Capitol 7

Caracteritzacio electroquimica de microelectrodes

basats en composits conductors rigids

7.1. Introduccié

Un cop optimitzada la construccié dels microelectrodes es va procedir a una caracteritzacio
electroquimica, tal com es va fer amb els macroeléctrodes, a la part II d’aquest treball de recerca. En
aquest cas, pero, no va ser possible I’obtencié d’imatges per microscopia electroquimica ja que no es

posseeix un ultramicroeléctrode que actui de punta amb diametre prou petit.
7.2. Reactius i instruments

En aquesta seccid es van emprar els mateixos reactius i instruments que en els capitols

anteriors.
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7.3. Voltamperometria ciclica

Per tal de caracteritzar els microeléctrodes basats en composits conductors rigids es van
portar a terme diversos experiments electroquimics. Per comencar, es va realitzar una série de
voltamperogrames ciclics a diferents velocitats d’escombrat. La figura 7.3-1 mostra la grafica de
Cottrell obtinguda per al microeléctrode basat en el composit conductor rigid d’Araldite-M/HY5162-
60% grafit en acetonitril amb TBAP 0.1 M i ferroce 0.9 mM, a temperatura ambient. Les velocitats
d’escombrat emprades es troben compreses entre 0.1 V-s™ i 500 Vs La grafica de Cottrell obtinguda
per al microelectrode basat en el composit conductor rigid d’Araldite-PY302-2/HY943-60% grafit va
resultar molt similar a la mostrada a la figura 7.3-1 tot i que es va realitzar en metanol, també amb
TBAP 0.1 M i ferrocé 0.9 mM, a temperatura ambient.

A la figura 7.3-1 es comparen els resultats obtinguts per al microeléctrode basat en el
composit conductor rigid de 25 um de diametre amb un microeléctrode de plati del mateix diametre.
El primer tret a destacar de la figura 7.3-1 és I’elevada similitud en el comportament del
microeléctrode basat en el composit conductor rigid i 1’obtingut per al microeléctrode de plati. A la
grafica es poden distingir tres zones. La primera s’estén entre 0.1 V-s™ fins a 0.3 Vs, i correspon a
I’obtencio d’estat estacionari, €s a dir, es produeix una difusio esferica cap a la superficie total del
microeléctrode. Per aquest motiu les intensitats de pic son practicament independents de la velocitat
d’escombrat en aquesta zona. Entre 0.3 Vs i aproximadament 30 Vs correspon a un interval en el
qual es produeix una difusio del ferroce cap a la superficie del microeléctrode que €s una mescla entre
esférica i lineal. A partir de 30 V-s' la difusio cap a la superficie total del microeléctrode és
predominantment lineal, i segueix el comportament predit per 1’equacio de Randles-Sev¢ic. No es van
realitzar voltamperogrames ciclics a velocitats d’escombrat superiors a 500 V-s™ ja que tal com es
mostrara més endavant al quadre 7.4-1, la resisténcia del microeléctrode basat en el composit
conductor rigid és molt elevada, la qual cosa es tradueix en caigudes ohmiques molt elevades a
velocitats d’escombrat altes, de manera que si a 500 V-s' les distorsions generades per aquesta
caiguda ohmica eren, ja, molt elevades, a velocitats d’escombrat superiors les distorsions eren massa
grans com per obtenir dades fiables d’aquests voltamperogrames. A més, un altre factor a tenir en
compte son els elevats valors obtinguts per la constant de cel-la, RC, quadre 7.4-1, de manera que no
permeten la mesura de corrents faradaics a temps massa baixos. A velocitats d’escombrat superiors a
500 Vs, el corrent capacitatiu esdevé comparable al faradaic, cosa que contribueix a la formacié de

distorsions en els voltamperogrames ciclics.

264



Caracteritzacio electroquimica de microeléctrodes basats en composits conductors rigids

-3 34
321 Araldite-M/HY5162 - 60% grafit & Araldite-M/HY5162 - 60% grafit
® Microeléctrode de plati 337 ® Microelectrode de plati
-3.4 4
'} -3.6
=36 1 . & g o v = 0.5002x - 4.883
«~ - 7 T 2
-3.8 1 ~ =
g . = R =0.9948
i -4 A < 38
< i
& 427 ® 39+
& 44 ﬁ B
o |:|0<§§ 4]
-4.6 g © o o
48 o ° 41 y = 0.5026x - 4.9056
' R’ =0.9964
'5 T T T T '42 T T T
200 -1.00 0.00 1.00 2.00 3.00 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
log (v), V/s log (v), V/s

Figura 7.3-1. Grafiques de Cottrell obtingudes amb el microelectrode basat en el composit conductor
rigid d’Araldite-M/HY5162-60% grafit en acetonitril amb TBAP 0.1 M i ferroce 0.9 mM a
temperatura ambient i escombrant a diferents velocitats d’escombrat (v) compreses entre 0.1 V-s” i

500 V-s7".

L’elevada similitud observada entre el comportament dels microeléctrodes basats en els
composits conductors rigids i el de plati indica que els voltamperogrames ciclics realitzats corresponen
a una escala de temps en la qual no és possible observar un comportament de bateria de
microeléctrodes, sind que es té€ una difusio cap a la superficie total del microeléctrode. Si realment es
mantingués 1’estructura de feix de microeléctrodes observada a la part II d’aquesta tesi, caldria esperar
que aquestes microzones fossin molt petites i que es trobessin molt properes entre elles. Per tant,
caldra escombrar a velocitats molt elevades per tal d’aconseguir difusi6 cap a cada microzona
conductora individualment. Aixi, en escombrar a velocitats prou grans es tornaria a tenir una zona
plana a la grafica de Cottrell corresponent a una difusié esferica cap a cada microzona conductora
individualment, i escombrant encara més depressa, s’aconseguiria tenir difusié lineal cap a cada
microeléctrode individualment. Com que degut a problemes de caiguda ohmica i de constants de cel‘la
elevades no es poden assolir aquestes velocitats, no s’ha pogut comprovar mitjangant
voltamperometria ciclica si aquests materials realment mantenen el seu comportament de feix de
microeléctrodes en passar de dimensions macroscopiques a dimensions microscopiques.

Me¢s endavant, pero, es veura que altres experiments generaran resultats que suggeriran que
aquesta estructura encara es manté en passar a proporcions microscopiques i que de fet es reflecteix,
tot i que de forma menys evident que quan es treballa amb macroeléctrodes, en el comportament

electroquimic d’aquests dispositius.
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Donat els problemes de caiguda dhmica observats en escombrar a velocitats elevades, per tal
d’obtenir una estimacio de la superficie activa dels microeléctrodes basats en els composits conductors
rigids es van utilitzar els voltamperogrames ciclics realitzats a velocitats d’escombrat compreses entre
1i4 Vs, A aquestes velocitats d’escombrat la difusi6 esférica encara té una contribucié important en
el régim de difusi6 global del ferroce cap a la superficie del microeléctrode. Tot i aixi, les distorsions
degudes a efectes ohmics son prou baixes com per permetre 1’obtencid de les intensitats de pic amb
major precisi6. La figura 7.3-2 mostra un exemple d’una de les estimacions realitzades amb el
microeléctrode basat en el composit d’Araldite-M/HY 5162 — 60% grafit. A I’esquerra d’aquesta figura
s’il-lustren els voltamperogrames ciclics els quals mostren una clara contribucio de la difusié esférica.
Les intensitats de pic anodic, #,, s van representar respecte v'"? i la superficie es va determinar a partir
del pendent obtingut en aplicar una regressio lineal i aplicant I’equacio de Randles-Sevgic (equacio
(7.3-1),

i, =2.68710°n""2-4D)*v'"*-C, (7.3-1)
on i, ¢és la intensitat de corrent de pic en A, n és el nombre d’electrons bescanviats, 4 és la superficie
en cm?, Dy és el coeficient de difusié en cm®s™ (el valor del qual es va donar al capitol 4 per acetonitril
i per metanol), v és la velocitat d’escombrat en V-s™ i Cy és la concentraci6 de 1’espécie electroactiva

al si de la solucié en mol-cm™.
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Figura 7.3-2. Voltamperogrames ciclics (esquerra) i i, vs v (dreta) obtinguts amb el microeléctrode
basat en el composit d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit. Els experiments es realitzaren en acetonitril
amb TBAP 0.1 M i ferrocé 0.9 mM, a temperatura ambient, escombrant entre 1 V-5 i 4 V-s” respecte

un eléctrode de referéncia de Ag/Ag", a temperatura ambient.
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El quadre 7.3-1 mostra els resultats obtinguts per les superficies actives dels microeléctrodes
basats en composits conductors rigids emprant aquest metode. Aquests resultats son una estimaciéd de
la part de superficie que €s electroactiva. Tal com es pot veure a partir dels resultats del quadre 7.3-1,
la superficie activa del microeléctrode d’Araldite-M no és significativament inferior a la superficie
geometrica. Pel que fa al microeléctrode basat en el composit d’Araldite-PY302-2, la superficie
obtinguda sembla inferior a la superficie geomeétrica. Tot i que no €s estrany trobar que part de la
superficie dels composits sigui no conductora, tenint en compte que a les velocitats d’escombrat
utilitzades es té difusio cap a la totalitat de la superficie del microeléctrode, aquest resultat es pot
explicar tenint en compte que aquest composit t€ una resisténcia molt elevada en comparacié amb un
eléctrode de plati o incliis en comparaciéo amb el composit d’Araldite-M, cosa que afegeix error a les
mesures a partir de les quals es determina la seva superficie. Per altra banda, el fet que la difusio tingui

una contribuci6 important de régim esféric introdueix error en 1’ajust al model de Randles-Sevgic.

Quadre 7.3-1. Superficies actives

Composit A (cm’)
Araldite-M/HY 5162 - 60% grafit 4.87-10°°
Araldite-PY302-2/HY 943 - 60% grafit 3.08:10°
Superficie geométrica 4.91-10°

7.4. Cronoamperometria

Altres parametres necessaris per caracteritzar els microelectrodes basats en composits
conductors rigids son la seva constant de cel-la, la seva resisténcia i la seva capacitat. Aquests
parametres es van obtenir mitjangant cronoamperogrames realitzats en acetonitril o metanol amb els
microeléctrodes basats en Araldite-M/HY5162 — 60% grafit o en Araldite-PY302-2/HY943 — 60%
grafit respectivament. Els solvents Unicament contenen TBAP en una concentracié de 0.1 M, sense
ferroce. Els cronoamperogrames es registraren a temperatura ambient i I’esglad de potencial va ser 0.4
V en acetonitril 1 0.5 V en metanol. Les dades cronoamperométriques obtingudes amb un eléctrode de
superficie continua haurien de poder-se ajustar a I’equacio6 (7.4-1),

AE 1
R, R

In(i) =In t (7.4-1)

cel'la cettaCe
on AE és I’esglad de potencial, R...., €és la resisténcia de cella, C,. és la capacitat de la doble capa
electroquimica, ¢ és el temps de mesura i i és la intensitat de corrent. Els resultats obtinguts amb els
microeléctrodes basats en composits, perod, no seguien el comportament predit per aquesta equacio.

Per tant, tal com es va fer al capitol 4 amb els macroeléctrodes basats en composits

conductors rigids, el valor de RC es va considerar el temps necessari perque la intensitat de corrent

267



Capitol 7

esdevingui el 10% de la intensitat de corrent a temps inicial. També es va determinar la carrega
emmagatzemada fins al temps corresponent a RC mitjancant la integracidé de la corba intensitat de
corrent vers temps, i dividint la carrega pel valor de I’esglad de potencial, es va obtenir la capacitat del
microeléctrode, C,.. La resisténcia de cel-la, R ..., €s va determinar dividint RC pel valor obtingut per
la capacitat. Aquest meétode només permet obtenir una estimacié dels valors reals d’aquests

parametres. Els resultats es mostren al quadre 7.4-1.

Quadre 7.4-1. Dades cronoamperomeétriques
iR(V) | iR (V)
Composit Medi ch’” C/dc , Rce’;acdc v=25 |v=44.4
pE/em Vs! | Vs
Araldite-M / . 4
Acetonitril 4.98-10" £ 4
_ o .
HY5162 - 60% TBAP 0.1 M 1.51 £ 0.007 210 7.5-10 0.12 0.14
grafit
Araldite-PY302- 2
Metanol 3.52-107 % 1
_ 0 .
2 /HY943 - 60% TBAP 0.1 M 4.06 £ 0.03 210" 1.4-10 0.09 0.10
grafit
Acetonitril 1 e
Pt TBAP 0.1 M 0.028 £ 0.001| 1.27-10 3.6:10 - -
Metanol 1 106
Pt TBAP 0.1 M 0.017£0.002| 1.72-10 2.9-10 - -

El fet que les dades experimentals no es poguessin ajustar a 1’equaci6 (7.4-1), podria ser
deguda a que I’estructura del composit no és una superficie continua siné que segurament és una
mescla de zones conductores i de zones aillants com si es tractés d’un feix d’ultramicroeléctrodes.
Aix0 implica que no existeix un unic valor per la capacitat, sind que existeixen diversos valors, i el
valor de la capacitat obtingut com es descriu en aquesta seccié correspon a un valor mitja dels
diferents valors reals. Per tant, els valors obtinguts per RC, C,. i R..;;, només poden ser estimacions
dels valors reals. Tot i aixi, a partir d’aquests valors es pot concloure que aquests microeléctrodes
tenen una capacitat forca superior a la d’un microeléctrode convencional de plati, tal com es mostra al
quadre 7.4-1. Un possible motiu per les diferencies observades en comparacié amb 1’eléctrode de plati
seria la rugositat dels composits, la qual no s’ha tingut en compte en els calculs. Per una altra banda,
pero, la capacitat observada per al microeléctrode basat en el composit d’Araldite-PY302-2, 3.52:107
UF, és massa elevada respecte la del composit d’Araldite-M com per poder ser explicada Ginicament
per la rugositat d’aquests materials, sin6 que en aquest cas s’haurien de considerar efectes de
permeacid de les particules de grafit per part de la solucié d’electrolit.

Totes aquestes observacions porten a la conclusid que els microeléctrodes basats en

composits conductors rigids tenen superficies amb estructures complexes que alternen microzones
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conductores amb microzones aillants, tal com es va observar préviament (veure capitol 4) amb
macroeléctrodes basats en aquests materials. En el cas dels microeléctrodes, perd, s’ha vist que
contrariament al que s’acaba d’observar en aquesta seccid, els experiments de voltamperometria
ciclica no reflectien aquesta estructura complexa. Aquest fet es va atribuir a un solapament dels camps
de difusi6. Cal tenir en compte que si realment existeixen microzones conductores i microzones
aillants, aquestes seran extremadament petites i es trobaran molt properes entre elles, cosa que
originara un solapament de capes de difusié a temps molt curts.

Una altra conclusi6é important que es pot extreure d’aquestes dades cronoamperomeétriques ¢és
que els valors obtinguts per RC, aixi com els obtinguts per les resisténcies de cel-la son molt elevats,
fent que aquests microeléctrodes basats en composits no siguin massa adequats per mesures molt
rapides, com les requerides en estudis cinetics. Tot i aixi, els elevats valors obtinguts per RC no
limitaran 1’aplicacio d’aquests microeleéctrodes basats en composits en el desenvolupament de sensors
analitics, ja que les mesures realitzades per fer una corba de calibrat es prenen a temps molt superiors
als valors obtinguts per RC per aquests microeléctrodes.

Es va continuar I’estudi cronoamperométric registrant cronoamperogrames en preséncia
d’una concentracio de ferrocé de 2 mM, aplicant els mateixos esglaons de potencial que als
experiments descrits als paragrafs anteriors. La figura 7.4-1 mostra els resultats obtinguts per aquests

cronoamperogrames, per temps compresos entre el valor de RC i quatre cops aquest valor.
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Figura 7.4-1. Cronoamperogrames registrats en acetonitril amb TBAP 0.1 M i ferrocé 2 mM amb els
microeléctrodes basats en els composits d’Araldite-M/HY5162 - 60% grafit (esquerra) i en metanol
també amb TBAP 0.1 M i ferroce 2 mM amb el microeléctrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60%

grafit (dreta). Tots dos experiments es van realitzar a temperatura ambient.
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Es pot veure que el comportament seguit pels microeléctrodes basats en composits és el
predit per microeléctrodes de superficie continua, mentre que pels macroeléctrodes basats en aquests
mateixos composits es va veure que el comportament es desviava clarament del predit per un
macroeléctrode de superficie continua (veure capitol 4). Per tant, aquests resultats mostren que en
aquesta escala de temps, els microeléctrodes basats en composits es comporten com microeléctrodes
de superficie continua, de manera que o bé els compodsits no mantenen una estructura de feix de
microzones conductores, o bé, tal com s’ha dit préviament en aquesta seccid, les microzones
conductores son molt petites i estan molt properes entre si de manera que les capes de difusié colapsen
a temps molt petits, segurament inferiors al valor de RC, que és el temps minim al qual podem
realitzar mesures de corrents faradaics.

La figura 7.4-2 mostra imatges obtingudes per microscopia electronica (SEM) de macrodiscs

dels composits emprats per construir els microeléctrodes.

#
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Figura 7.4-2. Imatges obtingudes per microscopia electronica de macrodiscs del composit (A)
d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit, i (B) d’Araldite-PY302-2/HY5162 — 60% grafit. Les imatges es

van obtenir a un potencial d’acceleracio de 10i 20 keV respectivament.

Aquestes imatges mostren que les particules de grafit son, de fet, molt petites i es troben
molt properes entre si. Es va demostrar al capitol 5 d’aquesta tesi que la microscopia electronica no
dona informacié d’a quines particules de grafit es produeix transferéncia electronica, sind que per tal
d’obtenir aquesta informacié caldria registrar imatges emprant microscopia electroquimica. Tot i aixi,
per similitud entre aquestes imatges i les obtingudes emprant grafit de 50 um de mida de particula
(capitol 5), es pot dir que aquestes imatges obtingudes per SEM recolzen la teoria d’una superficie

formada per microzones conductores i microzones aillants amb una separaci6 entre elles molt petita.

7.5. Cinética de transferéncia de carrega heterogénia

Una elevada velocitat de transferéncia de carrega heterogénia és necessaria per tal de

realitzar electroanalisis sensibles. Per tant, es van determinar les constants cinétiques de transferéncia
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de carrega d’aquests microeléctrodes. La figura 7.5-1 il-lustra les respostes obtingudes per 1’oxidacio i
subseqiient reduccid del ferroce dissolt en acetonitril (dalt) i metanol (baix) amb els microeléctrodes
basats en els composits d’ Araldite-M/HY 5162 — 60% grafit i d’Araldite-PY302-2/HY 943 — 60% grafit
respectivament escombrant a 25 V-s” (esquerra) i a 44 V-s™' (dreta), els quals, tot i ser registrats a
velocitats d’escombrat forga elevades, mostren una forma general consistent amb una resposta
voltamperomeétrica sota control de difusid lineal semi-infinita. Els voltamperogrames -ciclics
experimentals es compararen amb uns de simulats a partir de 1’equacié de Butler-Volmer'
d’electrocinetica sota condicions de difusio lineal (equacio (7.5-1)), per dos velocitats d’escombrat
diferents,

i = F-Ak°|C, (0,1 e EE) _C, (0, 1y EE | (7.5-1)
on f =F/RT, Cy0,) és la concentracio de I’espécie oxidada respecte el temps, Cr(0,2) és la
concentraci6 de I’espécie reduida respecte el temps i E°” és el potencial al qual la constant de velocitat
de transferéncia de carrega d’oxidaci6 i la de reduccié adquireixen el mateix valor, &°. Les variables
lliures van ser Dy, kX’ i a. El valor de D, es va considerar I’obtingut experimentalment i o es va
considerar 0.5, de manera que mitjancant iteracions variant k” es va obtenir el voltamperograma ciclic
que més s’ajusta als valors obtinguts experimentalment.

Per als microeléctrodes basats en els composits conductors rigids, per velocitats d’escombrat
de 25 V-s'i44 Vs es va obtenir una millor correlacié amb els voltamperogrames ciclics teorics quan
el coeficient de difusio del ferroce és 1.57-10° cm™s™ en acetonitril i 3.49-10° cm®s™ en metanol (els
coeficients de difusié es van obtenir mitjancant una analisi de Randles-Sev¢ic amb voltamperogrames
ciclics realitzats a diferents velocitats d’escombrat en les mateixes condicions que els estudis cinétics
amb un macroeléctrode de carboni vitrificat de 3 mm de diametre), i la constant de velocitat de
transferéncia electronica heterogénia, £°, va ser 0.22 cm's™ i 0.04 cms™ per als microeléctrodes basats
en els composits d’Araldite-M/HY5162 i1 d’Araldite-PY302-2/HY943 respectivament. Els valors
obtinguts per &” sén Gnicament una estimacid del valor minim que la constant de velocitat de
transferéncia de carrega pot tenir, ja que la separacio de pics t€ una contribuci6 significativa de la
caiguda Ohmica, tal com es va estimar a la taula 7.4-1. A més, els voltamperogrames ciclics
experimentals tenen una certa contribucié de la difusié esférica, i aix0, junt amb una elevada
resisténcia, generen distorsions en els voltamperogrames (com sén una linia base inclinada i pics
menys definits) que originen una correlacié pobre amb els voltamperogrames ciclics teorics. El fet que
s’obtingui el mateix valor per " amb ambdues velocitats, perd, és indicatiu d’una bona homogeneitat
pel que fa a la velocitat de transferéncia de carrega a les diferents particules de grafit, és a dir, la
transferéncia de carrega es produeix a velocitats molt similars a totes les particules de grafit exposades

al medi.
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Araldite-AM/HY5162 - 60% graphite

Araldite-AM/HYS5162 - 60% graphite
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Figura 7.5-1. Comparacio entre les dades reals i els voltamperogrames ciclics obtinguts mitjangant

un procés de simulacié per velocitats d’escombrat de (4) 25 V-s' i (B) 44.4 V-s'. Les dades

experimentals es van obtenir en acetonitril quan s utilitza el microeléctrode d’Araldite-M/HY5162 —

60% grafit i en metanol quan s utilitza el microelectrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit. En

tots dos casos la concentracio de TBAP va ser 0.1 M i la de ferrocé va ser 0.9 mM, i es van portar a

terme a temperatura ambient.
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Els microelectrodes amb forma de disc son els que s’han utilitzat normalment per realitzar
estudis cinétics donada la baixa capacitat i les poques distorsions dels voltamperogrames ciclics que
tenen en general. Contrariament, els microeléctrodes basats en els composits van mostrar capacitats
molt elevades i voltamperogrames amb moltes distorsions, fent més complicada la correlacié amb els
voltamperogrames simulats. Les fonts de distorsions dels voltamperogrames ciclics obtinguts amb els
microeléctrodes basats en els composits conductors rigids son les elevades resisténcies i la contribucio
de difusi6 esférica, tal com s’ha dit a paragrafs anteriors. Per tal d’eliminar la contribucié esférica,
caldria escombrar a velocitats més elevades. Les elevades resisténcies, pero, generarien caigudes
ohmiques i distorsions en els voltamperogrames molt més elevades que les distorsions degudes a la
contribuci6 de la difusio esferica.

L’unica conclusio clara que es pot extrapolar d’aquest estudi és que la transferéncia de
carrega es dona més rapidament per al composit d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit que per al
composit d’Araldite-PY302-2 / HY943 — 60% grafit. Per tant, quan es pugui escollir entre aquests dos
composits per a la construccid de microsensors, el composit basat en Araldite-M sera 1’opcié més
avantatjosa.

Si comparem el valor estimat per la constant de transferéncia de carrega per al
microeléctrode basat en Araldite-M / HY5162 — 60% grafit amb 1’obtingut per un microeléctrode de
fibra de carboni de 6 wm de radi en acetonitril, es va veure que els valors d’aquestes constants no sén
significativament diferents. Per al microeléctrode de fibra de carboni es va obtenir un valor per la
constant de velocitat de transferéncia de carrega heterogénia, k’, de 2.3 cm's™. El fet que la
transferéncia de carrega es produeixi al microeléctrode d’Araldite-M a una velocitat de només un
ordre de magnitud inferior a la d’un microeléctrode de carboni vitrificat és indicatiu d’una bona
qualitat de resposta per part d’aquests materials, de manera que optimitzant el contingut de grafit als
compdsits, es poden aconseguir materials capagos de rivalitzar amb materials més tradicionals per a la
construccid d’electrodes, amb un major nombre d’avantatges com son la possibilitat d’afegir agents
modificadors al composit abans de curar que permetin modular les propietats catalitiques d’aquests

materials.

7.6. Corbes de calibrat

Els microeléctrodes basats en composits conductors rigids desenvolupats al present treball
van ser dissenyats per ser aplicats com a sensors analitics. Per tant, es van confeccionar corbes de
calibrat per tal de caracteritzar aquests microeléctrodes com a sensors analitics seguint 1’equacio (7.6-
1)

i, =KC, (7.6-1)
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on ip ¢és la intensitat de corrent limitada per la difusi6, K és la constant empirica corresponent a la
sensibilitat del sensor 1 Cy és la concentracid de ferroce al si de la solucid. Les corbes de calibrat
realitzades van cobrir un rang ampli de concentracions, per tant es van aplicar logaritmes a 1’equacid
7.6-1 per tal d’aconseguir una distribucié de les dades més espaiada per fer I’analisi més clar, de
manera que s’obtingué I’equaci6 (7.6-2)
log(iD)z log(K)+ s'log(CO) (7.6-2)

on s hauria de ser 1. Es representa el log (ip) vers el log (Cy) i es va aplicar una regressio lineal, amb
pendent 1 i ordenada a 1’origen corresponent al log (K). Es van realitzar dos tipus d’estudis. En primer
lloc es caracteritza I’estabilitat de la superficie dels microeléctrodes basats en els composits registrant
corbes de calibrat sense polir els microeléctrodes en acetonitril i en metanol amb els microeléctrodes
d’Araldite-M i1 PY302-2 respectivament, en preséncia de TBAP 0.1 M i amb agitaci6 continua al llarg
d’un dia. Els resultats es mostren a la figura 7.6-1. Els parametres de calibrat per als microeléctrodes
d’Araldite-M/HY 5162 — 60% grafit i d’Araldite-PY302-2/HY 943 — 60% grafit es mostren als quadres

7.6-117.6-2 respectivament.

Araldite-M/HY5162 - 60% grafit Araldite-PY302-2/HY943 - 60% grafit
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Figura 7.6-1. Corbes de calibrat realitzades a temperatura ambient i amb agitacio constant, sense
polir els microeléctrodes. Els calibrats realitzats amb el microeléctrode d’Araldite-M/HY5162 - 60%
grafit (esquerra) es van realitzar en acetonitril i aplicant un potencial de 100 mV vs Ag/Ag". Els
calibrats realitzats amb el microeléctrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit es van realitzar en
metanol i aplicant un potencial de 250 mV vs Ag/Ag".
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Quadre 7.6-1
log (y) = log (a) + s*log (x)
Microelectrode - Araldite-M - 60% grafit (2 um mida de particula)

Calibrats realitzats en acetonitril amb TBAP 0.1 M sense polir
l'eléctrode entre calibrats

Potencial aplicat: 100 mV vs Ag/Ag”

Iresidual P log (a) P
(nAd) a=nA/M
Calibrat 1 3.89-10” 0.9986 (n=7) 4.23 1.06
Calibrat 2 3.43-107 0.9998 (n=5) 4.16 1.03
Calibrat 3 3.35-107 0.9998 (n=7) 4.06 1.02
Calibrat 4 3.08-107 0.9997 (n=7) 4.16 1.03
Calibrat 5 3.46:107 0.9997 (n=7) 3.95 1.00
ot Yoo | 2%
Quadre 7.6-2

log (y) = log (a) + s'log (x)

Microeléctrode - Araldite-PY302-2 / HY-943 - 60% grafit (2 pm mida de
particula) Calibrats realitzats en metanol amb TBAP 0.1M sense polir
l'eléctrode entre calibrats

Potencial aplicat: 250 mV vs Ag/Ag”

Iresidual , log (a) s
(nA) a=nA/M
Calibrat 1 1.96:10” 0.9995 (n=48) 3.81 0.96
Calibrat 2 1.68:10 0.9997 (n=49) 4.15 1.02
Calibrat 3 2.13:107 0.9996 (n=47) 4.18 1.01
Calibrat 4 5.55-10° 0.9996 (n=47) 3.88 0.98
Calibrat 5 1.60-10” 0.9996 (n=50) 4.05 1.01
o vaioci o

Com es pot veure, els valors obtinguts per als pendents, s, és 1, tal com s havia predit a partir
de I’equacié (7.6-2), i els valors dels log (K) corresponen a sensibilitats mitjanes de 12882 nA-l'mol™ i
10328 nA-l'mol” per als microeléctrodes d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit i d’Araldite-PY302-
2/HY943 — 60% grafit respectivament, sent aquests valors sensibilitats acceptables per sensors

analitics.
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A partir de la figura 7.6-1 es pot predir una bona reproductibilitat dels parametres de calibrat.
Aquesta prediccid es veu confirmada pels baixos coeficients de variacié obtinguts per als pendents i
per a les ordenades a I’origen dels calibrats obtinguts per aquests microeléctrodes al llarg d’un dia. Per
tant es pot concloure que aquests microeléctrodes basats en compdsits conductors rigids presenten
superficies estables en els solvents estudiats i una passivacio negligible com a minim al llarg d’un dia
d’estar en contacte amb una solucié contenint ferrocé, i al llarg d’aquest temps aquests
microeléctrodes es podran utilitzar com a sensors analitics sense necessitat de polir o recalibrar. Per
altra banda, estudis realitzats amb aquests composits emprats en la construccié de macroeléctrodes
(capitol 3), confirmaren que aquests materials tenen bona estabilitat en aquests solvents al llarg d’un
periode de temps minim de dos mesos, i els macroeléctrodes es poden utilitzar durant aquest temps
sense necessitat de polir, tant guardant-los secs com submergits en els mateixos solvents. Com que els
materials utilitzats per a la construccié d’aquests materials son els mateixos, es pot extrapolar bona
estabilitat dels microeléctrodes basats en aquests composits conductors en acetonitril o en metanol
també durant el mateix periode de temps.

En segon lloc, la reproductibilitat de les superficies successives va ser estudiada mitjancant
el registre de diverses corbes de calibrat polint els microeléctrodes cada cop amb alumina de 0.3 1 0.05
wm de mida de particula. La figura 7.6-2 mostra els resultats obtinguts per aquests calibrats. Es pot
veure que la variacié entre resultats no és significativament superior a 1’obtinguda amb una mateixa
superficie. Els parametres de calibrat es mostren als quadres 7.6-3 i 7.6-4 per als microeléctrodes
d’Araldite-M/HY 5162 — 60% grafit i d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit respectivament.
Aquests resultats confirmen una bona reproductibilitat dels parametres de calibrat obtinguts en polir

els microeléctrodes.

Quadre 7.6-3

log (y) = log (a) + s*log (x)
Microeleéctrode - Araldite-M - 60% grafit (2 um mida de particula)
Calibrats realitzats en acetonitril amb TBAP 0.1 M polint l'eléctrode entre
calibrats

Potencial aplicat: 100 mV vs Ag/Ag "

Iresidual , log (a) s
(nA) a=nA/M
Superficie 1 5.38E-02] 0.9988 (n=33) 4.43 1.11
Superficie 2 6.35E-02] 0.9992 (n=7) 4.06 1.05
Superficie 3 3.66E-02] 0.9999 (n=6) 4.16 1.04
Superficie 4 3.38E-02] 0.9997 (n=7) 4.30 1.08
Superficie 5 3.89E-02] 0.9993 (n=7) 4.23 1.06
Coeﬁc:ien.t, de 3, 39
variacio
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Araldite-M/HY5162 - 60% grafit Araldite-PY302-2/HY943 - 60% grafit
-0.4 -0.4 5
. .
-0.6 1 “ 06 "
087 ?’ 0.8 s
N '3 ¥
= ¢ = -1 .
2
< .1.2- 3 < ¥ |
g L4 x ¢ # Superficie 1 S -1.27 ¥0 # Superficie 1
1.4 . :
$ Superficie 2 14 * Superficie 2
-1.6] . ¢ * Superficie 3 . : ¢ Superficie 3
-1.8 ’& ® Superficie 4 -1.6 X ® Superficie 4
X Superficie 5 X Superficie 5
-2 T - 1 8 T
-6 -5.5 -5 45 -4 -6 -5.5 -5 -4.5 -4
log [ferroce], M log [ferroce], M

Figura 7.6-2. Corbes de calibrat realitzades a temperatura ambient i amb agitacio constant, polint els
microeléctrodes entre calibrats. Els calibrats realitzats amb el microeléctrode d’Araldite-M/HY5162 -
60% grafit (esquerra) es van realitzar en acetonitril i aplicant un potencial de 100 mV vs Ag/Ag". Els
calibrats realitzats amb el microeléectrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit es van realitzar en

metanol i aplicant un potencial de 250 mV vs Ag/Ag".

Quadre 7.6-4

log (y) = log (a) + s-log (x)
Microeléctrode - Araldite-PY302-2 / HY-943 - 60% grafit (2 um mida de
particula) Calibrats realitzats en metanol amb TBAP 0.1 M polint
l'eléctrode entre calibrats

Potencial aplicat: 250 mV vs Ag/Ag "

Iresidual , log (a) P
(nA) a=nA/M
Superficie 1 5.38E-02] 0.9993 (n=36) 4.05 1.01
Superficie 2 6.35E-02] 0.9977 (n=7) 3.93 1.00
Superficie 3 3.66E-02] 0.9996 (n=7) 4.07 1.01
Superficie 4 3.38E-02] 0.9998 (n=7) 4.09 1.02
Superficie 5 3.89E-02| 0.9994 (n=7) 4.16 1.02
C oeﬁc:ien.t’ de 2% 1%
variacio

La construccio6 dels microelectrodes de plati genera unitats poc reproduibles degut al fet que
el microfil de plati sempre queda aillat a dins del vidre formant un cert angle amb la superficie de

I’eléctrode, ja que el fil és tou, generant seccions transversals el-liptiques i poc reproduibles, cosa que
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contrasta amb I’elevada reproductibilitat obtinguda en els resultats per un mateix microeléctrode basat
en els composits. Com que els microeléctrodes basats en els compdsits es construeixen a partir dels
microelectrodes de plati, també es tindra una baixa reproductibilitat entre les diferents unitats. Per tant,
cada cop que es construeixi un nou microeléctrode caldra calibrar-lo préviament a la seva utilitzacio
en analisi.

La utilitzaci6 de microeléctrodes basats en composits conductors rigids presenta diversos
avantatges des del punt de vista analitic respecte la utilitzacié de macroeléctrodes també basats en els
mateixos composits. L’avantatge més evident prové de les seves reduides dimensions les quals
permeten la seva aplicacio en analisi clinic o en volums de mostra molt petits evitant el pas de dilucio
de la mostra per augmentar el volum. Per altra banda, des del punt de vista electroquimic altres
avantatges son nivells de soroll més baixos, la qual cosa permet 1’obtencié de limits de deteccié més
baixos i limits inferiors de resposta lineal també més baixos. Mentre que per als macroeléctrodes els
limits inferiors de resposta lineal van ser 1:10° M tant per al composit d’ Araldite-M/HY 55162 — 60%
grafit en acetonitril com per al composit d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit en metanol, quan
s’empraren microeléctrodes s’obtingueren limits inferiors de resposta lineal de 4:107 M i 3-107 M
respectivament. per tant, la utilitzacié de microeléctrodes enlloc de macroeléctrodes ha permes baixar
el limit inferior de resposta lineal en un factor superior a dos.

Si es t¢ en compte la gran diferéncia de superficie entre els macroeléctrodes i els
microeléctrode, la diferéncia observada en els limits inferiors de resposta lineal no és tan gran com es
podria esperar. Cal tenir en compte, perd, que els macroeléctrodes basats en aquests composits
presenten un comportament de feix de microelectrodes, la qual cosa justifica les elevades relacions
senyal/soroll obtingudes, les quals permeten limits de resposta lineal més baixos que per

macroeléctrodes convencionals.

7.7. Estudi en absencia de ’electrolit suport

Quan es treballa en medis altament resistius, tals com solvents organics, els microeléctrodes
proporcionen un clar avantatge respecte els macroeléctrodes, com ¢s la possibilitat de treballar en
abséncia d’electrolit suport. L’addicié d’electrolit suport és essencial quan s’empren macroeléctrodes,
ja que disminueixen la resisténcia de la solucio suficientment com per evitar problemes de caiguda
ohmica excessiva, i eliminen els corrents de migracio. L’eliminacié de I’electrolit suport presenta
diversos avantatges des del punt de vista analitic. Per una banda, els electrolits suports poden ser font
d’impureses que podrien actuar com a interferéncies, per exemple en el procés de reconeixement de
I’analit per part dels modificadors del sensor. Altres exemples més evidents dels avantatges d’eliminar

la necessitat d’electrolit suport son:
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- T’addici6 d’electrolit suport canvia les propietats termodinamiques i cinétiques de 1’analit,
aixi com la for¢a ionica de la solucid, fent complicada la comparacido de dades
electroquimiques amb dades espectroscopiques.

- els solvents de tipus hidrocarbur saturat son dissolvents pobres de sals tals com els
electrolits suport coneguts fins al moment, per tant no sén medis disponibles per realitzar
estudis electroquimics a menys que es puguin realitzar sense addicionar electrolit suport.

- la necessitat d’utilitzar electrolits suport per realitzar mesures amperometriques ha fet
impossible la utilitzacié de sensors electroquimics com a detectors de sistemes HPLC de
fase normal on I’eluent és un solvent organic no polar. Sensors capagos de realitzar
mesures electroquimiques en aquest tipus de solvents sense necessitat d’electrolit suport
faran possible la seva aplicacid com a detectors cromatografics en cromatografia de fase

normal.

En el present treball, s’ha estudiat ’aplicabilitat dels microeléctrodes basats en composits
conductors rigids en solvents organics en abséncia d’electrolit suport.

En primer lloc, s’han registrat voltamperogrames ciclics en acetonitril i metanol amb ferroce
0.9 mM pero en abséncia d’electrolit suport amb els microelectrodes d’Araldite-M/HY5162 — 60%
grafit i d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit respectivament. La figura 7.7-1 il-lustra els resultat
obtinguts comparats amb els voltamperogrames obtinguts en els mateixos solvents perd en preséncia

de TBAP 0.1 M.
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Figura 7.7-1. Voltamperogrames ciclics registrats en abséncia d’electrolit suport, amb ferroce 1 mM
en (A) acetonitril i (B) metanol emprant els microeléctrodes d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit i
d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit respectivament. els potencials es van mesurar emprant
referéncies de Ag/Ag" amb una solucié interna amb TBAP 0.1 M en tots els casos, i un eléctrode
auxiliar de plati. Les mesures es van realitzar a temperatura ambient i a una velocitat d’escombrat de
1 Vs,
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El primer tret a destacar de la figura 7.7-1 (A) és el desplagament del potencial formal del
ferroce cap a valors més positius en eliminar 1’electrolit suport. L’eléctrode de referéncia emprat per
registrar els voltamperogrames ciclics en abséncia d’electrolit suport conté una solucié interna amb
TBAP 0.1 M, per tant, cal esperar un cert desplagament de potencials degut al potencial d’uni6
liquida®, potser d’uns 10-15 mV. Tot i aixi, el desplagament observat en acetonitril és
d’aproximadament 160 mV, és a dir, aquest desplacament de potencials no es pot atribuir unicament al
potencial d’uni6 liquida. Una explicaciéo més adient seria 1’estabilitzacio del ferricini per formacio de
parells ionics amb ions perclorat en acetonitril que no es formen en metanol, en preséncia d’electrolit
suport.

Una altra conseqiiéncia de I’abséncia d’electrolit suport és un augment de la resisténcia de
cel'la, tal com es mostra al quadre 7.7-1. Una major resisténcia significa majors caigudes ohmiques, i
per tant una major separacio de pics, tal com es pot veure clarament a la figura 7.7-1 , sent la separacio
de pics lleugerament superior per al composit d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit en metanol
(figura 7.7-1 (B)) que per al composit d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit en acetonitril (figura 7.7-1
(A)), cosa que concorda amb els valors de caiguda ohmica calculats, tot i que en tots dos casos la
separacié de pics és comparable. De fet, ja a partir dels valors de la permitivitat eléctrica de
I’acetonitril (€=36.64) i del metanol (¢=21.01) es podia preveure una caiguda ohmica superior en
metanol que no pas en acetonitril. Se sap que la permitivitat eléctrica del solvent és inversament
proporcional al log K, on K, és la constant d’associacio del solvent’. Aixi, a mida que la permitivitat
eléctrica disminueix, la constant d’associaci6é del solvent augmenta, augmentant, aixi, la resisténcia del
solvent i per tant els solvents amb menor permitivitat eléctrica originaran majors distorsions en els
voltamperogrames ciclics registrats.

Un altre fenomen visible a la figura 7.7-1 és ’augment d’intensitat de pic catodic observat en
registrar els voltamperogrames ciclics en abséncia d’electrolit suport, mentre que la intensitat de pic
anodic roman practicament invariable. Aquest augment es deu a efectes de migracio, ja que en oxidar
el ferroce es produeix ferricini, carregat positivament, que és atret electrostaticament cap a la
superficie del microeléctrode, que esta carregada negativament, augmentant aixi la intensitat de
corrent registrada en reduir el ferricini, mentre que el ferroce, com que és una espécie neutra no migra.
Un efecte semblant ja va ser observat en treballs previs realitzats per Bond et a/>*°. En aquests treballs
es va veure que la relacido de Stokes-Einstein permet predir de forma qualitativa els corrents de
migracié depenent de les propietats fisiques dels solvents. L’equacid (7.7-1) descriu la relacio de
Stokes-Einstein en termes de mobilitat idnica, u:

|Z |-e

= 7.7-1
6-7[.17-7/- ( )

u

on 7 és la viscositat del solvent, r és el radi de la molécula que s’oxida o es redueix, e €s la carrega

eléctrica d’un electro i |Z] és el valor absolut de la valéncia ionica de la molécula. Segons la relacio de
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Stokes-Einstein es pot predir que a mida que la viscositat del solvent augmenta, el corrent migratori
disminueix. A la practica, perd, es va veure que la relacid no ¢és lineal, ja que existeixen altres
parametres que afectaran els corrents de migracid, sent el més important degut a les propietats
dieléctriques dels solvents. Aixi, es produira friccid degut a la reorientacié dels dipols del solvent a
mida que la molécula ionica el travessa. Altres factors que faran que el corrent de migracio
experimental no segueixi la relacio de Stokes-Einstein son la forca ionica, la qual no es té en compte
en aquesta llei, i ’assumpcié d’electroneutralitat microscopica, la qual no necessariament es produeix
en un medi sense electrolit suport. De fet, en el present treball els resultats s’ajusten a la tendéncia
general observada en els treballs de Bond et al., és a dir, els corrents de difusié van ser menors en
metanol (1=0.544 m-Pa's) que no pas acetonitril (1=0.369 m-Pa-s), ja que per al microeléctrode
d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit en acetonitril es van tenir corrents de migracié de 1.78-10°A
mentre que per al microeléctrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit en metanol es van tenir
corrents de migracio de 4.66:10'° A. Tot i que els eléctrodes emprats en cada cas son diferents, es pot
veure la tendéncia general observada en els treballs de Bond ef al. on els corrents de difusio sén
superiors en els solvents amb una viscositat menor.

Des del punt de vista del desenvolupament de biosensors per a la seva utilitzacié en solvents
organics, el microeléctrodes basats en composits conductors rigids sén una solucié interessant
especialment per aquells solvents poc o no polars on la majoria d’electrolits suports presenten una
solubilitat extremadament baixa. Treballs previs han mostrat que I’activitat biocatalitica dels enzims es
pot predir fins a cert punt emprant el logaritme del coeficient de particid del solvent estudiat en un
sistema binari octanol:aigua (log P), el qual esta relacionat amb la polaritat dels solvents’. Aquest tema
es tractara amb més profunditat al capitol 8. En aquest treball es va veure que els solvents poc polars
tenen una menor tendéncia a extreure 1’aigua essencial dels enzims, de manera que la majoria
d’enzims presenten una major activitat biocatalitica en aquest tipus de solvents. Per aquest motiu,
I’hexa és un dels solvents més utilitzats en bioanalisi en solvents no aquosos. L’hexa, pero, €s un
solvent molt pobre per als electrdlits suports coneguts, de manera que I’analisi amperomeétrica amb
biosensors caldra fer-los emprant microeléctrodes.

Tenint en compte aixo, el microeléctrode basat en el composit d’Araldite-PY302-2/HY943 —
60% grafit s’ha utilitzat en hexa en abséncia d’electrolit suport, ja que com es va veure al capitol 3
aquest material presenta bona estabilitat en aquest solvent. Es va veure, pero, que en hexa pur no es va
obtenir senyal que es pogués distingir del soroll de fons. Segurament es requereixen microeléctrodes
de radis molt més petits per obtenir senyal en un medi tan resistiu’. Per tant, es va augmentar la
conductivitat mitjancant I’addicié d’un solvent amb major polaritat on el composit d’Araldite-PY302-
2/HY 943 — 60% grafit també presenti bona estabilitat fisica i quimica. Aixi, es va escollir I’etanol, i es
van fer mescles binaries hexa:etanol amb un 30%, 40% 1 50% en volum d’etanol. La figura 7.7-2
mostra els voltamperogrames ciclics obtinguts per aquest microeléctrode en aquests solvents binaris.

A mida que el contingut d’etanol augmenta, les distorsions dels voltamperogrames esdevenen menys
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importants, perd tot i aixi tots els voltamperogrames mostraren elevades distorsions. Per aquest motiu,

no es van realitzar més experiments amb el microeléctrode d’ Araldite-PY302-2/HY 943 — 60% grafit

de 25 um de diametre en mescles de solvents contenint hexa.
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Figura 7.7-2. Voltamperogrames ciclics registrats en absencia d’electrolit suport, i en presencia de
ferrocé 1 mM emprant el microeléctrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit en mescles
hexa:etanol (A) 70:30 (v:v), (B) 60:40 (v:v) i (C) 50:50 (v:v). Els potencials es van mesurar respecte
un eléctrode de referéncia de Ag/Ag’, I'eléctrode auxiliar va ser un eléctrode de plati i les mesures es

van realitzar a temperatura ambient.
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Les dades cronoamperométriques obtingudes en acetonitril i metanol en abséncia de ferroce i
d’electrolit suport es van estudiar per als microeléctrodes d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit i
d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit respectivament. El quadre 7.7-1 mostra els resultats
obtinguts per als valors de la constant de cel‘la, la resisténcia de cel-la i la capacitat de la doble capa
per aquests microeléctrodes. L’esglad de potencial va ser 500 mV en acetonitril i 1000 mV en

metanol.

Quadre 7.7-1. Dades cronoamperomeétriques en abséncia d’electrolit suport

Composit Solvent Recta ¢ RearuC | ipaR (V) Separt"lciw @
P Q ur s v=1Vs" p
)
Araldite-M / HY5162 - . 155107+ 3.4-10°¢ [1.9:-10°+
60% grafit Acetonitril 2107 1-10° 9-10"* 0.63 0.140
Araldite-PY302-2 / 8.1-107+[1.23-10*+[1.0- 107+
HY943 - 60% grafit Metanol 17 1567 | "6.10% | 1-10° 0.76 0.180

Tal com s’esperava, les resisténcies de cel-la son superiors que en preséncia de TBAP 0.1 M,
perd les capacitats son més baixes. Aquest resultat no és sorprenent ja que una disminucié de la
concentraci6 d’ions al medi fa que la doble capa electroquimica sigui més difusa, és a dir, s’estén una
major distancia cap al si de la solucié que no pas en preséncia d’electrolit suport. Quan la concentracid
d’ions al medi és baixa, les forces d’atraccio electrostatica entre els ions i la superficie de I’eléctrode
son inferiors a les forces térmiques que allunyen i randomitzen les carregues en solucid, de manera
que la doble capa electroquimica esdevé més gruixuda. Aixi, en abséncia d’electrolit suport es té, per
una banda una menor quantitat d’ions i per tant una menor quantitat de carrega al «condensador»
format per la superficie de I’eléctrode i la solucid, i per altra banda es té€ una doble capa electroquimica
més gruixuda, de manera que el potencial que patiran aquestes carregues sera molt menor que en
presencia d’electrolit suport (efecte de la doble capa sera molt pronunciat), obtenint-se, aixi, menors
corrents capacitatius.

També es van registrar cronoamperogrames en preséncia de ferroce 2 mM. La figura 7.7-3

il-lustra els resultats obtinguts amb els dos microeléctrodes estudiats.
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Araldite-M/HY5162 - 60% grafit Araldite-PY302-2/HY943 - 60% grafit
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Figura 7.7-3. Cronoamperogrames registrats en acetonitril (esquerra) i metanol (dreta) amb ferroce
2 mM sense electrolit suport amb els microeléctrodes d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit i d’Araldite-
PY302-2/HY943 — 60% grafit respectivament. Tots els experiments es van realitzar a temperatura

ambient. Els esglaons de potencial van ser 400 mV en acetonitril i 1000 mV en metanol.

Tant els resultats obtinguts en acetonitril com els obtinguts en metanol sén semblants als
obtinguts en preseéncia d’electrolit suport, €s a dir, els resultats s’ajusten al cronoamperograma predit
per microeléctrodes de superficie continua. Els resultats obtinguts en metanol en abséncia d’electrolit
suport, pero, presenten intensitats de corrent molt baixes, properes al limit de corrent detectable pel
potenciostat emprat, cosa que genera certes distorsions instrumentals.

Per ultim, es van realitzar corbes de calibrat emprant aquests microeléctrodes en acetonitril i
metanol en abséncia d’electrolit suport i amb agitacioé constant. Les corbes de calibrat es mostren a la
figura 7.7-4. Al llarg dels registres es va observar que els nivells de soroll no van ser significativament
superiors als observats en preséncia d’electrolit suport, de manera que es van obtenir els mateixos

limits inferiors de resposta lineal.
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Araldite-M/HY5162 - 60% grafit Araldite-PY302-2/HY943 - 60% grafit
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Figura 7.7-4. Corbes de calibrat realitzades a temperatura ambient i amb agitacio constant. Els
calibrats realitzats amb el microeléctrode d’Araldite-M/HY5162 - 60% grafit (esquerra) es van
realitzar en acetonitril i aplicant un potencial de 400 mV vs Ag/Ag". Els calibrats realitzats amb el
microeléctrode d’Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit es van realitzar en metanol i aplicant un
potencial de 200 mV vs Ag/Ag".

Per tant, es pot concloure que aquests microeléctrodes basats en composits conductors rigids

es poden utilitzar com a sensors electroanalitics en acetonitril i metanol en abséncia d’electrolit suport.

7.8. Conclusions

Amb aquest treball, doncs, s’ha demostrat la versatilitat dels composits pel que fa a formes i
mides dels eléctrodes de manera que es poden construir sensors que satisfacin molt diverses
necessitats. Aquests microeléctrodes tenen els avantatges propis dels microeléctrodes de fase continua
i els avantatges dels composits, com son facilitat d’immobilitzacié de modificadors i renovabilitat de
la superficie sensora mitjangant un simple procés de polit. Aquests dispositius han mostrat bones
caracteristiques de resposta en solvents organics relativament polars tant en preséncia com en abséncia
d’electrolit suport. Contrariament, en hexa es van observar problemes per registrar senyal analitic
donada I’elevada resisténcia eléctrica d’aquest solvent i mescles amb etanol van ser necessaries.

Per una altra banda, aquests composits van mostrar elevades resisténcies de cel-la aixi com
elevades constants de cel-la, de manera que la seva aplicaci6 en estudis cinétics €s molt limitada. Com

a sensors analitics, aquests microeléctrodes van mostrar baixos nivells de soroll tant en preséncia com
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en abséncia d’electrolit suport, de manera que es van obtenir baixos limits inferiors de resposta lineal.
També es va obtenir una elevada reproductibilitat dels resultats obtinguts amb una mateixa superficie
al llarg d’un dia, de manera que es pot concloure que aquests microeléctrodes son estables en
acetonitril i metanol i que presenten pocs problemes de passivacié de la superficie per adsorcid
d’impureses, avantatge molt important respecte els microelectrodes de plati on 1’adsorcio del ferroce i
la conseqiient passivacid de la superficie és un problema important a I’hora de realitzar experiments
electroquimics. En polir els microeléctrodes basats en composits conductors rigids també es va obtenir
una bona reproductibilitat dels resultats de manera que es podran immobilitzar modificadors i la
superficie sensora es podra renovar amb un simple procés de polit.

Contrariament al que s’ha vist als capitols de la part II d’aquesta tesi, els microeléctrodes
basats en composits conductors rigids presenten caracteristiques de resposta molt semblants a les d’un
microeléctrode de superficie continua, mentre que els macroeléctrodes basats en aquests materials
presenten un clar comportament de feix de microeléctrodes. Tot i aixi, la manca de convencionalitat
d’alguns dels resultats obtinguts, especialment en cronoamperometria en abséncia de ferroce,
suggereixen I’existéncia d’una superficie d’estructura complexa, i el fet que no s’observi un clar
comportament de feix d’ultramicroeléctrodes podria ser degut al fet que les microzones conductores
segurament es troben molt properes entre si i tenen mides molt petites, cosa que provocara un
solapament de les capes de difusié a temps molt curts, segurament inferiors a la constant de cella,
justificant la inexisténcia de mesures que mostrin una difusié cap a cada microzona individualment,

cosa que si va ser possible observar en treballar amb macroeléctrodes.
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Desenvolupament d’un biosensor basat en un
composit conductor rigid compatible amb solvents

organics

8.1. Introduccio

Tal com s’ha dit anteriorment, un composit és el resultat de combinar dos o més materials
diferents de manera que cadascun manté les seves propietats individuals, pero el material resultant té
unes caracteristiques fisiques, quimiques i mecaniques noves. Un biocomposit és, doncs, el resultat de
combinar un polimer, grafit (o qualsevol altre material conductor) i el material biologic. Per tal de
demostrar I’aplicabilitat dels composits conductors rigids en la construccié de biosensors compatibles
amb solvents organics, en aquest capitol es descriura un biocomposit basat en 1’enzim peroxidasa de
rave picant com a exemple de modificacié biologica emprant el composit d’Araldite-M/HY5162 —
60% grafit per determinar amperometricament en acetonitril peroxids organics altament insolubles en

aigua i d’elevada toxicitat.
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8.1.1. Enzims com a catalitzadors en solvents organics

Els enzims son dels primers materials d’origen bioldgic emprats en la construcciéo de
biosensors. Aquestes molécules son un tipus de proteina amb la capacitat de catalitzar reaccions
quimiques que es donen a I’interior de les cel-lules o a les seves membranes. De manera molt simple
es pot dir que un enzim ¢és una cadena d’aminoacids enllagats mitjangant el que s’anomena enllagos
peptidics (estructura primaria). Els grups funcionals dels aminoacids interaccionaran entre ells,
normalment interaccions estériques, de manera que aquesta cadena es doblega generant el que
s’anomena estructura secundaria, sent les més importants I’el-liptica (conformacié ) i la de full plegat
(conformaci6 B). En una cadena polipeptidica normalment existeix una mescla de diverses estructures
secundaries. Quan aquesta cadena polipeptidica entra en contacte amb el medi (normalment aigua), es
produeixen interaccions febles entre les molécules de solvent i els grups funcionals dels aminoacids,
tals com ponts d’hidrogen o forces hidrofiliques i hidrofobiques, de manera que es produeix un
doblegament que proporciona una conformacié concreta caracteristica de 1’enzim', i és el que
s’anomena estructura terciaria.

Tenint en compte que I’evolucié ha tingut lloc en un entorn basicament aquoés, resulta
evident que les biomolecules han establert unes interaccions amb 1’aigua que els permeten adquirir la
seva forma activa, i per aquest motiu, la majoria d’estudis que involucren enzims s’han centrat en
medi aqués’. Tot i aixi, ja des del 1985 apareixen estudis on es porta a terme catalisis enzimatiques en
solvents organics seguint basicament dos tipus d’estratégies. Per una banda, els enzims es poden
dissoldre en micromiscel-les d’aigua emulsificades en solvents immiscibles amb aigua, de manera que
aquesta microemulsio es pot estabilitzar emprant surfactants. Aquesta estratégia rep el nom de
«miscelles reverses»’. Per altra banda, una altra possible estratégia seria la suspensié directa de
I’enzim liofilitzat en el solvent organic®’. Aquesta darrera estratégia, en exposar I’enzim en contacte
directe amb els diferents solvents fa que aquest desenvolupi una seérie de propietats noves molt
avantatjoses™®, entre les quals es poden destacar les segiients:

- elevada solubilitat de la majoria de compostos organics que actuen de substrat
- major estabilitat térmica d’alguns enzims en solvents organics’"”
- possibilitat de portar-se a terme noves reaccions catalitiques que son impossibles en aigua
degut a restriccions cinétiques o termodinamiques®"
- una major facilitat de recuperaci6 de productes a partir de solvents organics comparat amb
aigua
- insolubilitat de la majoria d’enzims en solvents organics, la qual cosa permet simplificar
els processos d’immobilitzacié dels enzims o inclis permet una facil recuperacio dels
mateixos en cas que no se segueixi cap estratégia d’immobilitzacio
- reaccions indesitjades, com per exemple la hidrolisis d’acids anhidrids, es poden evitar en

passar a solvents organics
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- la inhibici6 de I’enzim degut a productes de la reaccié enzimatica es pot evitar en utilitzar
solvents organics ja que les interaccions dels productes amb els solvents son diferents'
- canvi d’especificitat de 1’enzim respecte del substrat degut a una interacci6 diferent del

substrat amb el solvent organic’'®

Existeixen diversos treballs on es mostra un ampli ventall d’enzims que han presentat

.. " N 8,14,17-23
activitat catalitica en solvents organics™ ™

, 0 inclus s’ha vist que algunes cél-lules enteres mantenen
la seva activitat biologica en medis organics™. Esta clar, doncs, que els enzims poden mantenir la seva
activitat catalitica en un medi no aquds, pero l’extraccid total d’aigua de I’enzim provoca una
desnaturalitzacidé de 1’enzim fins al punt de desactivar-lo, la qual cosa es podria considerar com el
desavantatge principal d’emprar solvents organics. Per tant, es planteja la qiiestié de quanta aigua és
necessaria per 1’enzim per romandre actiu. Zaks i Klibanov han realitzat estudis per tal de resoldre
aquesta qiiestio. En un dels seus estudis’, Zaks i Klibanov monitoritzen Dactivitat catalitica de la
subtilisina i la oi-quimiotripsina, que sén enzims que es troben al citoplasma cel-lular, ¢s a dir, que el
seu entorn natural és aquos, quan aquests enzims s’afegeixen en forma liofilitzada en diferents
solvents amb polaritats molt diverses. A partir d’aquest estudi arriben a la conclusié que 1’activitat
catalitica de I’enzim en sotmetre’s a contacte amb un solvent organic no depén de la concentracio
d’aigua del solvent sind de la quantitat d’aigua unida directament a I’esquelet de la proteina. I no
només aixo, sindé que van observar que no cal que es formi una monocapa d’aigua al voltant de
I’enzim, sin6 que només cal una petita quantitat de molécules d’aigua unides a I’enzim en forma de
petits clusters, que anomenaren «aigua essencial» o «aigua estructural» de I’enzim.

Cal tenir en compte, pero, que en substituir el medi aquds per un medi organic €s possible
que I’enzim perdi aquesta aigua essencial, inactivant-se. S’han realitzat estudis per tal de determinar
quines propietats dels solvents o dels enzims es poden utilitzar per tal de predir I’activitat catalitica de
I’enzim en els diferents solvents organics. Bone i Pethig” van realitzar un estudi de la relaci6 entre les
constants dieléctriques de diferents solvents i la quantitat d’aigua que quedava unida a 1’enzim
lisozim, i tot i que van observar una certa correlacid, no van aconseguir una prediccié fiable de
I’activitat biocatalitica en base a aquest parametre fisic dels solvents. Laane et al.* van trobar que la
propietat dels solvents que permet predir de forma aproximada I’activitat enzimatica en diferents
solvents organics és el logP on P és el coeficient de particié del solvent en un sistema bifasic
octanol/aigua. Aquest parametre es pot considerar fins a cert punt com una mesura quantitativa de la
polaritat dels solvents, i es va veure que aquells solvents més polars tenien més capacitat d’extreure
I’aigua essencial dels enzims, mentre que en solvents amb molt baixa polaritat, tals com hexa, els
enzims tendeixen a presentar una activitat catalitica més elevada ja que aquests solvents no tenen tanta
capacitat d’extreure 1’aigua essencial dels enzims. Aixi, en termes del logP, tal com es va veure a
§2.1.3, es t€ que per valors del logP<2, el solvent és forca polar i els enzims tendeixen a presentar una

activitat baixa en aquest solvent, per valors del /ogP entre 2 i 4 ’enzim només perd part de la seva
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aigua essencial i disminueix la seva activitat catalitica i per valors del logP>4 ’enzim és molt poc
polar i extreu molt poca aigua essencial de 1’enzim, de forma que aquest conserva la majoria de la seva
activitat catalitica.

Més endavant, Ann et al.”’ van realitzar un estudi on no només van considerar les propietats
dels solvents, sind també el tipus d’unions entre I’aigua essencial i ’esquelet de I’enzim, ja que es van
adonar que Dactivitat catalitica per diferents enzims en un mateix solvent era diferent. Aixi van
observar que alguns enzims retenien les molécules d’aigua mitjancant enllagos més forts que uns altres
de manera que conservaven major activitat catalitica en un major nombre de solvents. També van
observar que hi ha dos fraccions d’aigua enllagada a I’enzim com a minim. La primera fraccio es pot
extreure amb relativa facilitat, i consisteix en aquelles molécules d’aigua que interaccionen amb els
grups funcionals dels enzims relativament polars i no polars. La segona fraccid es troba unida als
grups funcionals carregats dels aminoacids, i €s el que es considera aigua estructural. També van
observar que només cal que I’enzim tingui una fracci6 d’aigua molt petita per presentar activitat
catalitica, tot i que alguns solvents polars extreuen 1’aigua dels enzims molt rapidament i amb molta
eficacia, fent que aquest perdi activitat catalitica. En aquests casos, per tal d’utilitzar aquests enzims
caldra modificar la seva estructura. De fet ja existeixen diversos treballs on realitzen modificacions en
I’estructura de 1’enzim que han generat resultats molt positius a I’hora de ser utilitzats en medis no
aquosos. Un exemple relativament senzill és la modificacié d’un enzim mitjangant lligands que van
portar a terme Russell i Klibanov™®, els quals van observar que si la subtilisina es liofilitzava després
de ser pretractada en una soluci6 amb un lligand, aquesta retenia més o menys activitat catalitica
depenent del lligand utilitzat. També s’ha portat a terme la modificaciéo d’enzims que per si sols ja
mostraven activitat biocatalitica en medis organics, per tal de millorar encara més la seva estabilitat en
aquests medis. Aixi, es poden trobar exemples de modificacié de la peroxidasa de rave picant amb
poli(etilenglicol) per tal de millorar la seva activitat catalitica en acetat d’etil i 1,2-diclorobenzé®. De
fet, Dordick va realitzar un estudi de diferents tipus d’immobilitzacié possible per tal de millorar
Iestabilitat dels enzims en medis no aquosos™.

Un factor curids és ’efecte del pH sobre I’activitat catalitica. En treballar amb solvents
organics, el pH esdevé un parametre poc important. Tot i aixi, s’ha observat que 1’enzim «recorday el
pH de la darrera soluci6é aquosa a la qual s’ha exposat, és a dir, ’enzim adquireix la conformacio
corresponent al pH de la soluci6 aquosa i en liofilitzar-se reté la mateixa conformaci6'®. Per tant, per
treballar amb solvents organics cal utilitzar enzims que han estat liofilitzats a partir de solucions
aquoses amb el pH optim per I’activitat catalitica.

Aixi doncs, sembla clar que certs enzims poden ser utilitzats en certs solvents organics.
Aquesta caracteristica ha estat explotada dins del mén de I’enzimologia i de processos
biotecnologics®'. Perd no només s’ha aprofitat aquesta possibilitat dels enzims dins del moén de la
biotecnologia, sind que també s’ha utilitzat al mon de ’analisi enzimatica. Ja dins del grup dels

biosensors, es poden trobar alguns reviews que posen de manifest el creixent impacte dels biosensors
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en medis organics. Aixi, dins del camp dels biosensors optics es pot destacar el review de Diaz-Garcia
i Valencia-Gonzalez™, on es citen nombrosos exemples de biosensors Optics per medis organics. Pel
que fa a biosensors electroquimics es poden destacar els reviews de Saini et al.”® i d’Iwuoha i

Smyth***

, els quals donen exemples innovadors de biosensors desenvolupats per treballar en solvents
organics amb elevada reproductibilitat i temps de vida. Els biosensors electroquimics per medis
organics han proliferat de manera notable al llarg de la década dels 90 i encara ara és un tema en
constant desenvolupament. Per aquest motiu també es poden trobar reviews més especifics on es
consideren els biosensors en fase organica com a detectors de sistemes de flux*®, o reviews on es

. . . Ny IS . Aondaa37
consideren sistemes bienzimatics com a detectors electroquimics per medis organics™'.

8.1.2. Analisis en medis organics emprant biosensors basats en peroxidasa de rave picant

A §1.4, ja es va parlar de forma general dels biosensors enzimatics electroquimics per medis
no aquosos. Es va veure que s’han emprat enzims de molt diversa natura, entre els quals es poden
destacar deshidrogenases com la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa®™ o I’alcohol deshidrogenasa®;

3341
™', la colesterol

hidrolases com la creatinina amidinohidrolasa®, i oxidases com 1’o-quimiotripsina
oxidasa®, la glucosa oxidasa®™*, la tirosinasa*®, la colina oxidasa®, la fosfolipasa colin oxidasa®,
I’acetilcolinesterasa®, la lacasa®’, la sarcosinasa®™, o la peroxidasa de rave picant (quadre 8.1.2-1).

Un dels enzims més populars a I’hora de desenvolupar biosensors electroquimics enzimatics
per medis no aquosos és la peroxidasa de rave picant (HRP). Aquest enzim ha mostrat elevada
activitat biocatalitica en un ampli ventall de solvents, cosa que ha permes la fabricacid de biosensors
que han trobat aplicacions dins de camps tan diversos com 1’analisi clinica, d’aliments o fins i tot
medioambiental. Al quadre 8.1.2-1 es mostra un recull d’exemples de diferents biosensors basats en la
HRP amb transducci6 amperométrica emprant un ampli ventall de solvents i de tipus
d’immobilitzacio.

Tal com es pot veure al quadre 8.1.2-1, la majoria dels biosensors de HRP requereixen la
utilitzacié de mediadors per tal que es produeixi la transferéncia electronica’. Aquests mediadors sén
el ferroce, el ferrocianur de potassi o I’o-fenilen-diamina, predominantment. En alguns casos, pero,
s’han emprat polimers conductors que contenen centres metal-lics, tals com atoms de ruteni o osmi,
per mediar la transferéncia electronica. Aquests polimers son molt avantatjosos ja que a més
d’immobilitzar 1’enzim, eviten la necessitat d’afegir mediadors al solvent i no es té el problema de
pérdua del mediador per extraccid cap al solvent que es tindria en casos on el mediador és una
molécula immobilitzada en un polimer o per adsorci6 a 1’eléctrode.

Un altre factor a destacar del quadre 8.1.2-1 és I’observacio generalitzada de la necessitat
d’un cert percentatge d’aigua al medi en forma de tampo fosfat; tot i que es poden trobar treballs
contradictoris, els quals afirmen I’existéncia de biocatalisi en medis totalment organics, especialment

si el solvent és molt hidrofobic'>®!.
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Altres treballs interessants no inclosos al quadre 8.1.2-1 involucren el desenvolupament de
biosensors bienzimatics emprant HRP i altres enzims en medis parcialment aquosos perd amb un cert
percentatge de solvent organic. Entre aquests treballs cal destacar per exemple el treball de Cerro et
al’" en el qual es fabrica un biosensor de tercera generacié emprant un composit de Teflo-grafit on es
coimmobilitza HRP i glucosa oxidasa i ferrocé (mediador) per tal de determinar glucosa en vins i
most. Aquest treball no s’inclou al quadre 8.1.2-1 ja que el medi analitic no és majorment organic,
pero és un treball representatiu del creixent impacte dels biosensors multienzimatics que empren HRP
com a forma de determinar 1’activitat de I’enzim coimmobilitzat al mateix biosensor.

Aixi, un altre exemple d’aquest tipus de biosensors és el desenvolupat per Braco et al.”?, el
qual coimmobilitza HRP i colesterol oxidasa per adsorcié sobre llits de vidre pords per construir un
bioreactor per a la determinacié de colesterol mitjangant deteccié espectrofotométrica en 1’ultraviolat-
visible. En aquest exemple, en la reaccio entre la colesterol oxidasa i el colesterol del medi (en aquest
cas tolu¢ saturat d’aigua) es genera H,O, que és oxidada per la HRP. Aquest exemple tampoc s’inclou
al quadre 8.1.2-1 ja que no es tracta d’un biosensor amperometric. Aquests treballs on es desenvolupen
sistemes bienzimatics constitueixen interessants exemples d’eines electroanalitiques simples i de baix
cost per a I’analisi de bioanalits.

Per altra banda, la HRP també s’ha emprat com a marcador d’anticossos, com en el treball

desenvolupat per Sasaki et al’”’

. En aquest cas, es determina atrazina en tolu¢ saturat d’aigua emprant
anti-atrazina marcada amb HRP immobilitzada sobre llits de vidre pords. Un cop més, no es tracta
d’un biosensor enzimatic i per tant no s’ha inclos al quadre 8.1.2-1.

Pel que fa al tipus d’immobilitzacio, a la literatura es poden trobar estratégies molt diverses.
Una estratégia emprada amb molta generalitat i que ha donat resultats molt positius €s la utilitzacié
d’hidrogels, ja que aquests proporcionen un microentorn aquds que assegura la retencié de I’estructura
terciaria de I’enzim. Existeixen, també, alguns treballs en els quals s’empren composits conductors
rigids, tot i que son treballs molt puntuals. Aixi, cal destacar el treball d’Ortiz et al.* els quals van
emprar un composit de Teflo per immobilitzar I’enzim i el mediador. Dins de la literatura revisada, no
s’han trobat exemples de biosensors basats en HRP per medis organics emprant composits conductors
rigids de dispersio. Per tant, en el present treball es desenvolupara i caracteritzara per primer cop un
biosensor basat en un composit conductor rigid de dispersio d’epoxi-grafit amb HRP immobilitzada a

la matriu i compatible amb acetonitril.
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8.2. Eleccio de ’enzim

Tal com hem vist, existeix un gran nombre d’enzims aplicats a 1’analisis en medi no aquos.
Entre aquests enzims, els més destacables gracies a la seva elevada activitat en medis organics son la
tirosinasa i la peroxidasa de rave picant. En el present treball, s’ha desenvolupat un biosensor basat en
un dels compdsits caracteritzats anteriorment, modificat amb peroxidasa de rave picant (HRP, EC.
1.11.1.7, 1380 unitats/mg solid, comprat a Sigma). S’ha escollit un enzim ’activitat del qual en medis
organics ja ha estat comprovada. La innovacié que presenta aquest treball és referent al tipus
d’immobilitzacié de 1’enzim, ja que es porta a terme per atrapament dins d’un composit conductor
rigid dispersiu, mentre que en treballs previs s’ha realitzat per adsorcid sobre un eléctrode de carboni
vitrificat, o de plati, atrapant I’enzim en un polimer d’acid poliestersulfonic (Eastman AQ), tot i que
també hi ha algun exemple de biocomposits perod consolidat. L’objectiu d’aquest treball, pero, no és el
desenvolupament del biosensor en si, sind6 que només s’ha construit com a exemple de biosensor
compatible amb solvents organics emprant els compdsits preparats i caracteritzats al llarg del present
treball. Per tant, aquest biosensor no ha estat optimitzat ni des del punt de vista de construccid, ni
d’utilitzacio.

La peroxidasa de rave picant és una hemoglicoproteina de pes molecular 42000 (figura 8.2-
1). El seu seti catalitic és la sisena posicié de coordinacié d’un Fe(Ill), que pot ser ocupat per aigua,

peroxids, fluorurs i cianurs. El mecanisme d’aquest procés €s el segiient:

HRP+ ROOH +2H"——>HRP -1+ ROH + H,O

HRP—-1+2¢e" —— HRP
on ROOH és un peroxid organic. La peroxidasa sera, doncs, I’especie que es reduira a la superficie de
I’eléctrode (a menys que es posi un mediador, com es fa a les referéncies citades). En el present treball
es treballara sense mediador, ja que I’enzim es troba en contacte intim amb les particules conductores,
cosa que fa que la deteccio sigui més rapida i es pugui produir una transferéncia electronica directa

entre I’enzim 1 el material conductor.
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Figura 8.2-1. Esquema de [’estructura de [’enzim peroxidasa de rave picant (HRP) i dels seus dos

centres actius.

L’eficiéncia catalitica de 1’enzim, es pot determinar a partir de 1’equacid de Michaelis-

Menten (equacio 8.2-1):

i, =i, {ROOH/(K. +[ROOH)) (8.2-1)
on ip és la intensitat limitada per la difusié K m és la constant aparent de Michaelis-Menten 1 i, és la
intensitat registrada a una concentracio de substrat de saturaci6 de I’enzim.

Aixi, tenint en compte que K m >>[ROOH)], es pot simplificar resultant I’equacio 8.2-2:

ip= ZI"(’—“‘,X-[ROOH ] (8.2-2)

m
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8.3. Eleccio de I’analit

Els peroxids son substancies amb un interés analitic molt divers. Alguns peroxids organics
apareixen a les aigiies de consum com a conseqiiéncia d’un procés de desinfeccid per ozonitzacio'.
Per tant, el seguiment d’aquests peroxids té un intereés medioambiental. Aquestes substancies son, per
exemple, els hidroperoxids de cume, el peroxid de #-butil i el peroxid de butanona, entre d’altres.

Per una altra banda, els aliments que contenen olis vegetals poden contenir peroxids organics
com a conseqiiéncia del deteriorament oxidatiu dels acids grassos poliinsaturats’. Aquests peroxids
son toxics, i el seu seguiment dona una idea de la qualitat dels aliments.

Un dels peroxids que es generen com a conseqiiéncia de la degradacio dels olis vegetals és el
peroxid de lauroil, [CH;(CH,) ;0CO],0;. Per il-lustrar, doncs, la viabilitat de les analisis enzimatiques
en medis no aquosos, s’ha escollit aquest substrat de la peroxidada de rave picant, ja que el seu
seguiment té un clar interés analitic des del punt de vista de control de qualitat dels aliments. Les

solucions es van preparar a partir de peroxid de lauroil comercial, obtingut d’ Aldrich.

8.4. Eleccio del medi i del composit conductor rigid

Estudis previs on s’analitza el peroxid de lauroil en acetonitril”

emprant peroxidasa de rave
picant han mostrat una bona estabilitat d’aquest enzim en aquest medi. Donats els bons resultats
obtinguts en aquest medi pels transductors desenvolupats en el present treball, especialment del
transductor d’Araldite-M, s’ha decidit realitzar els assajos enzimatics en acetonitril, amb una
concentraci6 de sal inert de 0.15 M, per assegurar una bona conductivitat del medi. L’electrolit suport
emprat ha estat el p-toluensulfonat de tetrabutilamoni (TBAP).

Els eléctrodes s’han confeccionant seguint la mateixa técnica explicada al capitol 2. El
biocomposit, en aquest cas, consisteix en un 3% en pes de peroxidasa i un 97% en pes de composit
d’Araldite-M. La construccid d’aquests eléctrodes s’ha portat a terme en base a treballs anteriors del
grup’*®®. No obstant, el percentatge d’enzim al composit és un altre parametre que caldra optimitzar en
un futur.

La reaccio que es produeix a la superficie de I’electrode és la reduccio de 1’enzim. Aquesta
es dona a un potencial de —300 mV respecte 1’eléctrode de Ag/Ag” amb una solucié interna de sal inert
a una concentracié de 0.15 M i de AgNO; 0.01 M en acetonitril, com es pot veure a la figura 8.5-1. El
potencial que s’aplica per realitzar els calibrats, pero, és de —320 mV, ja que d’aquesta manera
s’aconsegueix tenir menys soroll i un senyal més estable. Pero cal tenir en compte que en mostres reals
caldra optimitzar el potencial de treball, aixi com la resta de condicions experimentals, ja que treballar
a aquest potencial podria generar interferéncies.

En el present treball no s’utilitza mediador, ja que I’enzim es troba en contacte intim amb les

particules de grafit, de manera que la transferéncia electronica entre 1I’enzim 1 I’eléctrode és rapida. En
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treballs futurs, perd, podria considerar-se la possibilitat d’emprar algun mediador ja que d’aquesta
manera es podria treballar a un potencial més baix, minimitzant-se aixi les possibles interferéncies que

podrien trobar-se en mostres reals.

8.5. Resultats i discussio

Per comengar aquest estudi, de la mateixa forma que es va fer amb els transductors, es van
realitzar voltamperogrames ciclics amb [’eléctrode enzimatic i amb el transductor sol, sense i amb
peroxid, tal com es mostra a la figura 8.5-1.

S’observa que el peroxid presentava un pic de reduccid a un potencial aproximadament de —
600 mV. En canvi, amb 1’eléctrode que contenia peroxidasa, s’aconseguia reduir el potencial de pic
catodic fins a —300 mV aproximadament. El motiu és que ’espécie que es redueix a I’eléctrode
enzimatic és el propi enzim (bioelectrocatalisis), el qual es troba en intim contacte amb les particules
conductores. Per tant, amb I’eléctrode enzimatic s’aconsegueix reduir el potencial al qual es poden

realitzar les mesures, a més d’obtenir-se un pic més definit.

Transductor sol Biosensor
30x10°¢ 30x10¢
20x10° 20x10°
10x10°° 10x10°¢
0 0
—~ ~
< -10x10° - < -10x10°
L L]
-20x10° - -20x10°
-30x10° - -30x10°
-40x10° -40x10° ~
-50x10° T T T -50x10° T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
E (V) E (V)

Figura 8.5-1. Voltamperogrames ciclics obtinguts amb [’electrode modificat amb peroxidasa i el
transductor sol en absencia () i en presencia de peroxid de lauroil 0.9 mM (—— ). Els
voltamperogrames s’han enregistrat a temperatura ambient, una concentracio de TBAP de 0.15 M.

L’eléctrode auxiliar va ser Pt i el de referéncia va ser un Ag/Ag".

A continuacio, es van realitzar séries de calibrats amb una mateixa superficie, i amb

superficies successives. Un exemple del tipus de calibrats obtinguts es mostren a la figura 8.5-2.
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Es pot veure que entre el primer i el segon calibrat, hi va haver una pérdua d’enzim, pero
entre el segon i el tercer calibrats, aquesta pérdua va ser molt menys acusada. A partir d’aquests
resultats, doncs, es podria pensar que el compdsit conté enzim no immobilitzat al comengament, el

qual es va perdre al llarg de la realitzacio de la primera corba de calibrat.

Mateixa superficie Superficies successives

3 3
o
o
o .
2 A e} 5 |
o o U
—_~ O o A _ O 9
o A ,
§ o o8 3 g
A — o
& 8 55
14 o EE L o
o
o
© © 1% calibrat g o 1% superficie
0 200 calibrat Z ; Super?qe
superticie
& 3% calibrat
0 04
T T T T T ‘

0.0 0.2 0.4
[Peroxid de lauroil] (mM)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
[Peroxid de lauroil] (mM)

0.6

Figura 8.5-2. Tres calibrats successius per una mateixa superficie (esquerra) i per superficies
successives obtingudes en polir el biosensor (dreta) realitzats amb [’electrode d’Araldite-M-60%
grafit modificat amb un 3% de peroxidasa. Els calibrats s’ han realitzat a temperatura ambient i amb
una concentracio de TBAP de 0.15 M, fent addicions de peroxid de lauroil. Potencial aplicat: -320
mV respecte Ag/Ag".

Pel que fa als parametres de les rectes de calibrat, s’ha observat que el rang de resposta lineal
va des de 10 fins a 10 M, tot i que un cop es millorin les condicions experimentals aquest rang es
podria ampliar. De moment, perd, aquest rang de resposta lineal és comparable amb els esmentats a la
bibliografia del quadre 8.1.2-1. Al quadre 8.5-1 es resumeixen els parametres dels tres calibrats

representats a la figura 8.5-2 (esquerra).

Quadre 8.5-1: Parametres de calibrat del biosensor per una mateixa superficie

Lar. Ordenada a
K m DPorigen r (n=7)
(uA/mM) (uA)
1* calibrat 40.11 0.02 0.996
2°" calibrat 22.03 0.01 0.998
3% calibrat 19.86 0.01 0.998

Les condicions experimentals son les mateixes que les especificades a la figura 8.5-2
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Al quadre 8.5-2 es mostren els parametres de la recta de calibrat obtinguts per tres
superficies successives obtingudes polint el biosensor amb paper de vidre de diferents mides
de particula i alimina, corresponents als il-lustrats a la figura 8.5-2 (dreta). Es pot observar
que s’obté, també, una bona reproductibilitat de les diferents superficies obtingudes en polir el
biosensor. Aquesta reproductibilitat es podra millorar optimitzant les condicions de treball 1 el

contingut d’enzim del biosensor.

Quadre 8.5-2: Parametres de calibrat del biosensor per superficies successives

Zmdx

Ordenada a origen

K, r (n=7)
(pA)
(HA/mM)

1" superficie 39.02 0.03 0.998
2" superficie 40.11 0.02 0.996
3" superficie 33.34 0.02 0.998
Coeficient de

10% 2%
variacio

Les condicions experimentals son les mateixes que les especificades a la figura 8.5-2

Tot i els bons resultats obtinguts en aquests experiments, cal esmentar que no va resultar
possible la reproduccid d’aquests resultats amb biosensors construits en diferents batchs. En el present
treball no es disposa de prou informacié experimental per poder explicar les causes, perd s’especula
amb la possibilitat que la transferéncia electronica directa entre 1’enzim i les particules de grafit estigui
impedida en certa manera pel polimer de manera que per treballs futurs es suggereix la utilitzacio de
mediadors o la immobilitzacio per adsorcié de 1I’enzim sobre les particules de grafit abans de preparar

el composit.

8.6. Conclusions

En aquest darrer apartat, s’ha comprovat la viabilitat d’emprar enzims en medis organics. Per
altra banda, s’ha demostrat que els composits conductors rigids desenvolupats i caracteritzats al llarg
del present treball son transductors adients per a la construccié de biosensors per realitzar analisis
amperomeétriques en medis organics. Aixi, els biosensors enzimatics amperometrics compatibles amb
medis organics presenten com a principals avantatges, la simplificacio del procés analitic, ja que
eliminen la necessitat de fer separacions de ’analit des de solvents organics a medi aqués, i a més
permeten assolir limits de deteccid més baixos ja que en realitzar 1’analisi directament en medi

organic, a part de ser una simplificacié del procés analitic, es t€ una major concentracié d’analit,
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avantatge molt important especialment quan es determina la concentracié de substancies que poden
resultar molt perjudicials pel medi ambient o per la salut humana.

A més a més, la utilitzacié d’aquests composits com a transductor permeten avantatges
importants des del punt de vista de la construccid dels biosensors, ja que no només soén facils de
construir, sind que a més mitjancant un simple procés de polit es tenen superficies noves i
reproduibles, evitant la necessitat de realitzar la immobilitzacié de 1I’enzim cada cop.

Per tant, es pot concloure que el desenvolupament d’aquests nous materials composits
conductors rigids obre noves possibilitats pel que fa a I’analisi enzimatica en medis organics, fent

possible estratégies analitiques que fins al moment no eren viables.
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Conclusions generals

[a] En el treball acabat de relatar, doncs, s’han desenvolupat i caracteritzat nous materials
composits conductors rigids compatibles amb solvents organics, amb 1’objectiu de construir sensors
amperometrics. En primer lloc es van desenvolupar els materials en si, cosa que implica I’elecci6 de la
carrega de grafit adient per a cada compdsit. Es van confeccionar corbes de percolacid, on es mostra
I’evoluci6 de la resisténcia dels composits a mida que s’incrementa la carrega de grafit. Mitjangant
microscopia electronica (SEM), es va veure que 1’efecte d’una major quantitat de grafit al composit fa
disminuir els porus deguts a aire atrapat al polimer i fa que les particules de grafit es trobin més
properes entre si. Aquest resultat explica la disminucié de resisténcia del material a mida que
s’incrementa la carrega de grafit, ja que es formen més contactes entre particules de grafit i per tant
meés camins de percolacid. Per tant, la composicid del composit va ser un compromis entre una

maxima conductivitat 1 una maxima estabilitat fisica.
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[b] Amb els composits desenvolupats d’aquesta manera, es van construir macroeléctrodes,
els quals es van utilitzar per mesurar la reaccid redox del ferrocé en diferents solvents al llarg de
diferents periodes de temps, guardant-los secs i en contacte amb cada solvent, per tal d’estudiar la seva
estabilitat electroquimica en els solvents estudiats. Aixi, la primera conclusié que es pot extreure
d’aquest treball és que composits basats en resines epoxi tals com I’ Araldite-M, 1’ Araldite-CW2215,
I’ Araldite-PY302-2 i I’Araldite-GY250, aixi com el composit basat en una resina de silicona
comercial, han mostrat bona estabilitat en certs solvents organics, la majoria d’ells polars, tot i que els
Araldites PY302-2 i GY250 també van mostrar bona estabilitat fisica i quimica en hexa, el qual és un
solvent apolar. L’estabilitat electroquimica d’aquests composits en els diferents solvents es mostra al
quadre 9.1, el qual es va mostrar al capitol 3 d’aquesta tesi.

Aquest estudi es va realitzar mitjangant corbes de calibrat realitzades periodicament amb
cada composit en cada solvent, aixi com el registre de voltamperogrames ciclics, també periodicament.
Es pot veure que la majoria de composits mostren bona estabilitat en solvents polars, i només dos dels
vuit epoxis estudiats van mostrar bona estabilitat electroquimica en solvents apolars tals com hexa.
Tots els composits que van presentar bona estabilitat en els diferents solvents van mantenir bona
estabilitat al llarg de la totalitat de temps estudiat, amb excepcido del composit d’Araldite-
CW2215/HY5162 en metanol. Per tant, els temps en mesos especificats al quadre 9-1 corresponen al
temps minim que aquests composits van ser estables en aquests solvents, ja que no es va continuar
I’estudi de I’estabilitat electroquimica per temps superiors als especificats al quadre 9-1.

[c] Mitjancant microscopia electronica (SEM) es va veure que els composits que van
presentar bona estabilitat electroquimica en certs solvents, van mostrar esquerdes des del primer dia
d’estar en contacte amb aquests solvents i que aquestes esquerdes no augmentaven en mida o nombre
de forma evident al llarg del temps estudiat, cosa que explica 1’elevada reproductibilitat dels resultats
obtinguts amb els sistemes composit-solvent on el composit presentava bona estabilitat fisica i

electroquimica.
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En canvi, en els sistemes composit-solvent on el compdsit no és estable les imatges
obtingudes per SEM mostraven la formaci6 de zones aillants en al superficie del composit, les quals es
van atribuir a I’extraccié de components del polimer per part del solvent. En aquests casos també es va
observar la formaci6 de clivelles macroscopiques, les quals van ser visibles a simple vista. Aquestes
esquerdes son el resultat de I’evident inflament del composit en ser sotmes a contacte amb aquests
solvents. Aquestes observacions expliquen la desintegracid dels compdsits en sotmetre'ls a contacte
amb solvents tals com cloroform o tetrahidrofura, o la perdua de senyal electroanalitic en el cas
d’altres solvents, com ¢és el cas de I’ Araldite-CW2215/HY 5162 — 40% grafit en metanol.

[d] També es va comprovar al present treball una elevada reproductibilitat en polir els
eléctrodes basats en aquests materials composits conductors rigids. Per tant, aquests materials
permeten la renovacio de la superficie mitjangcant un simple procés de polit, cosa que proporciona
avantatges clars de cara a la construccié de sensors electroquimics ja que permetra renovar la
superficie sensora sense haver de realitzar la immobilitzacié dels modificadors cada cop que calgui
polir I’eléctrode. Perd no només aixo, sind que la immobilitzacié dels modificadors es realitza per
atrapament a la matriu polimérica, de forma que aquests materials no pateixen canvis en la seva
estructura, i a més es simplifica el procés de construccio dels sensors.

[e] Altres avantatges de la utilitzacio d’aquests materials va ser una major relacio senyal
soroll que emprant un eléctrode de grafit pur, o fins i tot comparat amb un eléctrode de carboni
vitrificat. Aquesta caracteristica constitueix un gran avantatge en la realitzacido d’analisis
amperometriques, ja que permet assolir limits de deteccidé més baixos. Una possible explicacid per
aquest fenomen seria assumir que la superficie dels composits esta formada per una mescla de zones
conductores i de zones aillants, similar a un feix de microeléctrodes.

[f] Per tal de comprovar aquesta hipotesi, es va investigar I’estructura d’aquests materials des
d’un punt de vista electroquimic. Mitjangant voltamperometria ciclica es va veure que la superficie
activa d’aquests composits és inferior a la seva superficie geométrica. No només aixo, sind que es va
obtenir estat estacionari escombrant a una velocitat relativament elevada, de 1 mV-s', la qual cosa
només és possible emprant microeléctrodes. Per tltim, es va veure mitjancant les grafiques de Cottrell,
on es va representar el logaritme de la intensitat de corrent de pic anddic respecte el logaritme de la
velocitat d’escombrat, que no s’obtenien regressions lineals amb pendent 0.5, contrariament al que
prediu I’equacié de Randles-Sevg¢ic per macroeléctrodes de superficie continua. Per altra banda es van
realitzar cronoamperogrames, els quals tampoc es van ajustar a ’equacié de Cottrell, sin6 que van
resultar qualitativament comparables al que prediu el model de Sharifker per feixos de microdiscs amb
solapament entre ells. Tots aquests resultats es poden explicar considerant que la superficie dels
composits no €s continua, sind que realment esta formada per microzones electroactives mesclades
amb microzones inertes, de forma que a temps curts es té una difusio individualment cap a cada

microzona electroactiva.
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[g] També es va realitzar la mesura de les resisténcies dels composits i de les resisténcies de
cel'la, aixi com la mesura de la capacitat i de la constant de cel‘la per aquests compdosits. Es va veure
que les resisténcies obtingudes son superiors que per un eléctrode metal-lic o de carboni vitrificat, i les
constants de cel-la obtingudes van ser forca elevades, de manera que aquests composits en forma de
macroeléctrodes no son ideals per realitzar mesures d’alta velocitat, com ara mesures de constants
cinétiques, ja que per una banda les constants de cella no permetran realitzar mesures a temps
inferiors als microsegons, i les resisténcies generaran elevades distorsions en els voltamperogrames
ciclics realitzars a velocitats elevades. Tot i aixi, aquests resultats no invaliden els composits com a
materials transductors per la construccid de sensors quimics, ja que les mesures requerides per
realitzar analisis amperomeétriques es fan a temps molt superiors als microsegons. Es va veure que les
dades cronoamperométriques obtingudes en abséncia de ferroceé no es van poder ajustar a 1’equacid
estandard emprada amb eléctrodes de superficie homogéniament activa (In i = f(t), equacio (4.4.1-1)),
cosa que suggereix que es té una mescla de microzones electroactives de manera que el valor obtingut
per la capacitat va ser la mitjana dels valors de les capacitats de cada microzona, resultat que abona, un
cop més, la hipotesis d’una estructura de feix de microeléctrodes.

[h] Totes aquestes dades recolzen clarament la hipotesi que els composits presenten una
estructura similar a un feix de microeléctrodes de formes i mides irregulars i distribuits a 1’atzar. Pero
la prova concloent es va obtenir mitjangant técniques microscopiques. Imatges obtingudes mitjangant
SEM mostren que la superficie dels composits esta formada per una mescla de polimer i de grafit i en
tots els casos es pot distingir clarament entre aquests dos components, tot i que cada composit va
presentar una estructura propia, degut al tipus de polimeritzacié de cada tipus de material polimeéric.
Tot 1 aixi, aquestes imatges no donen informaci6é de quines particules de grafit séon electroactives i
quines no ho sén. Aquesta informacid, perd, es va obtenir emprant microscopia electroquimica
(SECM), la qual va permetre obtenir imatges de la superficie dels compodsits on les zones
electroactives apareixen en un color diferent a les zones aillants. Aquesta técnica, doncs, aporta la
prova concloent necessaria per poder afirmar que la hipotesi d’una estructura similar a un feix de
microeléctrodes €s apropiada per explicar els resultats obtinguts amb els compdsits, i especialment
justifica les elevades relacions senyal/soroll obtingudes al llarg dels calibrats, caracteristica que resulta
un gran avantatge especialment en el desenvolupament de sensors quimics amperomeétrics.

[i] Donades les avantatjoses caracteristiques dels composits com a macroeléctrodes, es va
decidir construir microeléctrodes basats en aquests materials per tal d’estudiar el seu comportament
quan la superficie exposada ja és de I’ordre dels micrometres. Aixi, es van construir microeléctrodes
de 25 um de diametre emprant grafit de 2 um de mida de particula. Es van seleccionar els composits
basats en Araldite-M/HY 5162 i en Araldite-PY302-2/HY943 per ser estudiats en acetonitril i metanol.
L’Araldite-M/HY5162 es va escollir per la seva elevada estabilitat en acetonitril, mentre que

I’ Araldite-PY302-2/HY 943 es va escollir degut a la seva bona estabilitat en hexa, tot i que per motius
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esmentats al capitol 6 es va estudiar en metanol. La composicid dels composits es va tornar a
optimitzar per grafit de 2 um de mida de particula per aquests dos composits.

[j]1 Un cop escollides les composicions, es van realitzar voltamperogrames ciclics a diferents
velocitats 1 es van comparar amb els obtinguts amb un microeléctrode de plati del mateix diametre. Es
va estudiar 1’obtenci6 d’estat estacionari, es van confeccionar grafiques de Cottrell, i es van mesurar
les superficies actives. En tots dos casos es va veure que els composits no presentaven un
comportament significativament diferent del d’un microeléctrode de superficie continua, i la seva
superficie activa no va ser significativament inferior a la seva superficie geometrica. Per altra banda,
es van realitzar cronoamperogrames en preseéncia de ferroce, i es va veure que les dades seguien
I’equacio de Cottrell.

Contrariament, pero, es va veure que les dades cronoamperométriques en abséncia de ferrocé
no es podien ajustar a I’esmentada equacio (4.4.1-1). Per tant, el valor de les capacitats, les constants
de cel‘la i les resisténcies de cel-la es van haver d’obtenir mitjangant el mateix métode aproximat que
es va utilitzar amb els macroeléctrodes (el qual s’explica detalladament al capitol 4). Un possible
motiu per aquesta manca de correlaci6 amb 1’equacid teorica podria ser que la superficie dels
microeléctrodes esta, de fet, composada per una mescla d’ultramicrozones -electroactives i
d’ultramicrozones aillants, perod aquestes estan tan properes entre si que 1’escala de temps en la qual es
van realitzar els cronoamperogrames en preseéncia de ferroce i els voltamperogrames ciclics €s massa
gran com per tenir difusi6 independent cap a cada microzona individualment. De fet, les imatges
obtingudes per microscopia electronica mostren una estructura similar a la dels macroeléctrodes, on es
poden distingir les particules de grafit del polimer. Pero, tal com s’ha dit a paragrafs anteriors, SEM no
és una técnica que permeti determinar quines zones son electroactives i quines no ho son, per tant no
és una prova determinant de |’existéncia d’aquesta estructura complexa observada amb els
macroeléctrodes basats en aquests composits.

Per tant, els resultats obtinguts mitjangant voltamperometria ciclica i cronoamperometria no
demostren I’existéncia d’una superficie composta per una mescla d’ultramicrozones conductores i
aillants, pero els cronoamperogrames en abséncia de ferroce i les imatges obtingudes per SEM
semblen indicar que de fet existeix una estructura semblant a un feix d’ultramicroeléctrodes, pero
aquests segurament es troben massa propers com perque les capes de difusio siguin independents a les
escales de temps dels voltamperogrames ciclics i dels cronoamperogrames en preséncia de ferroce i
per tant Unicament s’observa difusido cap a la totalitat de la superficie, com si tant les zones
conductores com les aillants fossin conductores.

[k] Es va estudiar la capacitat d’aquests microeléctrodes de realitzar mesures cinétiques. Es
va veure, perd, que els voltamperogrames ciclics realitzats a velocitats superiors al 500 V-s™
mostraven grans distorsions que generaven errors molt elevats en la mesura de la intensitat de pic.
Aquestes distorsions es deuen a les elevades resisténcies de cel-la obtingudes per als microeléctrodes

basats en els composits. A més, es van obtenir valors per la constant de cel-la forga elevats, de manera
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que no es podran realitzar mesures a temps prou curts com per fer estudis cinétics o mecanistics. Tot i
aixi, mitjangant simulacions de voltamperogrames ciclics realitzats a velocitats d’escombrat inferiors a
100 Vs, on les distorsions degudes a efectes ohmics son baixes, s’ha pogut realitzar una estimacid
del valor de la constant de transferéncia heterogénia de carrega del ferroce, £’, el qual va ser només un
ordre de magnitud inferior al valor obtingut per aquesta constant emprant un microeléctrode de
carboni vitrificat de 6 wm de radi en acetonitril. El valor obtingut amb els composits per &, és
unicament una estimaci6é del valor minim que cal esperar per aquesta constant, ja que la caiguda
ohmica en aquestes mesures t€¢ un efecte no negligible que no es va tenir en compte, perd permet
afirmar que la transferéncia heterogénia de carrega es produeix a velocitats només lleugerament
inferiors a materials utilitzats normalment en estudis electroquimics, tals com la fibra de carboni.

[1] La utilitat d’aquests microeléctrodes com a sensors també va ser estudiada mitjancant la
realitzacid de corbes de calibrat sense polir i polint. Es va obtenir bona reproductibilitat dels resultats
sense polir les superficies d’aquests materials, la qual cosa implica que es produeix una passivacié
negligible de les superficies, cosa que contrasta amb la facil passivacio de materials tals com plati,
posant els composits com a materials preferibles per a realitzar estudis analitics on el mediador €s
ferroce. També es va obtenir bona reproductibilitat dels resultats polint aquests microeléctrodes, de la
mateixa manera que es va obtenir amb els macroeléctrodes, de manera que es pot afirmar que les
superficies presenten caracteristiques similars fins i tot quan les seves dimensions son de I’ordre dels
micrometres, i per tant aquests microeléctrodes es podran modificar en tot el seu volum, fent possible
la renovaci6 de la superficie mitjancant un simple procés de polit. Per tltim, cal destacar 1’obtencié de
nivells de soroll més baixos, cosa que permet obtenir limits inferiors de resposta lineal un ordre de
magnitud més baixos que per als macroeléctrodes basats en aquests mateixos materials.

[m] També, es van realitzar voltamperogrames ciclics, calibrats i cronoamperogrames en
abséncia d’electrolit suport emprant aquests microeléctrodes. Es va veure que els efectes de la
migracio son importants quan el ferroce s’ha oxidat a ferroceni, el qual esta carregat positivament i per
tant fara que el pic de reduccid tingui una notable contribucié del corrent de migracio. Els corrents
migratoris, perod, seran negligibles quan es monitoritzi la concentracié de molécules neutres, tals com
el ferroce. Es van estudiar els voltamperogrames ciclics obtinguts amb els microeléctrode basat en
Araldite-PY302-2/HY943 — 60% grafit en hexa pur, pero es va veure que aquest solvent és
excessivament resistiu com per poder obtenir una resposta significativament superior al soroll de fons,
és a dir, el radi d’aquest microeléctrode és massa gran com per realitzar mesures en un medi tan
resistiu, i per tant, caldra augmentar la constant dieléctrica del medi. Per tal d’aconseguir-ho es van
preparar mescles binaries hexa:etanol, de manera que es va veure que a mida que la concentracio
d’etanol augmentava, la resposta millorava, obtenint-se cada cop menys distorsions degudes a efectes
ohmics. Tot i aixi, la qualitat de la resposta és molt pobre, per tant per tal d’utilitzar hexa com a medi

analitic en absencia d’electrolit suport caldra construir microeléctrodes de radis més petits.
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Tal com es va veure amb els cronoamperogrames obtinguts amb aquests microeléctrodes en
preséncia de ferroceé i d’electrdlit suport, en abséncia d’electrolit suport també es va obtenir una
resposta tipica d’un eléctrode de superficie continua, de manera que els resultats s’ajusten a 1’equaciéd
de Cottrell. Es van obtenir valors per les capacitats inferiors als obtinguts en preseéncia d’electrolit
suport i resisténcies de cel-la superiors, tal com es podia preveure degut a la drastica disminuci6 de la
concentracié d’ions al medi. Les constants de cel-la sobn comparables a les obtingudes en preséncia
d’electrolit suport.

Finalment es van realitzar corbes de calibrat, obtenint-se valors per als limits inferiors i
superiors de resposta lineal comparables als obtinguts en preséncia d’electrolit suport. Per tant, la
realitzaci6 de corbes de calibrat en abséncia d’electrolit suport és factible emprant aquests
microeléctrodes.

Per tant, la utilitzaci6 de microeléctrodes basats en materials composits conductors rigids
presenten com a avantatges per sobre dels macroeléctrodes també basats en aquests materials la
possibilitat de ser utilitzats en mostres de mida més petita o inclus per analisi in vivo, aixi com
I’obtencié de limits inferiors de resposta lineal més baixos, 1 també la possibilitat de realitzar analisis
en medis altament resistius en abséncia d’electrolit suport, fent possible 1’aplicacié d’aquests
microeléctrodes per exemple com a detectors cromatografics de fase normal, on 1’eluent és un solvent
organic, poc conductor i sense electrolit suport.

[n] Per ultim, es va estudiar una possible aplicacié dels composits en la construccié de
biosensors. Es va utilitzar el composit d’Araldite-M/HY5162 — 60% grafit en acetonitril. El
transductor es va modificar amb un 3 % en pes d’enzim peroxidasa de rave picant (HRP). Es van
realitzar voltamperogrames ciclics en preséncia de peroxid de lauroil amb el biosensor i amb el
transductor sol, obtenint-se una reduccié del valor absolut del potencial de reduccio al qual es detecta
el peroxid de lauroil quan s’empra el biosensor.

També es van realitzar calibrats sense polir el biosensor i polint-lo. Es va obtenir bona
reproductibilitat dels calibrats realitzats amb la mateixa superficie, excepte el primer calibrat, el qual
va mostrar intensitats superiors als altres. Un possible motiu per aquest fenomen €s que el percentatge
d’enzim ¢és massa elevat i hi ha una certa quantitat que no queda ben atrapada a la matriu polimérica,
de manera que al llarg del primer calibrat es perd aquest excés d’enzim, mentre que als calibrats
segiients I’enzim que queda es troba ben atrapat al composit i no es produeixen pérdues. També es va
obtenir bona reproductibilitat en polir el biosensor, cosa que confirma una bona homogeneitat del
material biocomposit fent possible la renovacid de la superficie sensora mitjangant un simple procés
de polit.

Tot i els bons resultats obtinguts amb aquest biosensor, es va veure que no va ser possible
reproduir els resultats. Al llarg del present treball no es tenen suficients dades com per donar el motiu
d’aquesta manca de reproductibilitat a ’hora de construir el biosensor, perd una possible hipotesi que

es suggereix és que no sempre es produeix una transferéncia electronica directa entre I’enzim i el
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grafit. Per tant, en treballs futurs caldra treballar en aquest punt potser emprant mediadors afegits al
medi d’analisis o immobilitzats al biocomposit, o potser immobilitzant 1’enzim a les particules de
grafit abans d’immobilitzar el grafit al polimer.

[o] Aixi doncs, en resum, es pot concloure que s’han desenvolupat amb ¢xit nous materials
composits conductors rigids de dispersid que son estables electroquimicament en certs solvents
organics. Aquests materials presenten caracteristiques electroquimiques propies de feixos de
microeléctrodes, cosa que afavoreix la relacid senyal/soroll a I’hora de realitzar analisis
amperometriques emprant aquests dispositius. També es va aconseguir construir microeléctrodes
basats en aquests materials els quals no es van comportar clarament com un feix
d’ultramicroelectrodes, tot i que van presentar certes caracteristiques que suggereixen que la seva
superficie no és simplement continua. A més, es van aplicar aquests microeléctrodes en solvents en
absencia d’electrolit suport, obtenint-se resultats que confirmen la possible aplicabilitat d’aquests
microeléctrodes com a sensors analitics en medis resistius sense electrolit suport. Per ultim, es va
demostrar la viabilitat de construir biosensors enzimatics emprant aquests materials per ser aplicats a

solvents organics.

321





