compactacion.

1.3.2 Aplicaciones. Deteccion Amperométrica de dcido ascorbico en FIA

La aplicabilidad, como electrodo de trabajo, del electrodo PVC/TTF-TCNQ
propuesto se comprobd en la determinacion de AA en un sistema FIA. Esta pequeiia
molécula estd presente en muchos sistemas bioldgicos y en preparaciones
multivitaminicas. Ademas, el AA es usado extensamente como antioxidante alimenticio
con objeto de aumentar el tiempo de conservaciéon de algunos productos. Varios
electrodos modificados quimicamente [19, 20 y referencias en ellas] y electrodos
basados en TTF-TCNQ [7-9, 21] han sido propuestos para mejorar su deteccién
electroquimica en célula. Sin embargo, pocos de estos electrodos permiten mejorar la

deteccion de AA en sistemas de inyeccién en flujo.

En primer lugar, se efectuaron pruebas voltamperométricas preliminares sobre el
acido ascorbico para identificar el electrolito mas apropiado, asi como determinar el
potencial 6ptimo a aplicar en términos de sensibilidad. En este sentido, los mejores
resultados se obtuvieron empleando KBr 0.1 M como electrolito soporte. La Figura 4

compara los voltagramas para 5 mM AA obtenidos con un electrodo de PV C/grafito (a)
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y con el electrodo propuesto de PVC/TTF-TCNQ (b). Este ultimo exhibe una mayor

intensidad, y un menor potencial de pico, debido, posiblemente, al efecto catalitico de la

SOC sobre la oxidacion del AA.

150x10-5 |- 1
{a)
- /|
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/
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0.2
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 4. Voltagramas ciclicos para 10 mM AA en 0.1 M KBr obtenidos a v = 0.01 Vs~ sobre un
electrodo de PVC/grafito (a), y sobre un electrodo de PVC/TTF-TCNQ (b). (c) Voltagramas de los

correspondientes fondos.

Teniendo en cuenta los registros anteriores, la mayor respuesta de corriente de pico

del electrodo PVC/TTF-TCNQ frente al AA tiene lugar a unos 0.26 V, por lo que este

valor de potencial fue seleccionado como el mds idéneo en el sistema FIA.

La influencia de las variables hidrodindmicas, tales como la velocidad de flujo y el
volumen de inyeccién, sobre la respuesta del electrodo de PVC/TTF-TCNQ al AA

también fueron estudiadas. Los mejores resultados, en términos de sensibilidad y

reproducibilidad, se obtuvieron a una velocidad de flujo de 1 ml min™' y un volumen de

inyeccién de 140 pl.

La Figura 5 muestra las sefiales amperométricas obtenidas a concentraciones

variables de AA en 0.1 M KBr.
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La reproducibilidad del sistema fue analizada mediante varias inyecciones
consecutivas de una solucién 0.5 mM AA. Como resultado, se obtuvo una desviacion
estandar relativa de 0.46%, la cual indica buena reproducibilidad y, por lo tanto, buena

resistencia mecdnica del electrodo compdsito bajo las condiciones de flujo.

16x 108
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12x1008 | D
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Figura 5. Deteccion amperométrica en FIA del AA a concentracién variable sobre un electrodo de
PVC/TTE-TCNQ. A= 1.5-10* mol I'", B=2-10* mol I'}, C=2.510* mol I'', D =3-10* mol I E =
5.10~* mol I"' Portador 0.1 M KBr. Volumen inyectado 140 ul. Velocidad de flujo 1 ml min™". E = 0. 26
V.

En la Figura 6 se muestran las rectas de calibrado correspondientes a la
determinacion amperométrica del AA en 0.1 M KBr con el electrodo propuesto, y

comparandolo con el electrodo de PVC/grafito. Cada estandar usado se midi6 5 veces.

Para el electrodo propuesto se obtuvo un limite de deteccion (definido como la sefial
del blanco mds tres veces su desviacién estdndar) de 1.51-10~ M, mientras que para el
electrodo de PVC/grafito (el potencial aplicado fue de 0.32 V) el limite de deteccion
obtenido fue de 3.18-10~ M. Para ambos electrodos el rango lineal de determinacién fue
5.10° - 5-10" M. Por tanto, el electrodo propuesto exhibe una alta sensibilidad y una
buena respuesta lineal. De hecho, su respuesta analitica supera a la del electrodo

convencional PVC/grafito.
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Finalmente, conviene destacar que la metodologia propuesta para la preparacion de
este nuevo electrodo compésito es altamente flexible. En este sentido, pueden
desarrollarse mezclas con otras SOC, que permitan construir electrodos eficientes,

capaces de ser empleados para la deteccion electroquimica en sistemas FIA.
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Figura 6. Representaciones de las corrientes amperométricas frente a la concentracién de acido

ascorbico, obtenidas a partir de la figura 5.

1.4. Conclusiones

La incorporacion de la sal TTF-TCNQ como fase conductora en electrodos
compositos, en forma de pastillas, ha resultado ser un método efectivo para la
preparacion de electrodos de trabajo alternativo, susceptibles de ser usados en sistemas
de flujo continuo. El electrodo compésito de PVC/TTEF-TCNQ propuesto en este trabajo
exhibe muy buenas propiedades electroquimicas, una elevada sensibilidad y también
una alta estabilidad mecédnica. Ademds, es facil y asequible de preparar, posee una
elevada estabilidad, y proporciona resultados muy reproducibles, siendo su superficie
facilmente regenerable. Su aplicabilidad en un sistema FIA se ha probado,
satisfactoriamente, en la deteccion amperométrica de AA, consiguiendo mejorar la

respuesta del electrodo convencional de PVC/grafito.
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2. A PVC/TTF-TCNQ Composite Electrode for use as Detector

in Flow Injection Analysis

A new polyvinyl chloride (PVC)/tetrathiafulvalene—tetracyanoquinodimethane (TTF-
TCNQ) composite electrode was prepared and tested for electroanalytical performance.
Variable PVC/TTF-TCNQ-graphite proportions were assayed in order to obtain the
best possible detector for use in Flow Injection Analysis. A PVC/TTE-TCNQ w/w ratio
of 1/10 was found to provide the best results in terms of sensitivity, coefficients of
variation and mechanical resistance. The voltammetric and flow-injection amperometric
detection responses of the electrode to ascorbic acid (AA) were measured and compared
with those of a PVC—graphite electrode. The results revealed the proposed electrode to
provide good electrode kinetics with a low background current and a relatively
reproducible signal. In addition, the electrode can be readily prepared and its surface

renewed.

Keywords: TTF-TCNQ); composite electrode; PVC; Ascorbic acid; Flow injection.

Paper published in Electroanalysis 18 (2006) 1727-1729.
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Analyses in flowing solutions have gained growing importance in response to the
increasing need for automation in analytical processes and their control. Amperometric
flow detection systems are usually highly flexible and have allowed a wide variety of

affordable electrodes to be developed for specific applications [1].

A large number of procedures for preparing solid electrodes for electroanalytical use
have been reported in the recent years. Carbon-based materials have been extensively
studied in this respect and well-known carbon paste electrodes consisting of reticulated
vitreous carbon or composites of graphite with Teflon, PVC, Kel-F, zeolites and sol-gel
matrices have been employed for analytical purposes. PVC/graphite composite
electrodes possess favourable properties as electrode materials; thus, they are
mechanically resistant, inexpensive and easily prepared and renewed. These advantages

make them highly useful as electrochemical detectors in Flow Injection Analysis [2, 3].

Organic conducting salts (OCS) such as tetrathiafulvalene tetracyanoquinodimethane
(TTF-TCNQ) possess interesting electrochemical properties as revealed by their use as
electrode materials for direct electron transfer with a number of electroactive
compounds or as mediators in the construction of various electrodes [4-12]. Although
some recently developed TTF-TCNQ composite electrodes can be successfully used in
flow injection systems [13-14], these electrodes, however, are technically difficult to

prepare and useful for dedicated applications only.

The primary aim of this work was to construct a new, sensitive detector for use in
flow injection analysis based on the good properties of stable PVC/graphite electrodes
and the high electrical conductivity of organic conducting salts. This paper reports the
preparation procedure and an electroanalytical study of the composite electrode
material, where TTF-TCNQ salt was incorporated into the bulk of PVC/graphite
composite. Replacing the graphite with the OCS as conducting phase was found to

increase the flexibility, selectivity and sensitivity of the composite electrode.

Figure 1(b) shows typical voltammograms provided by the PVC/graphite electrode
5-10% M potassium ferrocyanide in 1M KBr as supporting electrolyte, using a scan rate

of 0.01 Vs
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Figure 1. Cyclic voltammograms for 5-10 M potassium ferrocyanide in 1 M KBr. v = 0.01V s™': (a)
background, (b) PVC/Graphite 20/100 (w/w) composite electrode, (¢) PVC/TTF-TCNQ 10/100 (w/w)

composite electrode.

The results obtained from the calibration curves for potassium ferrocyanide suggest
that the proportion of graphite/TTF-TCNQ un the mixture of the composite electrodes
had no appreciable effect on sensitivity or precision; however, the electrode consisting
of PVC and TTF-TCNQ only [viz. graphite/TTF-TCNQ 0/100 (w/w)] exhibited a
higher stability and hardness, possibly as a result of an interaction between the graphite
and TTF-TCNQ particles hindering compaction of the composite. The influence of the
proportion of PVC in the mixture was also examined and a PVC/mixture ratio of 10/100

(w/w) found to provide the best results.

The effect of the electrode composition on its electrochemical reactivity was
examined. The results were quite consistent with those obtained from the calibration
curves: the highest electrochemical reactivity (high i,,. and low A4E, values) was
obtained for a PVC/TTF-TCNQ electrode (100% TTF-TCNQ) with 10/100 (w/w)
PVC/TTE-TCNQ. Figure 1 compares the results obtained for 5-10°M potassium
ferrocyanide in 1M KBr. As can be seen, the PVC/TTE-TCNQ electrode (c) exhibited
sharp voltammetric peaks and a small separation of peak potentials relative to the

conventional PVC/graphite electrode (b).
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The applicability of the proposed PVC/TTF-TCNQ electrode was checked by using
it to detect AA in an FIA system. Preliminary voltammetric tests on AA (Fig. 2) were
performed in order to identify the most appropriate electrolyte (0.1M KBr) and the
optimum applied potential (0.26 V) in terms of sensitivity. The PVC/TTF-TCNQ
electrode exhibited a higher intensity and a lower peak potential by virtue of the

catalytic effect of TTF-TCNQ on the oxidation of AA.
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Figure 2. Cyclic voltammograms for 5 mM AA in 0.1 M KBr as obtained at v = 0.01 Vs~ on a
PVC/graphite electrode (a) and a PVC/TTF-TCNQ electrode (b). Background voltammograms (c).

The influence of hydrodynamic variables such as flow rate and injected volume on
the response of the PVC/TTF-TCNQ electrode to AA was examined. The best results in
terms of sensitivity and reproducibility were obtained at a flow rate of ImLmin-1 and

an injected volume of 140uL.

Figure 3 shows the amperometric signals obtained at variable concentrations of AA
in 0.1M KBr. The reproducibility was checked on several consecutive injections of a
0.5mM AA solution (see inset of Fig. 3). A relative standard deviation of 0.46% was
obtained which indicates good reproducibility and hence good mechanical resistance of

the PVC/TTF-TCNQ composite electrode under flowing conditions.
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Figure 3. Flow-injection amperometric detection of AA at a variable concentration on a PVC/TTF-
TCNQ electrode. ¢; = 1.0-10° mol 17". = 5-10* mol I\, 3= 1-10* mol I"". Carrier 0.1 M KBr. Injected
volume 140 ul. Flow rate I ml min™". E=0.26 V.

Table 1 gives the figures of the merit of the amperometric determination of AA in
0.1M KBr with the proposed electrode and a PVC/graphite electrode for comparison.
Each standard used was measured 5 times. As can be seen from the results, the proposed
electrode exhibits a high sensitivity and response linearity. Moreover, the proposed
electrode is easy and inexpensive to prepare, exhibits a high mechanical stability and
provides reproducible results following renewal of its surface by use of a simple
procedure (see Experimental). So, it was found to slightly outperform a conventional
PVC/graphite electrode. Finally, the proposed methodology for preparing new
composite electrode is highly flexible and can be used with conducting organic salts
other than TTF-TCNQ in order to construct electrodes for efficient electrochemical

detection in FIA systems.
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Table 1. Figure of merit of the amperometric determination of AA in 0.1 M KBr.

PVC/Graphite PVC/TTF-TCNQ
Intercept,a (uA) 0.3+0.1 04+0.1
Slope, b (LA/M) 21900 + 600 29400 + 400
Regression coefficient (r) 0.9958 0.9991
Standard deviation of residuals (S,,) 0.23 0.15
Detection limit [a] (M) 3.18:107° 1.51-10°
Determination range (M) [5-10°-1-107 [5-10°-1-107
Coefficient of variation 1.13 0.46
Measurement potential (V) 0.32 0.26

[a] Defined as the blank signal plus three times its standard deviation

Experimental

The PVC/TTE-TCNQ composite electrode was made from graphite powder of 1-2
micron (Aldrich), polyvinyl chloride (PVC) of low molecular weight (Fluka purum
grade), N,N-dimethylformamide (DMF, Merck) and tetrathiafulvalene 7,7,8,8-
tetracyanoquinodimethane salt (TTF-TCNQ, Fluka purum grade). Potassium
ferrocyanide (Sigma) was used to prepare an aqueous solution containing 1 M KBr
(Merck), and L(+) Ascorbic acid (Merck) another one in 0.1 M KBr. All other reagents
were analytical-grade and solutions made in high-purity water from a Milli-Q system

(Millipore).

Current intensities were measured with an EG&G PAR Model 273 potentiostat with
automatic correction for the iR, compensation. The reference and counter electrode used
in batch tests were Ag/AgCl 3 M KCI (Metrohm 6.0733.100) and platinum (Metrohm
6.0302.100), respectively. The instrumental set-up was computer-controlled via M270

Research Electrochemistry Software.
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The flow system consisted of a Minipuls 3 peristaltic pump (Gilson), a six-way
injection valve (Omnifit), PTFE tubes of 0.5 mm inner diameter (Omnifit) and an
amperometric detector integrating both the working and counter electrodes. The flow
cell was a Metrohm model 6.5303.020 wall-jet cell of 60 pL. A Hidraulische Presse
(Perkin—Elmer) was used to prepare small pellets 50 mg in weight and 4.1 mm in

diameter.

All experiments were performed under ambient conditions (ca. 25 °C). PVC/TTF-
TCNQ-graphite pellets were prepared following an alternative procedure similar to that
previously reported by Luque et al. [15]. First, PVC powder was thoroughly dissolved
in 7.5 ml of N,N-dimethylformamide and 250 mg of a TTF-TCNQ-graphite composite
in an appropriate ratio was added to obtain a homogeneous mixture. Subsequently, the
mixture was thoroughly dried at a temperature below 60 °C. The solid thus obtained was
then ground to obtain a composite powder and an amount of 50 mg of the powder was
pressed to obtain a cylindrical pellet 2.5 mm thick and 4.1 mm in diameter. The cylinder
was press-fitted into a Teflon tube with a copper wire to ensure electrical contact. The
effective area fraction as determined voltammetrically with potassium ferrocyanide was

ca. 1 in all instances.

Electroanalytical measurements were preceded by cleaning of the electrode surface.
The clean-up procedure involved (a) polishing with P-1200 emery paper to obtain a flat
surface; (b) further polishing with glossy paper until a homogeneous surface was

obtained; and (c) rinsing with water.
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3. Simultaneous Determination of Ascorbic Acid and Uric Acid by Using a

PVC/TTF-TCNQ Composite Electrode as Detector in a FIA System

A PVC/TTF-TCNQ composite electrode has been employed as detector in flow
injection system. The proposed method allows the simultaneous detection of ascorbic
acid (AA) and uric acid (UA) in mixtures by using a FIA system in a simple manner,
without pre-treatment or modified electrode. This method is based on the amperometric
determination of: (a) ascorbic acid at 0.15V and (b) both analytes at 0.35V. A linearly
response in the range 1-107 to 4-10™* M for both analytes with the detection limit (s/n =
3) of 1.2:10* M and 8.1-10° M for AA determination and UA, respectively, were

obtained.

Keywords: TTF-TCNQ, Composite electrode, PVC, Ascorbic acid, Uric acid, Flow

injection.

Paper published in Electroanalysis 19 (2007) 973-977.
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3.1. Introduction

Solid composite electrodes have proved useful qualities as working electrodes in
flow injection analysis and liquid chromatography. A conducting phase, generally
graphite with different insulating materials, PVC, Teflon, etc, offers many potential
advantages such as flexibility, high mechanical resistance, good stability in flowing

system and a relatively simplicity in preparing and surface renewal.

Organic conducting salt (OCS) such as tetrathiafulvalene tetracyanoquinodimethane
(TTF-TCNQ) have interesting electrochemical properties as electrode materials for
direct electron transfer with a number of electroactive compounds. For example, they
have been used as mediators in the determination of reduced glutathione [1] and glucose
[2]. Moreover, some recently developed TTF-TCNQ composite electrodes have been
successfully used in flow injection systems [3-5]. Such is the case with electrodes made
by introducing an organic conducting salt through a non-conducting polypyrrole film to
form a tree-like structure [3] or by mixing TTF-TCNQ with epoxy resin, graphite
powder and glucose oxidase to obtain a biosensor [4]. These electrodes, however, are
technically difficult to prepare and useful for dedicated applications only. Moreover, the
electrocatalitic effect of these OCS has been described with oxidation of ascorbic acid at
TTF-TCNQ paste electrode [5]. The solid PVC/TTF-TCNQ composite electrode has
favourable properties as electrode material; such as high flexibility, selectivity and
sensitivity combined with a mechanically resistant, inexpensive and easily prepared and

renewed.

Uric acid (UA) and ascorbic acid (AA) are commonly found in biological fluids of
humans, mainly in serum, blood and urine. The detection of these compounds is
important not only for diagnostic but also for pathological research. Their
electrochemical detection becomes one of the feasible methods. However,
electrochemical procedures based on the oxidation of UA presented the interference
from AA that can also be oxidized at close potentials. Moreover, AA exists in body

fluids in relatively high concentration.

Various methods aimed at the improvement of the selectivity, such as chemically
modified electrode [6-8], electrochemical pre-treatment [9], enzyme-based techniques

[10]. Although these alternatives present very selective and sensitive results, they have
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several inconveniences, such as very complicated electrodes, and generally have little

versatility and low stability for their application in flow systems.

In the literature, several studies of TTF-TCNQ as mediators in the construction of
various electrodes have been applied to AA [11, 12] due to catalytic effect of TTF-
TCNQ on the oxidation of AA [13]. Although, the electrochemical detection of AA and
UA has been widely studied, their simultaneous detection by FIA system has not been
reported yet. Angnes et al. [10] have recently reported the determination of AA and UA
in urine by using amperometric detection in association with FIA, but the proposed
method requires an enzymatic treatment for the determination of each analyte. On the
other hand, the simultaneous determination of uric and ascorbic acids has been
described by several electrochemical techniques, such as voltammetry using a
commercial rotating glassy carbon electrode [14], differential pulse voltammetric with a
modified electrode incorporating the thionine-nafion ion pair [15], cyclic voltammetry
method with glassy carbon electrodes chemically modified [16], or by using
norepinephrine on an activated glassy carbon electrode making a redox-active
electrodeposited films [17]. However, in all these cases, the flow system was not

applied.

In this paper, we propose a simple method that allows the simultaneous detection of
AA and UA by using a PVC/TTF-TCNQ composite electrode as detector in flow
system without previous treatment. The proposed method could be easily applied to

biological samples.

3.2. Experimental
3.2.1 Reagents and solutions

The PVC/TTF-TCNQ composite electrode was made from graphite powder of 1-2
micron (Aldrich), polyvinyl chloride (PVC) of low molecular weight (Fluka purum
grade), N,N-dimethylformamide (DMF, Merck) and tetrathiafulvalene 7,7,8,8-
tetracyanoquinodimethane salt (TTF-TCNQ, Fluka purum grade). L(+) Ascorbic acid
(Merck) and uric acid (Sigma-Aldrich 99%) were used to prepare aqueous solution

containing phosphate (PBS) and acetate (AcBS) saline buffer, both supplied by Merck.
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All other reagents were analytical-grade and solutions made in high-purity water from a

Milli-Q system (Millipore).

3.2.2 Apparatus and electrodes

Current intensities were measured with an EG&G PAR Model 273 potentiostat with
automatic correction for the iR, compensation. The reference and counter electrode used
in batch tests were Ag/AgCl 3 M KCI (Metrohm 6.0733.100) and platinum (Metrohm
6.0302.100), respectively. The instrumental set-up was computer-controlled via M270

Research Electrochemistry Software.

The flow system in Figure 1 consists of a 6.5303.020 Metrohm wall-jet cell, an
amperometric detector, a Minipuls 3 peristaltic pump (Gilson), a six-way injection valve
(Omnifit), and PTFE tubes of 0.5 mm inner diameter (Omnifit). The injection volume

(sampling loop) was 60 pL.

A Hidraulische Presse (Perkin—Elmer) was used to prepare small pellets 50 mg in

weight and 4.1 mm in diameter.

Potentiostat

01581 PBS |

_\ Waste
®/ Cell
| W aste

LA +ITA _/ v g

Figure 1. Manifold employed for AA and UA detection. P: peristaltic pump, IV: six-way injection valve,

RE, AE, and WE: reference, auxiliary and working electrodes, respectively.
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All experiments were performed under ambient temperature (ca. 25 °C).

The electrode was prepared by using the procedure previously described by
Rodriguez-Amaro et al. [5, 18]. 250mg of a TTF-TCNQ composite mixed in an
appropriate ratio was added to a solution of PVC previously dissolved in 7.5mL of
DMEF. The homogeneous mixture thus obtained is dried at a temperature below 60°C
and subsequently ground. 50mg of this composite powder was pressed to obtain a
cylindrical pellet 2.5mm thick and 4.lmm in diameter. The cylinder was press-fitted
into a Teflon tube where a copper wire was then inserted to ensure electrical contact.
The electroanalytical measurements were always preceded by a thorough cleaning of
the electrode surface. The clean-up procedure involves (a) polishing with P-1200 emery
paper to obtain a flat surface; (b) further polishing with glossy paper until a

homogeneous was obtained; and (¢) rising with water.

3.2.3. Procedure

For simultaneous amperometric detection of AA and UA in the FIA system, two
injections are required: one at 0.15 V to detect AA in the mixture, and a second one at
0.35 V, where both AA and UA are oxidized, to detect UA in the mixture. For the
determination of UA concentration we had to carry out a previous calibration of AA at
0.15 V and 0.35 V, as the amperometric response of AA depends on the applied
potential. Then we subtract, from the signal obtained at 0.35 V, the one obtained at 0.15
V, this one properly modified by the calibration curves of AA. This simple procedure
has been tested in comparison with the consecutive additions method, in which
increasing amounts of one of the acids were added, starting from a definitive amount of

the other. The experimental results obtained by both methods by less than 5%.
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3.3. Results and discussion
3.3.1 Voltammetric Studies of AA and UA

Preliminary voltammetric studies of AA and UA were performed in order to identify
the most appropriate electrolyte and pH to obtain the best effective separation of these
compounds. We have studied and compared the behaviour of saline buffers PBS 0.15M
and AcBS 0.15M, as they are the supporting electrolytes more widely employed in the
bibliography for the electrochemical detection of AA and UA. Figure 2 shows cyclic
voltammograms of uric acid in PBS and AcBS. Although the cyclic voltammograms are
rather similar, the oxidation peak appears at a lower potential and with higher intensity
in PBS 0.15M, thus being this supporting electrolyte the one selected as more suitable

for the simultaneous detection of AA and UA in a mixture.
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Figure 2. Cyclic voltammograms for 4 mM UA as obtained at v = 0.01 Vs and pH 7: (a) in PBS 0.15
M, (b) in AcBS 0.15M and (c) Background voltammograms.

Effect of pH on the oxidation of UA and AA was studied in the pH range 4-9, in
which our results show that higher values of pH give rise to lower intensities and more

negative oxidation potentials, for both of the UA and AA. Between pH 7 and 8 we got
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not only a good splitting between the peaks of AA and UA. Therefore, this pH range
was selected. We may point out that this range is also the optimum one for applications
to biological sytems. In these conditions the cyclic voltammograms obtained by using
PVC/TTF-TCNQ composite electrode show well-resolved anodic peak for AA (at about
0.15V) and for UA (at about 0.32 V), revealing the possibility of the simultaneous

electrochemical detection.

Figure 3 shows cyclic voltammograms of UA and AA, individually and in the
mixture. As can be seen, the fact of being mixed does not give rise to significant
changes in the UA peak potentials, whereas the AA shows a shift of its Ep towards less

positive values.

300x10°-6
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E (V vs Ag/AgCl)

Figure 3. Cyclic voltammograms obtained in phosphate buffer 0.15M (pH 7) and v = 0.01 Vs on a
PVC/TTF-TCNQ electrode for (a) 10 mM ascorbic acid, (b) 10 mM uric, acid and (¢) mixture of 10 mM
AA and 10 mM UA.

In these conditions, the results of analytical curves show a detection limits (S/N = 3)
of 7.4-10° M and 1-10* M to UA and AA, respectively, in the mixture with a regression
coefficient of 0.9998.
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The shift of the AA anodic peak towards less positive potentials in suggestive of
electrocatalytic effects, which seems to have a rather complex behaviour, probably due

to the surface nature of the process.

3.3.2 Amperometric Detection of the Mixture UA and AA in a FIA System.

The most suitable potentials by using the PVC/TTF-TCNQ electrode were found to
be +0.15 V and +0.35 V, for the amperometric detection of AA and UA, respectively.
Note that at +0.15V all the AA reaching the electrode will be oxidazed, regardless of the

aforementioned electrocatalytic effects.

The influence of hydrodynamic variables such as flow rate and injected volume on
the response of the PVC/TTE-TCNQ electrode to AA and UA were examined. The best
results in terms of sensitivity and reproducibility were obtained at a flow rate of 1 ml

min~' and an injected volume (sampling loop) of 60 pl (Table 1).

Table 1. Figures of the merit of the amperometric determination of AA and UA in PBS 0.15 M (pH = 8)

by using the FIA system.
Ascorbic Acid Uric Acid
Intercept (A) 1.6:10°+43.107 2.1-10°+23-107 38107 +1.5-107
Slope (A/M) 8.7-10° + 1.8-10*  16.2-10° £2.0-10*  8.3-10° + 1.3-10™
Regression coefficient (1) 0.9997 0.9996 0.9997
Standard deviation of 2.1-107 2.5-107 1.8-107
residuals (Sy)
Detection limits [a] (M) 1.1.10" 1.1.10™ 6.7-10°
Determination range (M) [4-107-1-107] [4-107-1-107] [4-107-1-107]
Coefficient of variation (%) 0.69 0.72 0.92
Measurement potential (V) 0.15 0.35 0.35
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The results for quantification of UA in the mixture (Table 2) were obtained under
various concentrations in the presence of a fixed concentration of AA 4-10° M. The
analytical graph was linear in the concentration range of 4-10*- 2.10? M with a
correlation coefficient (r) of 0.9995 and the detection limit (S/N = 3) was 8.1-10° M. In
the same way, the results obtained to AA in the co-existence of 4-10° M UA, under the
optimized conditions, were a linearly response in the range of 4-10*- 1-10> M with a
correlation coefficient (r) of 0.9997 and the detection limit (S/N = 3) was 1.2-10* M.
Note that these values are very similar to those obtained for solutions containing only

one of the acids (Table 1).

Table 2. Figures of merit of the amperometric determination of mixtures of AA and UA in PBS 0.15 M
(pH = 8) by using the FIA system.

AA + UA (4x10°M) UA + AA (4x10°M)
Intercept (A) 5.0-107 £ 1.5-107 1.1-10° + 1.4-107 *
Slope (A/M) 8.1-10° + 8.5.107 8.0-107 + 1.1-10™
Regression coefficient (1) 0.9997 0.9995
Standard deviation of residuals 28107 22107
(Sy)
Detection limits [a] (M) 1.2-10™ 8.1-107
Determination range (M) [4- 107-1- 10'2] [4- 10’4-1-10’2]
Coefficient of variation (%) 0.80 1.10
Measurement potential (V) 0.15 0.35

The relative standard deviations (N=7) for determination of AA and UA was 0.80
and 1.10% respectively, showing the excellent reproducibility. Figure 4 shows the good
reproducibility of the signals obtained by several consecutive injection of UA, in the
mixture, even in 50-fold concentration excess of ascorbic acid do not interfere in the

UA detection.
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Although the results obtained for the proposed system are less spectacular than those
obtained by other methods reported in the literature, they are, however, acceptable
enough for allowing the simultaneous determination of AA and UA in body fluid
samples such as urine, where the concentration of UA is about 1.5-4.5 mM, and AA is
about 0.5-4 mM, human serum or blood (about 0.3 mM for UA and 0.4 for AA). The
PVC/TTF-TCNQ electrode also exhibits a good stability. In fact, it can be used for at
least three moths without noticing any significant response changes. For all these
reasons, it can be considered a good alternative for automatic simultaneous

determination of AA and UA.
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Figure 4. Flow-injection amperometric detection of UA at a variable concentration in the presence of 20
mM AA. ¢;= 0.5 mM. ¢; =2 mM. ¢; = 10mM. Carrier 0.15 M PBS (pH 8). Injected volume 140 pl.
Flow rate 1 ml min™". E=0.35 V.
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3.4. Conclusions

An efficient and very simple method for the simultaneous determination of AA and
UA in a flow injection system has been satisfactorily achieved by using a solid
PVC/TTF-TCNQ composite electrode as amperometric detector. This electrode presents
very low cost, high reproducibility, robustness and long-term stability. It can be
prepared easily and its surface can be renewed by simple mechanical polishing. The
detection limits obtained for AA (1.2-10* M) and for UA (8.1-10° M) in the mixtures

make it possible its application to biological samples.
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4. A new, third generation, PVC/TTF-TCNQ composite electrode amperometric

biosensor for glucose determination

A simple and effective amperometric biosensor based on PVC/TTF-TCNQ
composite electrode is proposed for glucose determination. Glucose oxidase (GOx) was
inmobilized by crosslinking with glutaraldehyde. The TTF-TCNQ salt acts as
conducting phase and as redox mediator, without needing the addition of any other
substance. The biosensor can be applied in batch (response linear up to 5.0 mM, with a
limit of detection, s/n =3, of 8.5 - 10° M) and in FIA system (linear range between 0.1
and 8.0 mM, with a limit of detection, s/n = 3, of 1.9 - 107 M). It is also proposed a
simple procedure that allows glucose and ascorbic acid to be simultaneously

determined.

Keywords: TTF-TCNQ, Composite electrode, Biosensor, Glucose, Flow injection.

Paper published in Journal of Electroanalytical Chemistry 615 (2008) 69-74.

110



4.1. Introduction

The development of composite-based electrodes to design new amperometric
biosensors for clinical, environmental, and food analysis has been the subject matter of
a large number of research lines in the last decades. The advantage of these materials,
apart from being relatively cheap, lies in their outstanding electrochemical, physical,

mechanical properties [1, 2].

Recently, we have reported a new composite electrode, based on tetrathiafulvalene-
tetracyanoquinodimethane (TTF-TCNQ), whose sensitivity as a detector in flow
injection analysis is a result of the high electrical conductivity of the organic conducting
salt (OCS) [3, 4]. Moreover, TTF-TCNQ has interesting electrochemical properties as
electrode material for direct electron transfers in biosensors of the third generation
(without needing mediators) as it has been shown by the results obtained in a large
number of experiments carried out with different enzymes, particulary flavoproteins

such as glucose oxidase, GOx [5-10].

In Egs. (1) and (2) it is shown the schematic mechanism of glucose oxidation when

using a glucose biosensor:

Glucose + GOx[FAD] — Glucolactone + GOx[FADH,] (1)

TTE-TCHQ
GOx[FADH,] — GOx[FAD] + 2H" + 2¢ 2)

Several configurations have been described for the incorporation of TTF-TCNQ as
part of these biosensors, i.e. grown at the surface of a shapable electroconductive film
[5,6], through the nonconducting polypyrrole film [7], forming a paste electrode [9, 10],

or integrated in an epoxy-graphite biocomposite [8].

With respect to the reported biosensors based on the formation of a paste electrode,
they have the inconvenience of their short lifetime. The rest of the configurations
described in the literature correspond to biosensors that need some other species in

addition to the OCS in order to ensure a good conductivity.

The aim of this work is to further the development of a biosensor with a new system
based on a composite electrode containing only the TTF-TCNQ salt as the conducting

phase. The proposed biosensor provides some improvements on those reported
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previously. It is easy to prepare and upkeep and can be used for glucose analysis in
either batch or FIA systems. Moreover, it shows better analytical characteristics in the
glucose determination, such as a better sensitivity, higher linear range and lower

detection limit.

4.2. Experimental
4.2.1 Reagents

TTF-TCNQ salt (purum grade, Fluka), poly(vinyl chloride) (PVC, low mol. weight,
purum grade Fluka) and N,N’-dimethylformamide (DMF, > 99.7% pure, Merck) were
used to prepare the TTF-TCNQ/PVC composite electrode.

The solutions used for the enzyme and its immobilization were Glucose oxidase
(GOx, EC 1.1.3.4 Type X-S from Aspergillus niger, 185,000 Units/g solid from Sigma)
prepared in 0.05 M phosphate buffer (PBS) at pH 7.4 and a 25% glutaraldehyde
solution (Aldrich).

Stock 0.5 M D(+) glucose (Sigma) solutions were prepared in 0.05 M phosphate
buffer (pH 7.4) and let to stand overnight to allow the anomers to reach equilibration of.
More diluted standards were prepared by suitable dilutions with the same phosphate
solution. All solutions were stored in the refrigerator. The rest of chemicals were

obtained in analytical reagent-grade from Merck or Fluka and also used as received.
All solutions were made in twice-distilled water from a Millipore Milli-Q system.
4.2.2. Instrumentation and procedures

All electrochemical measurements were made by using an EG&G PAR 273
potentiostat with automatic iR, compensation. Ag/AgCl 3M KCI and Pt wire were used
as the reference and auxiliary electrode, respectively. All tests were performed at
ambient temperature (ca. 25 °C) and under oxygen-free conditions (except for the

experiments in which the influence of oxygen was studied).

The instrumental set-up was computer-controlled with the aid of M270 Research

Electrochemistry software.
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The flow system [4] consists of a Minipuls 3 peristaltic pump (Gilson), a six-way
injection valve (Omnifit), PTFE tubes of 0.5 mm inner diameter (Omnifit) and an
amperometric detector integrating both the working and counter electrodes. The flow
cell was a Metrohm model 6.5303.020 wall-jet cell. The inyection volume (sampling

loop) was 60 pl.

The TTF-TCNQ/PVC composite electrode was prepared by using the procedure
previously described by Rodriguez-Amaro et al. [3,11]. The PVC/TTF-TCNQ ratio
leading to the highest electrical conductivity while maintaining mechanical stability was
determined in previous experiments. The best results are obtained at a 1:10 (w/w) ratio
of TTF-TCNQ to PVC in DMF. The polymer, polyvinyl chloride, was thoroughly
dissolved in DMF and the TTF-TCNQ salt is added to obtain a homogeneous TTF-
TCNQ/PVC mixture. Subsequently, the suspension was separated and dried in order to
obtain the composite powder. Finally, the powder was pressed into cylindrical pellets 4
mm in diameter x 2.5 mm thick with an active surface area of 12 mm’. Composite
pellets were inserted by press-fitting into a Teflon tube furnished with a copper wire to

establish electrical contact.

The electrode surface was regenerated as required by polishing with P-1200 emery
paper to obtain a flat surface, followed by polishing with glossy paper to obtain a

uniform surface and rinsing with water.

GOx was immobilized onto the PVC/TTE-TCNQ electrode by cross-linking with
glutaraldehyde as described previously [12]. Briefly, the procedure consisted of coating
the PVC/TTF-TCNQ electrode with 15 pl of a 9 mg/mL GOx solution (c.a. 24 Units
GOx). Once the electrode surface had dried out at ambient temperature, then the

electrode was immersed in a glutaraldehyde solution for 40 min and rinsed with water.

When not in use, the electrode was kept in 0.05 M phosphate buffer (pH 7.4) and

stored in the refrigerator.
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4.3. Results and Discussion
4.3.1. Response to glucose

First of all, in order to delimit the potential range in which there is no risk of
decomposition of the organic salt, it was registered a cyclic voltammogram by using the
PVC/TTF-TCNQ electrode in the PBS buffer. In these conditions, in positive scans, the
TTF-TCNQ salt starts being oxidized at 0.4 V vs. Ag/AgCl, whereas in negative scans
its reduction starts at -0.15 V. Therefore, the PVC/TTF-TCNQ electrode can be
polarized at any potential between -0.1 and 0.4 V without any problems associated with

the salt decomposition.

Figure 1 shows the voltammogram obtained at a scan rate of 0.01V s™' in a PBS
solution at pH 7.4 and 5.0 mM glucose (once substractes the voltammogram obtained in
the absence of glucose in the same conditions of scan rate and pH). As can be seen, the
oxidation of glucose starts at a low overpotential (from -0.05 V) and although the
intensity increases with the potential, it does not give rise to well-defined peak within

the working range of the electrode.

12x10®

8x10¢

ilTA

4x10-5

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E/V vs Ag/AgCI

Figure 1. Cyclic voltammogram (once subtracted the signal obtained in the absence of glucose) for 5.0

mM glucose obtained at 0.01V s in a PBS buffer (0.05 M, pH 7.4).
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Based on the above results, chronoamperometric experiments for glucose
determination were carried out in the range 0.1-0.2 V. Figure 2 shows
chronoamperograms recorded after successive additions of 1.0 mM glucose under
stirring conditions, with the biosensor containing 24 Units GOx. In all cases, a typical

Michaelis-Menten behaviour was observed.

2x10% A

500s

015V

0.1V

Time

Figure 2. Chronoamprometric response of the biosensor electrode after successive additions of 1.0 mM

glucose at different applied potentials. PBS buffer 0.05 M and pH 7.4.

4.3.2. Oxygen effect

The oxidation mechanism of glucose at TTF-TCNQ electrodes, outlined in Eqgs. (1)
and (2), has not been completely established yet. The direct electron transfer process
might be very complicated and the dominant pathway seems to depend on the method
of electrode preparation, glucose concentration and applied potential [8, 13]. However,
it has been reported that the presence of oxygen may induce a poor response of the
biosensor towards glucose because of the competition between oxygen, Eq. (3), and the

organic salt for the oxidation of the FADH, group of GOx.

Glucose + O, — Gluconolactone + H,O, 3)
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The H,0, produced in this reaction could not be detected by the biosensor because at

the working potential, 0.1-0.2 V, hydrogen peroxide is not re-oxidized to oxygen.

Figure 3 shows the response of the prepared glucose biosensor at 0.2 V, with and
without oxygen. As can be seen, the signal is strongly affected by the presence of
oxygen up to glucose concentrations close to 1.0 mM (curve B, injections a-d). Above
this concentration (curve B, injection e), the influence of oxygen on the measurements

is practically negligible.
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Figure 3. Influence of oxygen on the steady-state current for successive injections of 0.2 mM glucose:
(A) Ny—saturated solution; (B) air —saturated solution. The applied potential is 0.2 V. Others conditions as

in Fig. 2.

4.3.3. Effect of enzyme concentration on the biosensor response

Figure 4 shows the calibration curves obtained at 0.15 V with different enzyme
amounts (expressed as Units GOX) in the biosensor. It can be observed an increase in
the current response, which is proportional to the enzyme concentration. Nevertheless, it
must be pointed out that there are reproducibility problems when using biosensors

prepared with amounts above 40 Units GOx. This can be due to saturation effects,
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which probably entail a lack of homogeneity of the sensor. Therefore, 12 or 24 Units

GOx seem to be appropriate.

According to these results, 24 Units GOx and 0.15 V of applied potential can be
estimated as rather suitable work conditions. Under these experimental conditions
(curve b in Figure 4) we obtained a linear range up to 5.0 mM, with a sensitivity of 3.5
+ 0.4 mA M and a linear regression coefficient (r) of 0.9979. The detection limit (s/n =
3) was 8.5-10° M. These values are similar to those obtained for other recent glucose

biosensors that use gold nanoparticle-modified electrodes [12].
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Figure 4. Influence of the Glucose oxidase loading cross-linked with glutaraldehyde on the biosensor
response: (a) 12 Units, (b) 24 Units and (c) 36 Units. The applied potential is 0.2 V. Others conditions as

in Figure 2.

We have obtained a value of 9.0 + 0.5 mM for the apparent Michaelis-Menten
constant, K,,*"", determined from the corresponding Lineaweaver-Burk plot. This value
is similar to those reported for the free enzyme, which proves the good affinity for
glucose of GOx in the proposed biosensor, even higher than those of other GOx-based

biosensors [14-16].
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4.3.4. Reproducibility

The reproducibility of the biosensor was estimated by the response of the electrode to
1.0 mM glucose at 0.15 V. We obtained a relative standard deviation (R.S.D.) of 1.0%
for five successive determinations by using the same electrode, a R.S.D. of 1.6 % by
using five different electrodes of the same synthesis and a R.S.D. of 2.5 % for five
electrodes from different syntheses. These results show a remarkable reproducibility of

the proposed biosensor.
4.3.5. Stability

We have investigated the long-term stability of the biosensor by recording a daily
calibration curve for one month. There is a slight decrease in sensitivity (ca. 10 %) and
in intensity, as can be seen for instance in Figure 5 for a solution containing 1.0 mM
glucose. After this period, i,,,, becomes 72 % of its initial value, although its decrease is

not significant throughout the first 10 days.

5 10 15 20 25 30
Time / days

e
(=)
=)

Figure 5. Stability of the enzyme electrode stored in PBS buffer (0.05 M; pH 7.4) at 4 °C. The
determination solution is 1.0 mM glucose plus PBS buffer (0.05 M; pH 7.4). The applied potential is
0.15V.
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4.3.6. Interferences

We have studied the effect of the most usual electroactive interferences, such as
ascorbic acid (AA), uric acid (UA) and oxalic acid (OA), on the biosensor performance.
The solid line in Fig. 6 shows the chronoamperogram obtained for 1 mM glucose in the
presence of the investigated interferences (1.0 mM). As can be observed in the figure,
only AA gives rise to a significant response, whereas neither UA nor OA affect the

steady-state current response. These results are logical because of the low value of the

applied potential.
15x10° | el
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Figure 6. Influence of electroactive interferences at the applied potential (0.15 V): response at not
Nafion-modified biosensor (solid line) and response at Nafion-modified biosensor (dashed line). Arrows

indicate the additions in PBS 0.05 M buffer and pH 7.4.

In order to solve the possible interference of AA we suggest two alternative methods:

1) Direct elimination of the interfering effects of AA by coating the biosensor with
an extra 15 pl layer of 0.5 % Nafion solution (see dashed line in Fig. 6). This type of
treatment has been used in previous papers [14, 17, 18]. The inconvenient of this

procedure is that it entails a decrease in reproducibility and sensitivity (c.a. 10 %) of the
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biosensor. Therefore, this method would be more suitable when the AA concentration in
the sample is small compared to that of glucose, as it happens with human blood
samples in which typical concentrations are 0.1 mM and 5.0 mM of AA and glucose,

respectively [19].

i1) Simultaneous determination of glucose and AA in the sample. First of all, the AA
concentration is determined by using the PVC/TTF-TCNQ electrode, as described in
previous papers [4, 11]. The subsequent determination of glucose is carried out using
the biosensor proposed in this work, after previous calibrations of both glucose and AA,
at 0.15 V. Since the response of the biosensor (i ‘44) to the AA concentration is different
from that of the PVC/TTF-TCNQ electrode (ix4), the contribution of AA is substracted
from the total signal (ipiosen) according to: igicose = Ipiosen - I a4. This simple procedure
has been tested in comparison with consecutive additions method, in which increasing
amounts of glucose were added, starting from a definite amount of AA. The

experimental results obtained by both methods differ by less than 6 %.

4.3.7. Biosensor integration into a FIA system and glucose determination

As noted above, the most suitable potential was found to be +0.15 V for the
amperometric detection of glucose. The influence of hydrodynamic variables such as
flow rate and injected volume on the response of the biosensor to glucose was also
examined. The best results in terms of sensitivity and reproducibility were obtained at a

flow rate of 1 ml min™' and an injected volume (sampling loop) of 60 pl.

The reproducibility (n = 5) was checked on several consecutive injections of a 1.0
mM glucose solution. A relative standard deviation of 1.2% was obtained, which
indicates a good reproducibility and therfore good mechanical resistance of biosensor

under flowing conditions.

Figure 7 shows the calibration curve obtained for standards. Four measurements
were performed for each standard solution. A sensitivity of 0.80 + 0.04 mA M and a
linear regression coefficient (r) of 0.9985 were obtained for a linear range between 0.1

to 8.0 mM. The detection limit (s/z = 3) was 1.9-10° M. These results are in good
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agreement with those obtained in batch, and involve an interesting improvement when
compared with those of biosensors containing the enzyme in the composite [8].
Moreover, for the biosensor proponed in this work there is no need to add any
additional substance to the composite mixture to ensure its conductivity. It also has
lower cost, as only a small amount of enzyme is needed (just to cover the electrode

surface, instead of the whole composite).
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Figure 7. FIA peaks obtained at the biosensor for quadruple injections of glucose standars (ranging from
0.1 mM to 7.0 mM glucose) and the corresponding calibration curve (inset). Carrier solution: PBS buffer
(0.05M; pH 7.4). Flow rate: 1.0 mLmin". Injected volume (sampling loop): 60 ul. Applied potential:
0.15V.

The good results obtained allow its use for glucose determination in most of the
systems of interest (commercial beverages [8,18] clinical analysis [14] and human

serum or plasma [9,15]).

In fact, as a matter of interest, we have applied the proposed biosensor to determinate

glucose in a commercial sport beverage. Five of these commercial samples were

121



properly diluted by means of the supporting electrolyte solution before the
amperometric measurements. We obtained a good concordance (x 6.0 %) between the
results obtained when the biosensor and those obtained by the commercially available

Glucose Assay Kit.

4.4. Conclusions

This paper means our proposal of a new third generation composite biosensor for
glucose determination, based on the redox mediator TTF-TCNQ. It can be used both in
batch and in FIA systems. The composite can be easily prepared, and there is no need to
add any additional substance to ensure its conductivity. It shows high reproducibility,
long-term stability and low cost. Because of the low working potential of the biosensor,
the only possible or significant interference could be due to AA. Nevertheless, by means
of a simple procedure we can determine simultaneously glucose and AA concentrations
present in the sample. The linear range for glucose determination (from 0.1 mM up to
5.0-8.0 mM) and the detection limits obtained (8.5-10° M-1.9-10” M) make it feasible

for this biosensor to have of possible applications.
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CAPITULO IV



SENSORES DE DETECCION VOLTAMETRICA

1. A PVC/TTF-TCNQ Electrode as Voltammetric Analogue of an Ion-

Selective Electrode.

2. Use of Butler-Volmer treatment to assess the capability of voltammetric ion

sensors. Application to a PPy/DBS film for cations detection.

3. A new method based in the Butler-Volmer equation to evaluate

Voltammetric cation and anion sensors.
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1. APVC/TTF-TCNQ Electrode as a Voltammetric Analogue of an Ion-Selective
Electrode

Abstract
A TTF-TCNQ/PVC composite electrode is proposed as a voltammetric cation and
anion sensor. The electrode relies on the principle that, during redox processes

involving the TCNQ"" couple for cations and the TTF*"

couple for anions, electrolyte
ions are included into lattice sites in the charge neutralization process. This
voltammetric ion-sensor provides results that are similar to those of sensors based on
two electrodes (viz. one modified with TCNQ for cations and another modified with

TTF for anions) but with some practical advantages over them.

Keywords: Ion sensor, Voltammetric detection, TTF-TCNQ, Composite electrode, Ion

selectivity.

Paper published in Electroanalysis 18 (2006) 1068-1074.

126



1.1. Introduction

Although 7,7,8,8-tetracyanoquinodimethane (TCNQ) and tetrathiafulvalene (TTF)
have been the subjects of much electrochemical research, recent voltammetric studies
[1-6] on them have focussed on identifying the processes occurring in surface-confined
TCNQ and TTF microparticles. During such processes, electrolyte ions are included
into TCNQ (cations) and TTF (anions). Bond er al. [5,6] have proposed them as
candidates for the development of novel voltammetric cation and anion sensors,

respectively.

This voltammetric form of sensing has major advantages over the much more
extensively investigated potentiometric ion-selective electrode technique [6]. Thus, it
dispenses with the need to prepare one electrode per ion. Also, the reversible potential
can be calculated from data obtained under dynamic conditions with minimum
requirements as regards pre-equilibrium cycling of the potential. Finally,
voltammetrically generated current—potential-time curves provide significantly more
analytically useful information than do single equilibrium potential curves obtained

under potentiometric conditions.

Bond et al. [5,6] have successfully applied the following equation to TCNQ and TTF

immobilized as solids on an electrode surface:
Er = E” + S log [M"] for TCNQ"" (1)
Er = E"— S log [X] for TTF™" )

where Ey is the reversible potential, defined as Eg= (E,”* + Epred)/2, E,** the oxidation

red

peak potential and £, the reduction peak potential. These equations provide the basis

for an ion detection system.

Equations (1) and (2) were obtained from an expression of the Nernst relationship for

a reversible sensing process:
Egr = E* - S'log [ar/ao] 3)

where ar denotes the activity of the reduced phase and ao that of the oxidized phase.

The formal potential, E”, is a constant and the factor § is the potential shift per decade
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change in analyte concentration. Ideally, S = 2.303R7/nF. An equation similar to
Equation 1 was used by Krysinski [7] for a TCNQ-modified Au-SAM electrode

immersed in aqueous solutions of alkali metal cations.

When presented with mixed-analyte solutions, both ion-sensing systems exhibit
some ion selectivity by virtue of the ion inclusion/exclusion processes of TCNQ and
TTF being governed by nucleation growth kinetics with a different free energy of ion
incorporation into lattice sites. An equation similar to that of Nicolsky for cation
selective electrode [8] allowed a selectivity sequence to be established for the ions

studied.

The aim of this work was to further the development of solid-state univalent cation
and anion detectors with a new system based on the voltammetry of an electrode
consisting of the organic conducting salt (OCS) TTF-TCNQ as an alternative to existing
ion detection methods. The proposed system provides some improvements on that
reported by Bond et al. Thus, the use of the conducting salt in the composite mixture of
the electrode increases its durability to an extent that makes it virtually permanent; also,
it increases its flexibility by making it suitable for both cations and anions, and its
responsiveness (the electrode memory effect is overcome within a smaller number of

cycles).

1.2. Experimental
1.2.1. Reagents

TTF-TCNQ salt (purum grade, Fluka), poly(vinyl chloride) (PVC, low mol. weight,
purum grade Fluka) and N,N’-dimethylformamide (DMF, > 99.7% pure, Merck) were
used to prepare the TTF-TCNQ/PVC composite electrode. All other chemicals were

obtained in analytical reagent-grade from Merck or Fluka and also used as received.

All solutions were made in bidistilled water from a Millipore Milli-Q system.
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1.2.2. Instrumentation and procedures

All electrochemical measurements were made by using an EG&G PAR 273
potentiostat with automatic correction for the iR, compensation. Ag/AgCl 3M KCl and
Pt wire were used as the reference and auxiliary electrode, respectively. All tests were

performed under ambient conditions (ca. 25 °C).

The instrumental set-up was computer-controlled with the aid of M270 Research

Electrochemistry software.

The TTF-TCNQ/PVC composite electrode (working electrode) was prepared by
using a procedure similar to that reported by Luque et al. [9]. The PVC/TT-TCNQ ratio
leading to the highest electrical conductivity while maintaining mechanical stability was
determined in previous experiments. The best results in this respect were obtained at a
10:1 (w/w) ratio of TTF-TCNQ to PVC in DMF. The polymer, polyvinyl chloride, was
thoroughly dissolved in DMF and then supplied with TTF-TCNQ salt to obtain a
homogeneous TTF-TCNQ/PVC mixture. Subsequently, the suspension was separated
and dried in order to obtain the composite powder. Finally, the powder was pressed into
cylindrical pellets 4 mm in diameter X 2.5 mm thick with an active surface area of 12
mm?. Composite pellets were inserted by press-fitting into a Teflon tube furnished with

a copper wire to establish electrical contact.

The electrode surface was regenerated as required by polishing with P-1200 emery
paper to obtain a flat surface, followed by polishing with glossy paper to obtain a

uniform surface and rinsing with water.

Each experimental potential (E, or Er) was determined from at least five
measurements the results of which were all virtually identical —which testifies to the

high reproducibility of the electrode.

1.3. Results and discussion

The voltammetric behaviour of TTE-TCNQ electrodes has been carefully examined

by authors such as Jaeger and Bard [10, 11], El Kacemi and Lamache [12], Brajter-Toth

129



et al. [13], and Scaboo and Chambers [14]. Based on their results, partial oxidation

produces dication lattice sites that are reduced at 0.45 V in a process denoted by R3:
[TTF2+(BI'7)2](S) +e — [TTF+(BI'7)](S) + BI‘i(aq) (4)

After this reduction reaction, if the potential sweep range is restricted from —0.2 to
0.4 V, then the peaks due to the TCNQ/TCNQK couple (Ox2/R2) and the peaks due to
the TTFBr/TTF couple (Ox1/R1) persist in steady state multi-cycle voltammograms. All

these processes involve the transport of ions inside the solid lattice and out.

1.3.1. Detector response to ion identity and concentration

The basis for calibration of the proposed voltammetric ion sensor is a plot of
oxidation (E,™) or reduction peak potential (Epred), or reversible potential (ER), versus
concentration. Although ohmic distortion has been found to influence E,”* and E,*, it
has fairly little effect on the reversible potential. However, application of dynamic iR,
compensation results in substantial sharpening of voltammetric peaks, thereby
improving the reproducibility and accuracy of Ex measurements. Thus, we applied a
dynamic iR, compensation of 50 €, which was calculated to be the mean for the

different solutions used with our system, to our voltammetric measurements.
1.3.1.1. Application to cations

For the determination of cation concentrations, the TTF-TCNQ/PVC composite
electrode was activated by preliminary oxidation at 0.6 V. However, after the reduction
process R3, the potential sweep range was restricted where only the Ox2/R2 peaks
appear. Figure 1 shows the peaks for the TCNQ/TCNQ™ couple as isolated by clipping
the potential limits at —0.1 and 0.4 V in 0.1 M M*CI".

Previous studies [1, 2] showed that, for most group I cations (viz. Na*, K" and Rb"),

the transformation
x TCNQ) + n M+(aq) +ne < (M), (TCNQ)(TCNQ),_, ) ®))

occurs at x = 1 and n = 1; with Cs™, however, it occurs at x =3 and n = 2.
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Figure 1. Voltammograms of the TCNQ"" couple for a TTE-TCNQ/PVC composite electrode immersed
in 0.1 M aqueous solutions of sodium, potassium, rubidium and cesium chloride. Scan rate = 10 mV s™.
Dynamic iR, compensation = 50 Q. Data obtained from the fourth cycle of the potential after a 3 potential

cycle pre-equilibrium.
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Figure 2. Calibration plots of reversible potential versus log [M*] for the TCNQ"" couple as obtained by
immersing a TTF-TCNQ/PVC composite electrode in aqueous solutions of M"CI™. Other conditions as in

Figure 1.
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The accuracy of the Nernst-type relationship for our system was confirmed by
changing the alkali concentration in single-cation solutions. The plots of Eg versus

log [M"] thus obtained are shown in Figure 2 and their figures of merit in Table 1.

Table 1: Voltammetric parameters for the TCNQ®" activation process as obtained by immersing a TTF-
TCNQ/PVC composite electrode in 0.1 M M*Cl™ aqueous solutions. Scan rate: 10 mV s”. Data were
collected at the fourth potential cycle following a 3 potential cycle pre-equilibrium S values were obtained

from Figure 2.

Sodium Potassium Rubidium Cesium
E,* (mV) 279 239 184 267
E,"" (mV) 5 25 8 21
Eg (mV) 142 132 96 123
AE, (mV) 274 214 176 288
S (mV) 43 43 46 48

These results are very similar to those obtained by Bond et al. [5] for a TCNQ-
modified RAM electrode. Also, as can be seen from Figure 2, all cations gave straight
lines, which indicate that the TCNQ"~ process exhibits a Nerstian-type shift in the
reversible potential with alkaline cations. As expected from its disparate stoichiometry
in Equation 5, the intercept £~ for Cs departed from those for the other alkali metals and

its slope, S, was slightly greater than the rest.

In order to avoid raising background noise and irreproducibility, we used a moderate
scan rate (< 10 mV s). Under these conditions, the TTF-TCNQ/PVC composite
electrode exhibited two major advantages, namely: (a) it was rapidly recycled (2-3
cycles sufficed to suppress any memory effect developing from contact with previous
solutions), and (b) it remained operational over a virtually unlimited period (any signs
of deterioration were easily suppressed by using a simple surface regeneration

procedure described in Sec. 2).
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As can be seen from Table 1 regarding cation identity, on identical ion
concentrations in solution each cation led to a different voltammetric peak pattern and
an also different reversible potential for TCNQ. Therefore, the TTF-TCNQ sensor can

be deemed a voltammetric analogue of a cation-selective electrode.

1.3.1.2. Application to anions

For the determination of anion concentrations, the TTF-TCNQ/PVC composite
electrode was activated similarly as for the determination of cations since it was
previously confirmed that it was more responsive when activated by oxidation than by
reduction. After the reduction process R3, the potential sweep limits were restricted to
the range where only Ox1/R1 peaks appeared (normally from —0.2 to 0.25 V). Figure 3
shows the peaks for the TTF"/TTF couple in 0.1 M KX,

i (uA)

0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E (V vs Ag/AgCl)

Figure 3. Voltammograms of the TTF*° couple for a TTE-TCNQ/PVC composite electrode immersed in

0.1 M aqueous solutions of selected potassium anions. Other conditions as in Figure 1.

The redox process occurring at the electrode can be defined as

xTTF+nX ag—ne < (TTF), (X)u(TTE);_, s (6)
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where x =1 and n = 0.71-0.76 [10,15-17] for halides.

As with the cations, the accuracy of the Nernst-type relationship here was confirmed
by changing the anion concentration in single-analyte solutions. Figure 4 shows the Eg
versus log [X ] plots obtained and Table 2 their figures of merit. The fact that all anions
gave straight lines, the disparate voltammetric peak separation and the also disparate
reversible potential for TTF suggests that the TTF-TCNQ sensor is a voltammetric
analogue of an anion-selective electrode. Note that the S values for the anions were
more disperse (41-56 mV) than those for the alkali cations. This, as previously

predicted by Bard et al. [17], may be a consequence of the strength of the TTF' X"

complex.
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Figure 4. Calibration plots of reversible potential versus log [X] for the TTE™ couple as obtained by
immersing a TTF-TCNQ/PVC composite electrode in aqueous solutions of K*X". Other conditions as in

Figure 1.

134



Table 2: Voltammetric parameters for the TTF™ activation process as obtained by immersing a TTF-
TCNQ/PVC composite electrode in 0.1 M K'X aqueous solutions. Scan rate: 10 mV s”'. Data were
collected at the fourth potential cycle following a 3 potential cycle pre-equilibrium S values were obtained

from Figure 4.

Chloride Bromide TIodide Nitrate
E,* (mV) 247 163 126 192
E,"* (mV) 93 7 -134 56
Egr (mV) 170 85 -4 124
AE, (mV) 154 156 260 136
S (mV) 54 49 56 41

The previous results show that the TTF-TCNQ/PVC composite electrode exhibits ion
detection capabilities when presented with single-analyte solutions. In fact, with

+/0

TCNQO/* activated, the electrode behaves as a cation sensor and with TTF™" activated as

an anion sensor.

1.3.2. Detector response to multianalyte solutions

In order to check whether the TTF-TCNQ/PVC composite electrode would retain its
ion selectivity in mixed-ion solutions, we used Equation 7, proposed by Bond et al. [5,
6] for a voltammetric sensor. This equation is an adaptation of the Nicolsky-type

equation for an ion selective electrode (ISE) immersed in a mixed-cation solution:

E,=x+Slogm; |+, .[m;]) %
Similarly, for a sensor immersed in a mixed-anion solution,

E,=x-Slog|x;]+ &, |x;] )
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where x and S can be obtained from the calibration plot for the main ion A, B denotes
the “competing” or interfering cation, and K is the ion selectivity coefficient and

represents preference for the main ion and the interfering ones.
There are three different possibilities for mixed-ion solutions, namely [6]:
(a) No selectivity (i.e., the potential remains constant and K = 1).
(b) Competitive selectivity (secondary ions interfere to some extent).
(c) Total selectivity. The potential depends on the main ion only, so K =0.

The ion selectivity coefficients of a voltammetric sensor can be calculated by using

the empirical separate solution method, based on the following equation for ISEs:

ERB — ERA

—logKA!B: S

)

where S is the average gradient of the calibration plot for each ion.
From data in Tables 1 and 2 we obtained the following sequences:

KRb,Na =10.8 > KRb,K =64 > KRb,Cs =37> KCs,Na =26> KK,Na =17> KCS,K =1.6

for cations, and

KCl,l = 1457 > KNO3,I =436 > KBr,I =496 > KC],Br =447 > KNO3,Br =74 > KCI,NO3 =

2.4 for anions.

The previous values are quite consistent with those reported by Bond et al. [5] and
lead to a similar ion selectivity sequence, namely: Na™ > K™ > Cs" > Rb" for cations,
which is consistent with an increased selectivity for those cations with an increased
positive TCNQ®" reversible potential; and I > Br~ > NO; > CI” for anions, which is
+/0

consistent with an increased selectivity for the anions with an increased negative TTF

reversible potential

The experimental values of the reversible potential were obtained by using mixed-ion
(cation or anion) solutions in variable ion ratios, but a constant total ion concentration
(0.1 M). The results were compared with those predicted by Equation 7 and 8, and

found to be quite consistent. By way of example for cations, Figure 5a shows the results
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for Rb":K" mixtures. Circles correspond to experimental data and the solid line to the
best fit obtained with Equation 7. Consistency between the experimental and predicted

data was especially good at x = 137 mV, S =44.5 mV and Kgpx = 5.3.

Similarly, by way of example for anions, Figure 5b shows the results for selected
CI":Br mixtures. Circles correspond to experimental data and the solid line is the best
fit of Equation 8. As can be seen, the two were highly consistent at x = 122 mV, § = 49
mV and K¢ g, = 50.
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Figure 5. (a) Reversible potential for the TCNQ”" couple as obtained by immersing a TTE-TCNQ/PVC
composite electrode in mixed-cation solutions containing variable Rb*/K" ratios and a constant total
cation concentration of 0.1 M. (b) Reversible potential of the TTF™ couple as obtained by immersing a
TTF-TCNQ/PVC composite electrode in mixed-cation solutions containing variable CI'/Br™ ratios and a
constant total anion concentration of 0.1 M. Symbols correspond to experimental data and the solid line to

data obtained from Equations (7) or (8) (see text for further details). Other conditions as in Figure 1.
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Although the Krpx and Kcjpr values obtained suggest strong perturbations
(competitive selectivity) from the interfering ion in the determination of the main ion,
the proposed electrode provides an acceptable response to these types of mixtures. Also,
the K values obtained are similar to those provided by Equation 9, which confirms the
accuracy of the separate solution method approximation —at least with a view to

obtaining acceptable estimates.

Although the determination of divalent cations such as Mg**, Ca** or Ba** was
outside the scope of this work, we found the presence of these ions at concentrations
below 5% (for Na* and K¥) or 1% (for Rb* and Cs™) that of the univalent main cation to

cause no appreciable interferences.

Based on the foregoing, the proposed TTF-TCNQ/PVC composite ion-sensing
electrode exhibits acceptable selectivity in mixed-ion solutions, at least on a par with
those of modified TCNQ electrodes for cations and modified TTF electrodes for anions
[5, 6]. The electrode can thus be expected to be useful with real systems (e.g. in the

determination of cations in blood serum [18, 19] or that of ions in water [20, 21]).

Therefore, including TTF-TCNQ salt in the electrode composition is, to our minds, a
step forward in the development of new solid-state univalent ion detectors providing an

acceptable compromise between reliability and ease of preparation and use.

1.4. Conclusions

The proposed TTF-TCNQ/PVC composite electrode exhibits a selective
voltammetric behaviour in aqueous solutions that affords its use as an ion detector. The
relationship of the thermodynamically reversible potential to both the nature of the
analyte and its concentration (a Nernst-type relationship) in mixed-ion solutions
(Nicolsky ion-selective type equation), together with the ease of preparation of the
electrode, its responsiveness and durability, make it an appealing alternative to existing

electrochemical forms of ion sensing.
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2. Use of Butler-Volmer Treatment to Assess the Capability of the Voltammetric

Ion Sensors: Application to a PPy/DBS Film for Cations Detection.

Abstract

In this work, the Butler-Volmer formalism has been used to obtain a new equation to
be applied to asses the calibration to voltammetric ion sensors. This new method
postulates a direct relationship between the mid point reversible potential, Eg, and the
logarithm of the electrolyte concentration. In the same way as the others relationships
based on the Nernst equation, a positive slope is expected to a cationic exchanging
system, and a negative one for an anionic sensor. However, the theoretical slope
proposed in this work includes the electron-transfer coefficient, which allows us to
explain the slopes frequently reported in the literature non coincident with the ideal
value estimated from Nernst equation: 2.303RT/nF. Also, comments are made on results
from other literature with respect to the new equation, and an application of this method

to PPy/DBS films as a cation sensor is carried out.

Keywords: Ion sensor; Butler-Volmer equation; Voltammetric detection; Conductive

polymer; Cation selectivity

Paper published in Electrochemistry Communications 10 (2008) 190-194.
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2.1. Introduction.

The electrochemical sensors, including potentiometric, voltammetric/amperometric
and those using resistance changes measurements are very attractive to practical
applications because they are associated with small-size, portability, low energy
consumption and low cost [1-3]. Voltammetric sensors have some advantages: they
dispense with the need to prepare one electrode per ion; the current-potential-time
curves generated provide more analytically useful information than single equilibrium
potential curves obtained under potentiometric conditions; also, the reversible potential

can be calculated from data obtained under dynamic conditions [4].

Actually, the expressions used to characterize ion-selective electrodes are based on
the Nersnt relationship. Bond and co-workers [4,5] adapted this equation for cation and

anion voltammetric sensors, respectively:
E,=E° +Slog|M ] (1)

E,=E°—Slog|x]| )
where IM*| and IX'| are the cations and anions concentrations, respectively, and Ey is

the reversible potential, defined by

Ered+on
= 3)

E[’fd is the reduction peak potential and £ is the oxidation peak potential. These

equations were applied recently to check a TTF-TCNQ/PVC composite as ion-selective
electrode [6].

Equations (1) and (2) demonstrate a direct relationship between Eg and the logarithm
of the electrolyte concentration, where S is the slope derived from the plot, which has
positive or negative values for cationic or anionic exchanging, respectively. Moreover,

ideally S will be equal to 2.303RT/nF.

Application of conducting polymers in chemical and biochemical sensors have been
extensively studied since the mid-1980s. Polymers as polypyrrole (PPy), polyaniline
(PANI), or Polythiophene (PTH) offer great possibilities to improve the selectivity,
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partly changing the chemical structure of the polymer backbone, and partly from the
many possible counterions or neutral molecules that can be trapped inside the polymer

[2,3,7].

Moreover, for electrochemical ion sensors based in polymeric materials linear
relationships between potential and the logarithm of electrolyte concentration have been
reported. This behavior has been frequently explained on the basis of the Nernst
equation [8-12]. However, a treatment based in the Butler-Volmer expression has
recently been reported to explain the direct evolution of the potential with respect to the

logarithm of the electrolyte concentration [13].

2.2. Experimental.

Pyrrole monomer (Fluka, >97%) was distilled under vacuum before use. Sodium
dodecylbenzene sulfonate (Aldrich), LiClO4, NaClO4 and KCIO4 (Merck) were used as

received. Millipore water with resistivity of > 18 MQ cm was used.

Ppy/DBS films were generated by electrochemical oxidation on Pt foil electrodes. A
potential of +0.8 V vs. Ag/AgCl was applied for 60 s in aqueous solutions of 0.1M
pyrrole and 0.IM DBS. Afterwards, the modified electrode was taken out of the

solution, washed with water, dried and stored at 4°C.

The electrochemical polymerization and the voltammetric measurements were
performed with a PAR 273 A potentiostat/galvanostat. A three electrodes cell composed
of Pt foil working electrode (area 1 cm2), an Ag/AgCl reference electrode, and a Pt wire
as the auxiliary electrode, were used. All the solutions were purged with N, gas for 15

min.

With the aim of preventing an ohmic distortion, a voltametric iR, compensation of 50
Q) —which was calculated to be the mean for the different solutions used— has been

applied to our voltammetric measurements.

Each experimental potential (Eg) was determined from at least five measurements.
All results were virtually identical, which testifies to the high reproducibility of the
PPy/DBS modified electrode.
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2.3. Results and Discussion:
2.3.1 Butler-Volmer treatment.

For the theoretical treatment we will consider the oxidation/reduction process of a
PPy/DBS film using an aqueous solution of MClO4 0.1 M, where M is an alkaline
cation. In this case, DBS™ anions will remain fixed inside the polymeric material making
it necessary that the electrolyte ions are exchanged during the redox process. Thus, two
basic redox reactions for the prevailing interchange of cations or anions, respectively,

could be proposed:

PPYy’DBS M *2PPy"DBS +M™* +e” (Scheme I)

PPy’DBS™-M * +CIO; 2 PPy*DBS~-M *-ClO; + e~ (Scheme 1)

In the simplest approximation and considering an equilibrium condition, the
electrochemical potential for these reactions could be described by the Nernst equation:
RT |PPy*DBS”||M* RT. |PPy"DBS™|  gr

E=E"+=—In'—— =E"+—Ih—————+ = InM"
nF " |PPy°DBS™-M* nF " |PPy°DBS™-M*|  nF

“)

RT . |PPy'DBS™-M"-ClO;| RT [PPy*DBS™-M*-ClO;| R

E=E°+~—In =E” + n
nF |PPy’ DBS™-M"||ClO;| nF |PPY’DBS™-M*

nF

These equations describe a semi-logarithmic increase in the potential with
electrolyte concentration when a cationic exchange prevails, whereas a negative slope is

predicted when the interchange of perchlorate anions prevails [8-12].

We consider that the Butler-Volmer formalism is more appropriate for describing

kinetic processes as this one. As regards the anodic part of the general process, R 2 O +

ne and considering that only oxidation is occurred in this branch of the voltammogram,

the Butler-Volmer equation can be expressed by [14,15]:
i, = nFAkO-CR e (EED) (6)
or:

143



, 1 i 1
E =E" + In—* InC (7N
‘ (1-a)n, f " FAK (1-an, f o

where, i,, E,, E° o, k° ,n, and Cg are the anodic current, the anodic potential, the
standard potential, the transfer coefficient, the standard rate constant, the n value of the

rate-determining step, and the reactive compounds concentration, respectively.

On the other hand, considering that in the cathodic part only reduction is presented,

the cathodic intensity, i., can be expressed by:

. — _EY
i, =nFAk"-C,.e” ™/ *F) (8)
or:
E = - mt 4 1 e ©))
an,f nFAk® on f

where, E., and Cy are the cathodic potential and the product compounds concentration,

respectively.

Considering that solid-state phases confined on the electrode surface (such as
PPy*DBS™ and PPy’DBS M™) have activity values equal to the unity, the Eqgs. (7) and
(9) can be expressed for Scheme I by:

1 i

Eo=E" =t Ly (10)
an.f  nFAK®  on f

E, =E"+ —In—o_ (11)
(I—a)n,f  nFAk

Alternatively, previous studies reported changes in the mid point reversible potential,
Ey, with the electrolyte concentration [4-6]. Hence, Ex could be giving by Eq. (1) or Eq.
(2), which provide direct relationships between Ex and the cation or anion concentration

for cationic or anionic exchange systems, respectively.

Continuing with Butler-Volmer treatment, we can obtain the Eg value taking E. and

E, from Egs. (10) and (11) as Eprecl and E,™, respectively:
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b - E+E, E +E,

12
R > 5 (12)
For the Scheme I, introducing Egs. (10) and (11) in this equation, one obtains:
Eg=b m|—mte Loy Ly (13)
2\(l—a)n,f  nFAK® oanf nFAK®) 20om f

For clarify, the second term can be designed by Z, and thus this equation would be

transformed into:

1
an, f

(14)

ER=E°'+Z+2 In[pM *

Comparing this expression with Eq. (1) it should be noted that they are very similar.
Moreover, a direct relationship between Ex and the cation concentration is obtained
experimentally, as it will be showed below for PPy/DBS polymer, and as it has been
reported for different systems [4-6]. Hence, Z has to be a constant term, and this

equation can thus be transformed into:

1
an f

Ey=H+- In[M * (15)

where H is the origin ordinate constant.

On the other hand, the cathodic and anodic peak currents do not maintain similar
values with the electrolyte concentration. However, a relationship between i, and i, has

to exist to make the Z term constant with the electrolyte concentration.

With respect to the Scheme II, where anion exchange prevails, and considering again
that solid-state phases confined on the electrode surface (such as PPy"DBS M*CIlO;
and PPY’DBS M") have activity values equal to the unity, the Eqgs. (7) and (9) can be

expressed by:
E =E" - e (16)
an f  nFAk
E, =B+ ———tn—e 1o (17)
(I—an,f  nFAK" (-n,f
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In this case, we will use Egs. (16) and (17) to obtain Ek:

Ep=E" 4a| Ly Ll Lo (18)
2\(l—an,f  nFAK® om f  nFAK®) 20-an,f

Note that in this equation the second term is identical to that designed by Z in Eq.

(13) for the Scheme I. Again, in the same way, this term will be included inside the

constant, H, resulting:

E, =H—;IH‘CZOZ‘ (19)
21-an, f
Furthermore, substituting f by its value and using decimal logarithm, Eqs. (15) and

(19), for Scheme I and II, respectively, could be expressed by:

E, = H+2303—L loglM * (20)
2o0m F
E, =H—2.303L10g‘C10;‘ (21)
21-an, F

It is further worth noting that these equations are very similar to Eqgs. (1) and (2)
reported by Bond et al. [4,5], where the only changes are the slope and the origin
ordinate constant. Thus, for cationic exchange the slope is equal to S/2¢, and for anionic
movement the slope is equal to —S/2(/-a), while the origin ordinate is E°’+ Z. Note also
that, for a system where a = 1-a = 0.5, resulting slopes are in accordance with those of
Bond equations. Moreover, in systems where i. equal, in absolute value, to i, the origin
ordinate constant in Egs. (20) and (21) will be equal to E°’. Hence, in system where li_|
= li,l and a = 1-a = 0.5 the equations obtained using the Butler-Volmer formalism will

coincide exactly with those derived by Bond from the Nernst equation.

In addition, in Ref. [5] Bond et al. obtained for a TCNQO/ " system a S value of 44.4
mV/dec, which is not coincident with 58.5 mV/dec, predicted by the Nernst equation at
22 °C. Knowing that during the redox process of the TCNQ"" system an interchange of
cations is produced as well as Scheme I, Eq. (20) can be applied for this system. From
this equation and considering n,=1, a value of a equal to 0.66 could explain the 44.4

mV/dec slope value reported.
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Unwin et al.[16] have studied the reaction between TCNQ and Fe(CN)64' at the
interface between two immiscible electrolyte solutions (ITIES), and they reported a o
value in the rage 0.56+0.04. This value is next to 0.66, the one calcuted by our method,

though there is a clear difference between this system and that used by Bond.
2.3.2. PPy/DBS film as a cation sensor.

As has already been commented, equations derived from Nernst or Butler-Volmer
ones, provide a direct relationship between Er and ion concentration, although their

constants and slopes are different.

We have used a PPy/DBS modified electrode immersed in aqueous solutions of
sodium, potassium, and lithium perchlorate to examine the properties of this polymeric
material as a voltammetric cation sensor. The redox reaction of this system is described
by Scheme I, as it is deduced from the positive slope observed in Figure 2. In this case
the DBS™ anions are fixed inside the polymer matrix, and they are not exchanged during

the redox process, as it has been reported previously [18-20].

Thus, cyclic voltammograms of a PPy/DBS film were obtained from -1.1 Vto 0.5V
in different concentrations of these electrolyte solutions (Fig. 1). A moderate scan rate
(< 10 mV s™) allowed us to maintain operational the polymeric modified electrodes
operational for a long period of time (no deterioration was observed after five months of
working). Moreover, the polymer was rapidly recycled (2-3 cycles sufficed to suppress

any memory effect developing from contact with previous solutions).

Er values were calculated from these voltammograms, and a linear relationship
between Egr and log [M"] was obtained for the three alkaline cations studied (Fig. 2).
This result, where increasing slopes are observed, is in accordance with Eq. (1) derived

from Nernst and Eq. (20) obtained from Butler-Volmer.

The slopes obtained from Fig. 2 have very similar values, ranging between 41 and 36
mV/dec. However, all of them differ of the ideal Nernstian value. Hence, we consider
that it is more appropriate to use Eq. (20), which could explain these slope values. From

this equation the value of the slope is defined by:
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RT
2om F

s

$'=2.303

(22)

From Figure 2 we can estimate the values of the factor a-n, for the PPy™ couple

when different cations were used: 0.82 for K*, 0.76 for Na* and 0.72 Li".

i/ mA

E/V

Figure 1. Voltammograms recorder for a PPy/BBS film immersed in 0.01M aqueous solutions of LiClOy,
NaClO,, and KCIO,. The voltammograms were carried out changing the potential from -1.1 V to 0.5 V.

Scanrate = 10 mV s\,

As for cation identity, it is demonstrated that on identical cation concentrations in
electrolyte solutions each cation led to different voltametric peak pattern and hence
different reversible potential values for the PPy* couple (Figure 2). Thus, the PPy/DBS

system can be deemed as a voltametric sensor analogue to a cation-selective electrode.
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Figure 2. Calibration plots of reversible potential, Eg, versus log [M'] for a PPy/DBS modified electrode

in aqueous solutions of M*ClO,". Scan rate = 10 mV s™.

2.4. Conclusions.

A new method based in the Butler-Volmer theory to assess the capability of the
voltametric cation and anion sensors has been proposed. Equations (20) and (21) are
very similar to those proposed previously by Bond et al. derived from the Nernst
relationship, Egs. (1) and (2). Also, in a system where li.| = li,l and a = 1-a. = 0.5 the
equations obtained using the Butler-Volmer formalism will be similar to those proposed
by Bond, i.e. at systems with behavior similar to Nernst to method proposed by us is
still valid. Knowing that most of the redox systems studied do not fulfill the Nersnt
conditions, it is essential to a have a method at our disposal that is based on the Butler-

Volmer equation, which could be used for systems out of equilibrium.

The new method allows us to explain the slopes reported in the literature non

coincident with the ideal value estimated from the Nernst equation: 2.303R7/nF.
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Moreover, from the slope value obtained experimentally a transfer coefficient can be

proposed for the system studied.

At the end, PPy/DBS modified electrode has probed to fulfill equation Eq. (20), and
due to its different response to the three alkaline cations analyzed, it can be deemed as a
voltammetric cation sensor. The application of this new method to different polymeric

cation and anion sensors is actually in progress in our laboratories.
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3. A new method based in the Butler-Volmer equation to evaluate Voltammetric

Cation and Anion Sensors

Abstract

A new method based on the Butler-Volmer formalism is applied to assess the
capability of two voltammetric ion sensors based on Polypyrrole films: PPy/DBS and
PPy/Cl104 modified electrodes were studied as voltammetric cation and anion sensors,
respectively. The reversible potential versus electrolyte concentrations semi-logarithm
plots provided positive calibration slopes for PPy/DBS and negative ones for PPy/ClOy,
as was expected from the proposed method and that based on the Nernst equation. The
slope expressions deduced from Butler-Volmer include the electron-transfer coefficient,
which allows slope values different from the ideal Nernstian value to be explained. Both
polymeric films exhibited a degree of ion-selectivity when they were immersed in
mixed-analyte solutions. Selectivity coefficients for the two proposed voltammetric
cation and anion sensors were obtained by several experimental methods, including the
Separated Solution Method (SSM) and Matched Potential Method (MPM). The K

values acquired by the different methods were very close for both polymeric sensors.

Paper Accepted, on 11 September 2008, in Journal of Physical Chemistry-B.
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3.1 Introduction.
In order to characterize ion-selective electrodes the expressions used until present

have been based on the Nersnt relationship'. Bond et al.*”

adapted the potentiometric
equation to voltammetric ion sensors, changing the EMF for Eg and considering an
activity coefficient close to unity. These authors successfully applied eq. 1 and 2 to

TCNQ and TTF immobilized on electrode surfaces, respectively:

E,=E°+Slog|M | [1]

E,=E°-Slog|x] 2]

where IMA"l and IX'| are the cation and anion concentrations, respectively, and E is the

reversible potential, defined by

red ox
_ EF+E,

R > (3]

E[’fd is the reduction peak potential and E"is the oxidation peak potential. These

equations were also applied recently to check a TTF-TCNQ/PVC composite for use as

. . 4
ion selective electrode.

Equations 1 and 2 demonstrate a direct relation between Er and the logarithm of the
electrolyte concentration, where S is the slope derived from the plot, which has positive
or negative values for cationic or anionic movement, respectively. Ideally, S will be

equal to 2.303RT/nF.

A similar linear dependence of the potential versus the logarithm of ion activity has
frequently been reported for electrochemical ion sensors based on polymeric materials.
In this case, a negative slope is recorded for anion exchanging polymer and a positive
slope is obtained for cationic exchanger polymeric materials. Although this linear
relationship is mainly based on the Nernst equation,” recently a treatment based on the
Butler-Volmer expression has been reported to explain the direct relationship between

the potential and the logarithm of the electrolyte concentration.'”

Polymers, such as polypyrrole (PPy), polyaniline (PANI) or polythiophene (PTH),
offer great possibilities for improving selectivity, by partly changing the chemical

structure of the polymer backbone and partly due to the many possible counterions or
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10-13

neutral molecules that can be trapped inside the polymer. Hence, the use of anions

of different size means that polypyrrole films can be used as cationic and anionic

: . 6,10-16
potentiometric 10n Sensors.

In PPy polymers doped with small-anions it is considered that the anions are expelled
during the reduction process, while they are included again inside the polymer during
oxidation. However, it is normally accepted that PPy films doped with large anions,
such as DBS’, the anions are fixed inside the polymer matrix, providing cationic

transport when the polymer is subjected to a redox process.'> '

Recently, we introduced a new method based on the Butler-Volmer equation to
assess the capability of voltammetric ion sensors.*’ In the present work, this method is
designed to evaluate any voltammetric anion and cation sensor, and so is applied to
PPy/DBS and PPy/ClO4 modified electrodes, acting as voltammetric cation and anion
sensors, respectively. We then examine whether both of these PPy modified electrodes
retain their ion selectivity in mixed-ion solutions. Also, selectivity coefficients of these
voltammetric sensors are calculated by different methods. In this sense, the increase in
the mid-point reversible potential (AEg) will be used for the first time to apply the

Matched Potential Method to voltammetric ion sensors.

3.2. Experimental.

Pyrrole monomer (Fluka, >97%) was distilled under vacuum before use. Sodium
dodecylbenzene sulfonate (Aldrich), LiClO4, NaClO4, KCIO4, NaF, NaNO; and NaCl
(Merck) were used as received. Millipore water with resistivity of > 18 MQ cm was

used.

PPy/DBS and PPy/Cl0; films were generated by electrochemical oxidation on Pt foil
electrodes, applying a constant potential of +0.8 V vs. Ag/AgCl for 60 seconds. A 0.1M
pyrrole and 0.1M DBS aqueous solution was used to generate the PPy/DBS polymers
and a 0.1 M pyrrole and 0.1 M LiCIO4 solution was used to synthesise the PPy/ClO4
films. Once the polymer film was deposited on the Pt foil, the modified electrode was

taken out of the solution, washed with water, dried, and stored at 4°C.
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The electrochemical polymerization and the voltammetric measurements were
performed with a PAR 273A potentiostat/galvanostat. A three electrodes cell composed
of Pt foil working electrode (area 1 cm?), an Ag/AgCl reference electrode, and a Pt wire
as the auxiliary electrode, was used. All the solutions were purged with N, gas for 15

minutes.

With the aim of preventing an ohmic distortion, a voltametric iR, compensation of 50
Q, which was calculated as the mean for the different solutions used, was applied to the

voltammetric measurements.

Each experimental potential (Er) was determined from at least three measurements.
The results were virtually identical, which testifies to the high reproducibility of the

polymer modified electrodes.

3.3. Results and Discussion.
3.3.1 Butler-Volmer treatment.

Anions of different sizes can be used to dope PPy during the polymerization process,
providing polymeric systems with different electrochemical properties.'*'® Hence, a
PPy film can be used as cationic or anionic ion sensor, depending on the anion type
used during polymeric synthesis. For the theoretical treatment based on the Butler-
Volmer equation, we will consider the oxidation/reduction process of two polymeric
systems: one cationic exchanger polymer, such as PPy/DBS, and another anionic
exchanger, such as PPy/ClO4. Thus, the basic redox reactions for the prevailing

interchange of cations or anions, respectively, could be proposed as:

PPY’B"M*2PPy'B +M" +e” [Scheme ]
PPy’ + A 2 PPy* A" +e” [Scheme II]
where B’ is a large anion, such as DBS’, used to dope the polymeric material during the

synthesis, and M" and A" represent the small cations and anions present in the test

solutions when the polymeric material is used as voltammetric sensor.
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Therefore, during the reduction of a polymer as PPy/DBS, DBS™ anions will remain
fixed inside the polymer, making it necessary for the electrolyte cations to enter. These
cations will be expelled to the solution during the subsequent oxidation [Scheme IJ.
However, when a polymer such as PPy/CIOy is reduced, ClO4 anions are expelled from
the film, and during the subsequent oxidation small anions will again enter the polymer
from the solution.

In the simplest approximation and considering an equilibrium condition, the
electrochemical potential for these reactions could be described by the Nernst equation

as, respectively:

RT, \PPy*B HM

\PPy B \

E=E° + =E” +— _ ln‘M+ [4]
‘pPyOB M* nF ‘PPyOB M* nF

pepr KT Pl g oA R 5
nF ‘PPy HA \ \Ppy \ nF

These equations describe the evolution of the redox potential as a function of the
electrolyte concentrations, in accordance with eqs 1 and 2. If cationic exchange prevails,
the redox potential vs. electrolyte concentration plots will show a semi-logarithmic
increase in the potential with electrolyte concentration (eq 4). On the contrary, a

negative slope is predicted (eq 5) when the interchange of small anions prevails.””'%!*"

22

Previously, different research groups have used the Butler-Volmer treatment to
study the kinetic of the charge transport of diverse polymeric films.'“***?%" We
consider that the Butler-Volmer formalism is more appropriate for describing kinetic

processes such as those described by Schemes I and IL.'%*" As regards the anodic part of

the general process, R 2 O + ne” and, considering that only oxidation occurs in this

branch of the voltammogram, the Butler-Volmer equation for Scheme I can be

10,20,28,2!
expressed by: '22%2

E ="+t gt 1 In|PPy°B™-M * [6]
(I—an,f nFAK® (1-an,f
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where, i,, E,, E,a, k° and n, are the anodic current, the anodic potential, the standard

potential, the transfer coefficient, the standard rate constant and the n value of the rate-

determining step, respectively. Also, |PPy’B™-M*| is the reactive compound
concentration, Cg.

Moreover, considering that in the cathodic part of Scheme I, only reduction is

presented, the cathodic potential, E., can be expressed by:

1
on, f

s

E =g - L, 1 In|PPy*B"| +
an f

R . [7]
on f nFAk

ln‘M -

are the concentrations of the

where, i. is the cathodic current, while ‘PPy+B“ and ‘M *
product compounds, Co.
In this case, considering that solid-state phases confined on the electrode surface,

such as PPy*B™ and PPy’B"M*, have activity values equal to unity, eqs 6 and 7 can be

transformed into:

E, =E"+ ——In—o_ 8]
(I—an f  nFAk

E =B -t Ly [9]
an f nFAk® on f

At this point, based on the definition of Eg, eq 3, and substituting Epred and E,” by E.

and E, from eq 8 and 9, respectively, we can express Egr for Scheme I as:

1 ~ 1

E,=E" +— n In + [10]
2\(l—a)n,f  nFAK® om.f nFAK®) 20om f

a C

Lt ! i In[p *

For clarity, the second term can be designated Z, and thus this equation would be

transformed into:

1
an, f

[11]

ER=E°'+Z+2 In/M *

Comparing this expression with eq 1, it should be noted that they are very similar.

Moreover, a direct relationship between Egr and the cation concentration is obtained
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experimentally, as will be presented below. Hence, Z has to be a constant term, and

thus, this equation can be transformed into:

1
20m, f

[12]

E,=H+ In[pM *

where H is the origin coordinate constant.

With respect to Scheme II, where anion exchange prevails, eqs 6 and 7 can be

expressed by:
Y oL P S In[PPy*-A"| [13]
on,f nFAk o
E =E 4L plppyof Ly [14]
(l-an f nFAK® (1=an,f (-am, f

Once again, considering that solid-state phases confined on the electrode surface,
such as PPy*A™ and PPy’, have activity values equal to unity, eqs 13 and 14 can be

transformed into the form:

E =g -1 L [15]
on,f  nFAK’
E,=E 4t 1| [16]
“ (l-a)n,f nFAK® (-an f

Proceeding in a similar manner to the way in which eq 10 was deduced; we can

obtain Ef for scheme II by using eqs 15 and 16:

T e In|A"] [17]
2\(l=a)n, f nFAK® on,f  nFAK® ) 2(-a)n f

Note that in this equation the second term is identical to that obtained for Scheme I in

eq 10. Hence, this term will again be designated Z and, in the same way to the previous

case, it could be considered as a constant, giving:

1

Ey=E'+Z——F—
i 2(1-an, f

A7 - E,=H-———Infa" [18]
2Ai-an, f
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In figure 4, the cathodic and anodic peak currents maintain similar values with the

electrolyte concentration. This fact is in accordance with a constant value of Z.

However, it is possible that ic and ia have different values for each electrolyte
concentration (see figure 1). In this case, lic] and lial increase uniform and continuously
with the concentration. Thus, a relationship between ic and ia has to exist to make the Z

term constant with the electrolyte concentration.

Furthermore, substituting f by its value and using decimal logarithm, eqs 12 and 18,

for Scheme I and 11, respectively could be expressed by:

E, = H+2303—L loglM * [19]
2o0m F
RT
E,=H-2303——————1log/A~ [20]
8 200-a)n, F Og‘ ‘

Comparing these equations with eqs 1 and 2 reported by Bond et al.>?, the only
changes are the slope and the origin ordinate constant. Thus, for cationic exchange, the
slope is equal to S/2a, and for anionic movement the slope is equal to —S/2(1-a)), while
the origin ordinate is H (equal to E”+ Z). Note that, for a system where o = 1-a = 0.5,
the resulting slopes are in accordance with those of Bond equations. Moreover, in
systems where i. is equal, in absolute value, to i, the origin ordinate constant in eqs 19
and 20 will be equal to E*. Hence, in systems where li.l = liyl and a = 1-a = 0.5 the
equations obtained using the Butler-Volmer formalism will be similar to those proposed
by Bond. Thus, for systems with behaviors close to Nernst, the method proposed by us

is still valid.*
3.3.2. Assessment of the capability of Polymer films as voltammetric ion sensors.

As mentioned above, the basis of calibration of the proposed voltammetric cation
sensor is a plot of the reversible potential (Eg) versus electrolyte concentrations.
Equations derived from Nernst or Butler-Volmer provide a linear relationship between
Er and the logarithm of the ion concentration. Thus, eqs 1 and 19 predict a positive
slope and eqs 2 and 20 propose a negative slope, for cationic and anionic sensors,

respectively.
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In this section, we will use the Butler-Volmer treatment to assess the capability of a
PPy/DBS film as a voltammetric cation sensor and a PPy/ClO4 polymer as a

voltammetric anion sensor.
3.3.2.1 Polypyrrole film working as voltammetric cation sensor.

Firstly, we assess the capability of a PPy/DBS modified electrode as a voltammatric
cation sensor using the Butler-Volmer based method. Cyclic voltammograms of
PPy/DBS films deposited on Pt electrode were obtained at several concentrations of
sodium, potassium, and lithium perchlorate aqueous solutions. The potential was cycled
between -1.0 V and 0.5 V at a moderate scan rate (< 30 mV's'l), which allowed us the
modified electrode to be kept operational for a long period of time. Figure 1 shows the
voltammograms registered at 20 mV-s' for a PPy/DBS film immersed in different
concentrations of LiClO4. As can be seen, the cathodic and the anodic peaks changed

with increases in the electrolyte concentration.

I (mA)

-0,9 -0,6 0,3 0,0 0,3
E (V)

Figure 1. Voltammograms of a PPy/DBS modified electrode in diverse concentrations of LiClO4 aqueous

solutions. Figure indicates the LiClO, concentrations.
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By using the corresponding cathodic and anodic peak potentials obtained in eq 3, the
Er values could be calculated for each electrolyte concentration, and hence the Eg vs.
log [LiClO4] plot was generated (Figure 2). This plot shows a positive slope for the
PPy/DBS polymeric film cycled in different concentrations of LiClO4 solutions, in
accordance with eqs 1 and 19 derived from Nernst and Butler-Volmer, respectively, for

cation exchanger systems.

Thus, a positive slope confirms that the redox reaction of this system is described by
Scheme I. In this case, the DBS™ anions are fixed inside the polymer matrix, and are not
exchanged during the redox process. This behavior means that the cations must
penetrate the polymer from the solution during the cathodic branch, and they will be
expelled to the solution during the subsequent anodic semicycle, as has been reported

previously.'” "

In the same way, we also registered the voltammograms for PPy/DBS films in
different concentration solutions of KClO4 and NaClO4. A similar shift of the peak
potentials with the electrolyte concentration resulted, again providing positive slopes in
Eg vs. log [M™] plots for these electrolytes (Figure 2). Although these slopes have very
similar values for different electrolytes, all of them clearly differ from the ideal

Nernstian value: 2.303RT/nF (58.1 mV-dec™ for T= 25 °C).

Table 1: Voltammetric parameters for the PPy™"® process obtained by immersing a PPy/DBS modified

electrode in 0.1 M M'ClO, aqueous solutions. Scan rate: 10 mV-s™. S values were obtained from Fig. 2.

Potassium Sodium Lithium
E,”™(mV) -442 -437 -451
E,* (mV) -592 -625 -637
Eg (mV) 512+ 8 53147 -544 + 6
S (mV-dec.™) 36 39 41
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Figure 2. Calibration plots of reversible potential, Eg, versus log [M*] for a PPy/DBS modified electrode
in aqueous solutions of M*ClO,". Eg values were obtained including the peak potentials obtained from the

voltammograms in eq 3.

The Bond method based on the Nernst equation can not explain the values of these
slopes values, which differ from the ideal one. Hence, we consider it is more
appropriate to apply eq 19, deduced from the Butler-Volmer equation. This equation

defines the slope value as:

RT
2om F

N

S'=2.303

[21]

By including the slope values obtained from Figure 2 in this expression, we can
estimate the values of the factor a-n, for the PPy” 0 couple for different cations: 0.82 for
K", 0.76 for Na', and 0.72 for Li". Note that the presence of the electron-transfer
coefficient in the slope equation allows slope values different from the ideal Nernst
value to be explaned.”® Note also that when o =0.5 eq 21 coincides exactly with the

ideal Nernst slope.

On the other hand, although the slopes values are very similar for all cations, a

vertical shift was observed, indicating that the origin constant is different for each
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cation. Bond et al.> explained a similar shift as being due to a change of the formal
potential value, although if we use eq 19 derived from Butler-Volmer this explanation is
not clear: the standard potential could be similar for the three electrolytes used but only

if change the Z constant value.

With regard to cation identity, from Figure 2 and Table 1, it can be demonstrated that
for identical cation concentrations in electrolyte solutions, each cation led to a different
voltametric peak pattern and hence different reversible potential values for the PPy*"°
couple. Thus, the PPy/DBS system can be deemed as a voltametric sensor analogous to

a cation-selective electrode.

Finally, with the aim of corroborating that the Butler-Volmer formalism could be
applied to these polymeric systems, an additional figure has been included. Figure 3
shows the cathodic and anodic peak potentials derived from Figure 1 vs. log [Li*]. As
can be seen, the variation of the cathodic peak potential increases linearly with the
logarithm of the electrolyte concentration. However, the anodic peak potential maintains
a quasi constant value with the log [Li*]. These results are in agreement with eqs 9 and
8, respectively; confirming that the Butler-Volmer based method is truly applicable to

these polymeric systems.

=
-0.42 -2 5 5 —a—
-0.49 1 g_anodico
p
s
o -0.56 |
wi

-0.63
cathodic

-0.70

Log [Li*]

Figure 3. Variation of the cathodic and anodic peak potentials with the log[Li*] for a PPy/DBS modified

electrode cycled in LiC1O4 aqueous solutions.
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3.3.2.2 Polypyrrole film as a voltammetric anion sensor.

In the same way as we have used a PPy/DBS modified electrode as a cation sensor,
another polypyrrole film will be evaluated in this section as an anion sensor. In this
case, we synthesized a PPy film doped with a small anion: ClO4 . The redox reaction of
this system is described by Scheme II, which postulates anion interchange during the

reduction/oxidation process.

To evaluate this polymeric material as voltammetric anion sensor, we have cycled a
PPy/ClO; film in four sodium salts of different anions: fluoride, chloride, nitrate and
perchlorate. Cyclic voltammograms of the polymeric modified electrode were obtained
in different concentrations of the electrolyte solutions. As for application to cations
sensor, a moderate scan rate (< 30 mV s) allowed the polymeric modified electrodes to
be kept operational for a long period of time and also permitted one polymeric film to

be immersed in different electrolyte solutions.

Figure 4 displays the cyclic voltammograms of a PPy/ClO, film registered in
different concentrations of NaCl. As before, the use of the peaks potentials values from
these voltammograms, allows us to obtain the Ex values for each NaCl concentration.
Hence, the ER vs. log [CI] plot is generated and a linear relationship with negative slope

resulted (Figure 5).

Proceeding in the same way as with the other electrolyte salts, we observed negative
slopes for all of them (Figure 5), in accordance with eq 2, derived from Nernst and eq

20 obtained from Butler-Volmer.

The slopes obtained from Figure 5 have values ranging between -56 mV-dec” for
NaClO4 and -76 mV-dec™ for NaF (Table 2). Although the slope obtained for NaClOy is
close to the ideal Nerstian value, the other three slope values differ notably from this
ideal value. Hence, we again consider that it is more appropriate to use the Butler-
Volmer based treatment, eq 20, which can explain these values. From this equation, the

value of the slope for an anion sensor is defined by:

§'=2303— KT [22]
2(1-a)n F
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I (mA)

E (V vs Ag/AgCl)

Figure 4. Voltammograms of a PPy/ClO, modified electrode in diverse concentrations of NaCl aqueous

solutions. Figure indicates the NaCl concentrations.
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Figure 5. Calibration plots of reversible potential, Eg, versus log [X] for a PPy/ClO, modified electrode

in aqueous solutions of Na*X". Eg, calculated using eq 3.
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Table 2: Voltammetric parameters for the PPy™ redox process obtained for PPy/ClO, films immersing

in 0.1 M Na*X™ aqueous solutions. Scan rate: 30 mV-s™. S values were obtained from Fig. 4.

Perchlorate Nitrate Chloride Fluoride
E,™(mV) -113 32 -92 -16
E,”* (mV) -179 202 96 -110
Eg (mV) -146 + 4 11745 94 + 4 63 +2
S (mV-dec.™) -56 -64 -67 -76

Note that where (1-a) is equal to 0.5, the slope value obtained from the Butler-
Volmer treatment coincides with the slope obtained from Nernst. Accordingly, the
Butler-Volmer treatment can be used for a Nerstian system and for a system out of

equilibrium.

Using the slope values obtained from Figure 5, eq 22 allows us estimate the values of
factor (1-a)-n, for the PPy” 0 couple when different anions are used: 0.39 for F, 0.44 for
CI', 0.46 for NO5 and 0.53 for ClOy".

With respect to anion identity, it is demonstrated that for identical anion
concentrations in electrolyte solutions, each anion leads to a different voltametric peak

pattern and hence different reversible potential values for the PPy™"

couple (Figure 5).
Thus, the PPy system can be deemed as a voltammetric sensor analogous to an anion-

selective electrode.

The applicability of the Butler-Volmer formalism to these PPy/ClO4 polymeric
systems can be demonstrated in a similar way as it was carried out previously in Figure3
for a PPy/DBS system. Eqs 15 and 16 predict, respectively, that the cathodic peak
maintains a constant value and the anodic peak decreases linearly with the log [X
].These predictions are in accordance with the shift of the peak potentials observed in

figure 4.

At this point, we would like to outline the different behaviour observed for
PPy/DBS and PPy/ClO, in Figure 1 and 4, respectively. For PPy/Cl0,, the anodic peak

is shifted to a more negative potential as the electrolyte concentration increases, while
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the cathodic peak remains approximately at the same potential for different NaCl
concentrations. However, in Figure 1, where a PPy/DBS film was cycled, the cathodic
peak shifted to more positive values, while the anodic peak maintained a quasi-constant
value for the different electrolyte concentrations (Figure 3). This behaviour could be
explained by eqs 8 and 9 for the PPy/DBS system and eqs 15 and 16 for a PPy/CIO, of
the method presented in this paper. However, an alternative explanation was used

previously in the literature to interpret a similar shift of the peak potentials.®'”

Thus, it has been reported that the voltammetric peaks corresponding to the insertion
of mobile ions are more sensitive to the scan rate, leading to a shift of the peak
potentiall.(”10 Thus, Ren et al® affirmed that insertion of the mobile ionic species from the
solution into the polymer is associated with a larger ohmic potential drop than its
expulsion. These authors considered that at the beginning of the part of the potential

cycle involving insertion, the ionic resistance of the film is at its maximum value.

Hence, the shift of the cathodic peak for PPy/DBS and the anodic peak in the case of
PPy/ClO,4 with the electrolyte concentration may be explained by the above evidence.
PPy/DBS is a cationic exchanger system and so the cations take up the polymer during
the reduction and they are expelled to the solution during the oxidation. Thus, inclusion
of the cations occurs during the reduction process and a shift of the cathodic peak
potential is observed with the electrolyte concentration. Contrarily, during oxidation, the
cations are expelled from the polymer and so the peak potential presents a similar value

for all electrolyte concentrations studied.

In the same way, PPy/ClO4 is an anionic exchanger system and, in this case, the
anions enter the polymer during the anodic branch and they are expulsed during the
cathodic one. Once again, in Figure 4 the anodic peak, where anion inclusion occurs,
shifts with the electrolyte concentration and the cathodic peak, where the anion is

expelled, maintains its potential value invariable with the electrolyte concentration.

Furthermore, note that in refs 6 and 10 the peak shifted due to ion inclusion inside
the polymer when the scan rate was varied. However, we observed a similar shift related
with ion inclusion when the electrolyte concentration was changed. Hence, it can be
established that the electrolyte concentration will affect the ionic resistance of the film

in similar terms as the scan rate. Thus, for a PPy/DBS system an increasing electrolyte

167



concentration produces a shift of the cathodic peak to a more positive potential,
indicating that a lower overpotential is necessary to reduce the polymer. This behaviour
can be explained as a diminution of the ionic resistance of the polymer with the

electrolyte concentration, facilitating inclusion of the cation in the polymeric matrix.

In the same way, the shift of the anodic peak to a more negative potential for
PPy/ClO4 film when the electrolyte concentration increased indicates that a lower
overpotential has to be applied to oxidize the polymeric material, facilitating anionic
inclusion from the solution. Once again, this behaviour is explained by a decrease in the

ionic resistance of the film as the electrolyte concentration increases.

3.3.3. Detectors responses to multianalyte solutions

The aim of this section is to check whether the PPy films used in the previous
sections would retain their cation or anion selectivity in mixed-cation or mixed-anion

solutions, respectively.

Firstly, we exam the PPy/DBS modified electrode in solutions where two different
cations have been mixed. Bond et al.>® used an adaptation of the Nicolsky-Eisenman

(N-E) type equation for voltammetric sensors:

E, = x+Slog([A]l+ K, ,[B]) [23]

where Egr is the mid-point reversible potential, x and S are the origin ordinate and the
slope of the calibration plot for the main ion (A), B denotes the “competing” or
interfering cation, and K is the ion selectivity coefficient, which represents the

preference of the sensor for the main ion or the interfering one.

In the literature it has been established that the N-E equation assumes a Nerstian
response for the main and the interfering ions.”**' However, based on the Butler-
Volmer treatment proposed in this work, an equation similar to N-E equations can be
deduced, but in this case the S value is defined by eq 21. Hence, this S value may
coincide or not with the ideal Nersntian slope, as was commented in previous sections,
and this fact makes it possible to use the N-E equation for non Nerstian systems, which,

however, follows a Butler-Volmer behaviour.
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With respect to the estimation of the ion selectivity coefficients of a voltammetric
sensor, the empirical Separate Solution Method (SSM), based on the following

equation, can be used:

ERA — ERB

24
S [24]

—logK, ;=
where S is the average gradient of the calibration plots for each ion. As mentioned
above, the S values can be deduced for each ion by our method based on the Butler-
Volmer treatment. Thus, we can assume the use of S values differing from ideal

Nerstian value.
Using the data included in Table 1 we obtaine the following sequence of K values:
KLi,K =473 > KNa,K =2.24> KLi,Na =2.11

This result leads to the following cation selectivity sequence: K™>Na">Li", which is
in accordance with the shift of the calibration lines to more negative values (Table 1 and

Figure 2).

Furthermore, in order to confirm that the using of the N-E equation is appropriate to
our system, the experimental values of the Eg obtained by using mixed-cation solutions
in variable cation ratios were compared with those predicted by the N-E expression. Ten
mixed-ion ratios, ranging from 0.1 M of A and 0 M of B to O M of A and 0.1M of B,
maintaining a constant ionic strength, were used. Figure 6.a shows the results for Li*:K*
mixtures. Circles correspond to experimental data and the solid line to the best fit
obtained with equation 23. Consistency between the experimental and predicted data

was especially good at x =-503 mV, § =41 mV-dec! and Kiix =4.80.

In the same way, Figure 6.b depicts the results for selected Li*:Na" mixtures. Again,
the experimental data and the best fit were highly consistent at x = =505 mV, S = 40
mV-dec” and K na = 2.20.
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Figure 6. Reversible potential for the PPy™ couple as obtained by immersing a PPy/DBS electrode in

mixed-cation solutions containing variable Li*/K" ratios (a) and containing variable Li*/Na" ratios (b) and
a constant total cation concentration of 0.1 M. Symbols correspond to experimental data and the solid line

to data obtained from eq 23 (see text for further details).

Although the Kjjx and Kijn. values obtained suggest perturbations (competitive
selectivity) from the interfering ion in the determination of the main ion, the proposed
electrode provides an acceptable response to these types of mixtures. Also, the K values
obtained for the cation-mixture measurements are similar to those provided by eq 24,

which confirms the accuracy of the separate solution method approximation.
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In 1995 the Matched Potential Method (MPM) was recommended by TUPAC?*** as
the most appropriate for determining K values, due to it is totally independent of the N-
E equation or any of its modifications. This recommendation was based on the
affirmation that the N-E equation assumes a Nerstian response for the primary and the
interfering ions. However, based on the method proposed by us, in our opinion this
affirmation is not totally correct; because we have demonstrated that the N-E equation is

also valid for systems obeying the Butler-Volmer theory.

Furthermore, Umezawa et al.’®*! affirmed that the K values obtained by MPM for
cases in which both primary and interfering ions have the same charge and respond in a
Nernstian manner should agree well with those obtained by methods based on the N-E
equation. In this sense, we considered that two systems obeying the Butler-Volmer
equation should produce similar values of K as those obtained by SSM and MPM.
Therefore, we have obtained the K values using the MPM to compare them with those

resulting from the N-E based method.

The MPM, proposed by Gadzepko and Chirstian® in 1984, defines K as an activity
ratio of primary and interfering ions giving the same potential changes under identical
conditions. At first, a known activity (a4 ") of the primary ion solution is added to a
reference solution that contains a fixed activity (a4) of primary ions, and the
corresponding reversible potential change (AER) is recorded. Next, a solution of an
interfering ion, whose activity is ap, is added to the reference solution until the same

reversible potential change (AER) is reached:

[25]

It should be noted that this equation is here adapted for the first time to be applied in
voltammetric ion sensors. With this aim, we use the activity values where the same
reversible potential change (AER) is observed, instead of the potential increment (AE)

used in potentiometric sensors.

We obtained Kijx = 5.18 and Kjin, = 2.38 (each value was the average from 9 K
values obtained from 9 different AER), values that are very close to those obtained by

the N-E based methods. Hence, we can confirm that for cases in which both primary
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and interfering ions have the same charge and respond in a Nernstian or Butler-Volmer

manner, both of methods provide similar results.

In the same way, we examined the selectivity of a PPy/ClO4 film in solutions where
two different anions have been mixed. Once again, the ion selectivity coefficients, K,
for this voltammetric anion sensor were calculated using the empirical SSM, based on
eq 24. The experimental data included in Table 2 were taken to obtain the following

sequence of K values:
KF,C104 =153> KF,NO3 =59> KF,C] =2.76> KC],NO3 =2.13

These K values lead to the following selectivity sequence: ClIO4 > NOs > CI' > F,
which is in accordance with the positive shift of the PPy reversible potential obtained

changing the anion included in the electrolyte solution (see Table 2 and Figure 5).

Furthermore, in order to confirm that the using the N-E is appropriate to our system,
the experimental values of the Eg obtained by using mixed-cation solutions in variable
cation ratios were compared with those predicted by N-E expression. Several mixed-ion
ratios, ranging from 0.1M of A and OM of B to OM of A and 0.1M of B, maintaining a
constant ionic strength, were used. Figure 7 shows the results for selected F:CI” (a) and
F:NO;5™ (b) mixtures. Circles correspond to experimental data and the solid lines are the
best fits of eq 23. The two were highly consistent at x = =120 mV, § = —56 mV-dec™
and K¢ = 2.76 for F :Cl” mixtures and at x=-116 mV, § = -56 mV-dec! and Kenos =
5.4 for F :NO3;™ mixtures.

Also, the matched potential method (MPM) was used to obtain the anion selectivities
coefficients, resulting Krc = 2.52 and Kgno3 = 3.54. Although the Kpno3 value is

lower, the K ) value is close to that obtained by N-E methods.

Again, although the Ky c; and Kgrnos values obtained suggest competitive selectivity
from the interfering ion in the determination of the main ion, the proposed electrode

provides an acceptable response to these types of mixtures.
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Figure 7. Reversible potential for the PPy™™ couple as obtained by immersing a PPy/Cl10, electrode in

mixed-anion solutions containing variable F/CI ratios (a) and containing variable F/NOj ratios (b) and a
constant total anion concentration of 0.1 M. Symbols correspond to experimental data and the solid line to

data obtained from eq 23 (see text for further details).

3.4. Conclusions.

In this work we have demonstrated that the new method proposed based on Butler-
Volmer formalism can be successfully applied to assess the capability of the
voltammetric ion sensors. Two polypyrrole films, PPy/DBS and PPy/Cl0,4, modified
electrodes were tested as voltammetric cation and anion sensors, respectively. Both

polymeric films produced slope values in the semi-logarithm plots that differed from
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ideal Nerstian values, which could be explained by the inclusion of the electron-transfer
coefficient in the equations deduced from Butler-Volmer. Tentative values of electron-

transfer coefficients for the different polymeric materials and electrolytes are presented.

Moreover, this new theoretical treatment allows us to include the slope values
deduced by the new method in the Nicolsky-Eisenman equation for the determination of
the selectivity coefficients (K) for systems which respond with a Butler-Volmer, and

those obeying the Nerstian equation.

The results show that PPy/DBS and PPy/ClO; systems can be deemed as
voltammetric ion sensors analogous to cation and anion-selective electrodes,
respectively, and that they exhibit a degree of ion-selectivity when immersed in mixed-
analyte solutions. Selectivity coefficients for the two proposed sensors were obtained by
several experimental methods, including SSM and MPM. The latter is applied for the
first time to the voltammetric ion sensors, changing the AE by AEg. The K values

acquired by the different methods were very close.

The acceptable degree of selectivity obtained suggests that these electrodes may be
useful for applying in real systems, although a previous pre-concentration step may
sometimes be necessary. Therefore, the proposed sensors represent, to our minds, a step
forward in the development of new voltammetric lithium (or others cations) or fluoride
(or other anions) detectors, providing an acceptable compromise between reliability and

ease of preparation and use.
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DISCUSION
CONJUNTA DE LOS
RESULTADOS



En esta Memoria se han diferenciado dos bloques claramente definidos en los
Capitulos III-1V. Esta clasificacion ha sido basada en los diferentes sensores
electroquimicos desarrollados a lo largo de esta tesis, uno de tipo amperométrico y otro
voltamperométrico. Ademds, se lleva a cabo una trayectoria que comienza con el
desarrollo de un nuevo material electrodo compésito (Capitulo III), y que continua con
su aplicacién a diferentes analitos de interés en el andlisis clinico. En el Capitulo 1V se
explica el desarrollo de nuevos sensores de deteccion voltamperométrica, y de un nuevo
formalismo para este tipo de sensores, basado en la ecuacion de Butler-Volmer. Este
tratamiento matemdtico permite un mejor ajuste que las tradicionalmente empleadas
ecuaciones de Nernst. Finalmente, este tratamiento se aplica a sensores de cationes y de

aniones, basados en polimeros organicos conductores.

Obtencion y caracterizacion de un nuevo material compésito PVC/TTF-TCNQ.
Tomando como base las buenas propiedades de estabilidad de los electrodos conocidos
de PVC/Grafito, y la alta conductividad eléctrica de las sales orgdnicas conductoras, se
llevé a cabo la sintesis y caracterizacion del material compésito PVC/TTF-TCNQ. La
sustitucién en la fase conductora del grafito por la sal organica TTF-TCNQ aumenta la
flexibilidad, sensibilidad y selectividad del electrodo. Al mismo tiempo, se siguen
conservando las propiedades fisicas de dureza y compactabilidad, que son de gran
importancia a la hora de su aplicacion en sistemas de andlisis por inyeccién en flujo

(FIA).

Hay que destacar, ademds, la capacidad catalitica que presenta la sal orgdnica
conductora dentro del compdésito, y que permite la oxidacién de especies organicas,
tales como el dcido ascdrbico y dcido trico, a menores potenciales anddicos que los
reportados en la bibliografia, sin necesidad de modificar su superficie con un receptor
bioldgico. Otro aspecto importante es la capacidad de interaccion directa entre la SOC y
los enzimas flavoproteinas (biosensores), ya que la fase conductora del compdsito
PVC/TTF-TCNQ actia también como mediador dando lugar a los denominados
biosensores de tercera generacion. Estos muestran una mayor selectividad que los de
generaciones previas, puesto que trabajan a potenciales muy proximos a los intrinsecos

del enzima, quedando menos expuestos a posibles interferentes.
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No sélo se sintetizd este compdsito en particular, sino que ademds se obtuvieron
otros con diferente proporcion de la mezcla grafito-TTF-TCNQ (en la fase conductora),
y que podrian ser utiles en otras aplicaciones. Ademds, el método de sintesis
desarrollado puede emplearse para conseguir nuevos compdsitos basados en otras sales

organicas conductoras conocidas.

Deteccion Amperométrica y aplicacion a sistemas en continuo (FIA). La
informacién obtenida anteriormente ha motivado la investigacién de las propiedades
electroquimicas de este material compdsito, y su capacidad para trabajar en sistemas de

andlisis por inyeccion en flujo.

Inicialmente, este nuevo material compdsito se aplic6 como sensor de &cido
ascorbico (AA), una molécula organica que es usada industrialmente como antioxidante
alimenticio para incrementar el tiempo de conservacion de algunos productos. Se
estudi6 la determinacién amperométrica cuantitativa del AA, tanto en celda
convencional como en un sistema FIA, consiguiendo su deteccién a potenciales

anddicos inferiores a los encontrados hasta el momento en bibliografia.

Posteriormente, el compdsito se aplicé como sensor de dcido urico (AU), producto
de desecho que proviene del metabolismo del nitrégeno en el cuerpo humano, y que se
encuentra en la orina en pequefias cantidades. Ademds, se consiguid realizar, por
primera vez, la determinacién simultdnea de 4cido trico y dcido ascérbico, de gran
interés ya que ambas sustancias se suelen presentar de manera conjunta en fluidos
bioldgicos. La deteccion de ambos compuestos es importante no sélo para diagndstico
de enfermedades, sino también para el estudio de diversas patologias. El método
propuesto estd basado en la determinacién amperométrica en FIA, capaz de detectar de
manera simultdnea la presencia de ambos analitos. Dicho método requiere solamente de
dos inyecciones: (1) a 0.15V para determinar sélo AA y (2) a 0.35V para la
determinacién simultinea de ambos analitos (AA + AU). La cantidad de AU se obtiene
por la diferencia (2) - (1), esta ultima convenientemente modificada a través de las

curvas de calibracién del AA a0.15V ya 0.35V.
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Finalmente, se aplic6 como biosensor de glucosa en sistemas FIA, tras modificar la
superficie del compdsito con un enzima como receptor biolégico, y usando
glutaraldehido para el entrecruzamiento (cross-linking). De esta manera, se obtuvo un
biosensor de tercera generacién para la determinacion de glucosa, y cuya fase

conductora estaba formada tnicamente por el mediador TTF-TCNQ.

Sensor Voltamperométrico como aplicacion de la propiedad dador-aceptor de
electrones del complejo de transferencia de carga TTF-TCNQ. Una interesante
caracteristica que presenta este material compdsito es la posibilidad de trabajar tanto de
electrodo de trabajo inerte como activo. Debido a que los componentes de la sal
orgdnica conductora TTF-TCNQ son electroquimicamente activos, el electrodo
compdsito presenta un intervalo de trabajo, como electrodo inerte, comprendido entre
-0.1V y +0.4V. Sin embargo, si se rebasa el limite inferior tiene lugar la ruptura de la sal
con la reduccién del TCNQ a TCNQ', mientras que por el limite superior la ruptura de

la sal sucede como consecuencia de la oxidacion del TTF.

La deteccion voltamperométrica de iones monovalentes en disolucién acuosa es un
claro ejemplo de la aplicacion de este material compdsito como electrodo de trabajo
activo. La reduccién del TCNQ se aplica para el sensor voltamperométrico de cationes,
ya que la deficiencia de carga positiva generada en la superficie del electrodo es
compensada con la entrada de cationes procedentes del electrolito. Del mismo modo,
para el sensor voltamperométrico de aniones se emplea la oxidacion del TTF, y en este
caso, la deficiencia de carga negativa se compensa con la entrada de los aniones del

electrolito.

En resumen, la gran versatilidad del material compdsito permite su aplicacion como
electrodo de trabajo activo en la determinacion voltamperométrica, bien de cationes

(activando la sal por reduccion), o bien en la de aniones (activando por oxidacion).

Desarrollo de un nuevo formalismo a partir de las ecuaciones de Butler-Volmer
para sensores voltamperométricos. El estudio de la capacidad como sensor iénico de

un electrodo policristalino de platino modificado con el polimero conductor PPyDBS,
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que mostraba una relacion semi-logaritmica entre el potencial reversible y la
concentracion de iones en disolucién, mostré que las ecuaciones de Nernst modificadas
para electrodos selectivos de iones no conseguian explicar el valor obtenido en la
pendiente de la ecuacidn de la recta durante la calibracion. En consecuencia, se propone
un nuevo formalismo, mds general, desarrollado a partir de las ecuaciones de Butler-
Volmer, y que incluye un pardmetro “a”, o coeficiente de transferencia electrénica,

capaz de explicar satisfactoriamente estos valores de las pendientes.

Los valores de pendiente obtenidos a partir de este nuevo tratamiento tedrico se
emplean, posteriormente, en la ecuacién de Nicolsky-Eisenman, la cual permite la
determinacién de los coeficientes de selectividad (K) en disoluciones con mezclas de
iones. Los coeficientes de selectividad para los dos sensores propuestos se obtuvieron
mediante varios métodos experimentales, incluyendo SSM y MPM. Este dltimo se
aplicaba por primera vez a los sensores voltamperométricos de iones, cambiando AE
por AEr. Los valores de K obtenidos a través de los diferentes métodos eran muy

similares.

Obtencion de un sensor voltamperométrico cationico y otro aniénico, a partir de
electrodos metdlicos modificados con peliculas de polimeros orgdnicos conductores.
Ademas de aplicar el formalismo de Butler-Volmer, desarrollado en el punto anterior, se
pone de manifiesto la propiedad que presentan los polimeros de pirrol de cambiar sus
propiedades electroquimicas en funcién del tamafio de la especie anidnica utilizada
como dopante durante la sintesis polimérica. Se obtiene un sensor catidnico de
deteccion  voltamperométrica al dopar el polimero con un anién
dodecilbencenosulfonato (DBS) muy voluminoso, mientras que se consigue un sensor

anidnico al dopar con un anién perclorato.
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CONCLUSIONES



Al final de cada uno de los capitulos de esta Memoria, se incluye un conjunto de

conclusiones particulares al estudio desarrollado. En este apartado se presentan las

conclusiones més generales, teniendo en cuenta tanto el grado de avance alcanzado

como sus implicaciones practicas.

1.

2.

3.

4.

La incorporaciéon de la sal TTF-TCNQ como fase conductora en electrodos
compdsitos, en forma de pastillas, ha resultado ser un método efectivo para la
preparacion de electrodos de trabajo alternativos, susceptible de ser usados en
sistemas de flujo continuo. El electrodo compésito de PVC/TTEF-TCNQ
propuesto en este trabajo exhibe muy buenas propiedades electroquimicas, una
elevada sensibilidad y también una alta estabilidad mecénica. Ademds, es facil y
asequible de preparar, posee una elevada estabilidad, y proporciona resultados

muy reproducibles, siendo su superficie facilmente regenerable.

La aplicabilidad del electrodo compésito PVC/TTF-TCNQ, como electrodo de
trabajo inerte, se ha probado satisfactoriamente en un sistema FIA con la
deteccion amperométrica de AA, consiguiendo mejorar la respuesta del

electrodo convencional de PV C/grafito.

Se ha propuesto un método eficiente y muy simple para la determinacién
simultdnea de AA y AU en un sistema FIA, mediante el uso de un electrodo
composito de PVC/TTE-TCNQ como detector amperométrico. Este electrodo
presenta muy bajo coste, alta reproducibilidad, robustez y largo tiempo de
estabilidad. Ademds es facil de preparar y su superficie puede renovarse
mediante un simple tratamiento mecanico de lijado. El limite de deteccion
obtenido en mezclas para AA (1.2-10°* M) y para AU (8.1-10° M) hace posible

su aplicacién a muestras bioldgicas.

Se ha desarrollado el primer biosensor de tercera generacion para la
determinacién amperométrica de glucosa, basado en el mediador redox TTF-
TCNQ y que no contiene grafito. Puede emplearse tanto en sistemas en continuo
(FIA) como en discontinuo (Batch). El compdésito se prepara facilmente, y no
tiene la necesidad de afadir ninguna otra sustancia adicional para asegurar su
conductividad. Muestra una alta reproducibilidad, largo tiempo de estabilidad y

bajo coste. Debido al bajo potencial de trabajo empleado, la tnica interferencia
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seria puede ser la debida a la presencia del AA. Sin embargo, mediante un
sencillo procedimiento, se pueden determinar, simultidneamente, las
concentraciones de glucosa y AA presentes en la muestra. El rango lineal y los
limites de deteccion obtenidos, para la determinacion de glucosa, hacen factible

el uso de este biosensor en posibles aplicaciones biomédicas.

El electrodo compésito PVC/TTF-TCNQ propuesto exhibe un comportamiento
voltamperométrico selectivo en solucién acuosa, que permite su uso como
detector de iones. La relacion directa del potencial reversible termodindmico,
tanto a la naturaleza como a la concentracién del analito (una relacién tipo
Nernst), asi como en disoluciones de mezcla de iones (ecuacion selectivo de
iones tipo Nicolsky), junto con la facilidad de preparacion del electrodo, su
sensibilidad y durabilidad, le convierten en una interesante alternativa a los

electrodos selectivos de iones ya conocidos.

Se ha desarrollado un nuevo método matemadtico mas general, basado en la
teoria de Butler-Volmer, aplicable a sensores voltamperométricos de cationes y
de aniones. Ademds, en sistemas con un comportamiento tipo Nernst (li.| = li,l y
a = 1-a = 0.5) el método propuesto es también vélido. Teniendo en cuenta que
en la mayoria de los sistemas redox estudiados no se cumplen las condiciones de
Nersnt, es esencial disponer de un método adecuado para sistemas fuera del

equilibrio (ecuaciones de Butler-Volmer).

La aplicacion de este nuevo método matematico a los sensores
voltamperométricos, que no cumplen con el valor ideal estimado por la ecuacién
de Nernst, permite proponer un valor del coeficiente de transferencia para cada

uno de los sistemas estudiados.

El nuevo formalismo de Butler-Volmer, desarrollado en esta tesis, ha sido
satisfactoriamente aplicado a dos electrodos modificados con peliculas de
polipirrol, PPy/DBS y PPy/ClO4, que fueron probados como sensores
voltamperométricos de cationes y aniones, respectivamente. Ambas peliculas
poliméricas dan lugar en las graficas semi-logaritmicas, a valores en la pendiente
que difieren de los valores ideales nernstianos. Los valores de coeficientes de

transferencia electrdnica, calculados para los diferentes materiales poliméricos y
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electrolitos, han permitido, posteriormente, obtener los coeficientes de

selectividad (K) tedricos mediante la ecuacion de Nicolsky-Eisenman.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los sistemas PPy/DBS y PPy/ClO4
pueden ser propuestos como sensores voltamperométricos de cationes y aniones,
respectivamente (aunque en ocasiones se requiera de una etapa previa de
preconcentraciéon). Ambos se comportan de manera andloga a los electrodos
selectivos de iones, presentando un adecuado grado de selectividad idnica en
disoluciones con mezcla de analitos, como asi se demuestra con el calculo de los
coeficientes de selectividad a través de varios métodos experimentales,
incluyendo SSM y MPM. Este ultimo se aplicaba por primera vez a los sensores
voltamperométricos de iones, cambiando AE por AEg. Los valores de K

obtenidos a través de los diferentes métodos fueron muy similares.

10. Finalmente, hay que destacar que los sensores propuestos representan una etapa

previa hacia el desarrollo de nuevos detectores voltamperométricos de iones litio
(u otros cationes), o iones fluoruro (u otros aniones), proporcionando un

aceptable compromiso entre fiabilidad y facilidad de preparacién y uso.
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