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1. RESUMEN
English

This work presents the development and evaluation of a novel methodology to control the
analytical response of semi-open potentiometric electrochemical sensors, through modulation
of open-circuit potential (OCP) time. The proposed method, based on electronically controlled
short-circuits (MCC), allows investigation of how charge accumulation varies with time and
analyte concentration (H.O,). Results show that at low concentrations, longer accumulation
times are needed to obtain significant responses, while at high concentrations, the sensor
response stabilizes more quickly. An OCP time of 150 seconds was optimized as suitable across
the working range. Although the MCC method demonstrated lower sensitivity than the standard
method, its ability to modulate the sensor response makes it a promising alternative due to the
ability to adapt the sensor's response to a wide range of concentrations, increasing its functional
versatility. Furthermore, it provides greater operational robustness, baseline standardization,

and promotes faster system stabilization.

Castellano

Este trabajo de fin de grado presenta el desarrollo y evaluacion de una metodologia novedosa
para controlar la respuesta analitica de sensores electroquimicos potenciométricos
semiabiertos, mediante la modulacion del tiempo de circuito abierto (OCP). Se propone un
método basado en cortocircuitos controlados electrénicamente (MCC), que permite estudiar
cémo la acumulacion de carga varia segun el tiempo y la concentracion del analito (H.O,). Los
resultados muestran gque a bajas concentraciones es necesario un mayor tiempo de acumulacion
para obtener respuestas significativas, mientras que a concentraciones altas la respuesta se
estabiliza mas rapidamente. Se optimizé un tiempo de 150 segundos de OCP como adecuado
para todo el rango de trabajo. Aunque el método MCC mostr6 menor sensibilidad que el
estandar, su capacidad para modular la respuesta lo convierte en una alternativa prometedora
debido a la posibilidad de adaptar la respuesta del sensor a un amplio intervalo de
concentraciones aumentando su versatilidad funcional. Ademas, proporciona una mayor
robustez operativa, una estandarizacion de la linea base y favorece una estabilizacion mas

rapida del sistema.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es evaluar una nueva metodologia analitica para un sensor
electroquimico a través de un método basado en la modulacion del tiempo de acumulacion de

potencial en la superficie del electrodo.
Para conseguir este objetivo se proponen los siguientes objetivos secundarios:

e Evaluar la respuesta del sensor con un método de referencia actualmente utilizado en
el grupo de investigacion.

e Optimizar el tiempo de activacion del circuito evaluando el efecto en la acumulacién
de potencial.

e Estudiar el efecto del tiempo de acumulacion establecido en condiciones de
concentracion creciente de analito.

e Evaluar el rendimiento del sensor aplicando la metodologia de estudio en un marco

amplio de concentracion de analito.
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3. INTRODUCCION

El trabajo se ha desarrollado en el departamento de Quimica Analitica y Quimica Orgéanica de
la Facultad de Quimica en la Universidad Rovira i Virgili, concretamente en el grupo de

investigacion de quimiometria y nanosensores, Chemosense.

Chemosense es un grupo que permite la convergencia entre nuevas tecnologias de sensores
quimicos, instrumentacion/métodos analiticos rapidos y respetuosos con el medio ambiente. El
grupo de Nanosensores se dedica al desarrollo de sensores bioquimicos para el monitoreo de
glucosa y lactato. Estos se centran en monitorear biomarcadores de manera no invasiva, por
ejemplo, a partir del sudor, revolucionando los sensores electroquimicos vistos hasta el

momento.

3.1. Sensores y técnicas electroquimicas

El uso de sensores ha tenido un gran impacto en la vida cotidiana de la humanidad debido a las
funciones que ejercen, como el monitoreo y deteccion de cambios que se producen en un
entorno. Se han utilizado para la recopilacion, almacenaje y analisis de datos de forma remota
con fines de seguridad, sobre todo aquellos cuya obtencion pueda suponer un riego. Con la
triplicacion del uso de estos en las Gltimas dos décadas se han dirigido mas a aplicaciones
relacionados con sistemas de deteccion. Las aplicaciones variables que ofrecen los sensores
han hecho que su implementacion se haya extendido en casi todos los sectores, como el
industrial, ambiental y sanitario viéndose aplicados para la deteccion de gases, monitorizacion

ambiental y monitorizacion de parametros fisiologicos entre otros.!

Con las crecientes necesidades de la sociedad y la aparicion de sensores de monitoreo
constante, la comercializacién y utilizacién de estos aumentaron considerablemente debido a
su amplia aplicabilidad. Esto ha facilitado y favorecido sistemas de generacion de informacion
descentralizados haciendo que la calidad de vida humana mejore notablemente al brindar la

posibilidad de obtener soluciones ante un problema de forma mas rapida.*
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Los sensores son todos aquellos dispositivos los cuales, a partir de un estimulo fisico o quimico
en su entorno, responden a estos mismos dando una sefial de interés analitico.? En lo que
concierne al trabajo, este se centra concretamente en los electroquimicos, donde el estimulo del
entorno es de naturaleza quimica. La sefial proporcionada por este vendra de la interaccion
quimica entre analito y electrodo permitiendo determinar la concentracion de una especie

quimica o analito en particular.?

Todo sensor electroquimico contiene dos partes esenciales que permite su funcionamiento: el

receptor y el transductor.

El receptor es la parte del sensor que interactia quimicamente con la especie quimica en
cuestion, donde este puede tener una especificidad concreta hacia ella, dando como fruto de
cuya interaccion una respuesta eléctrica. Complementariamente, el transductor es aquella parte
que se encarga de captar y transformar esta respuesta eléctrica en una sefial cuantificable, dando

un valor analitico® tal como se muestra en la Figura 1.

o . Receptor

Transductor Monitoreo

L

Senal Datos

Figura 1. Esquema del funcionamiento de un sensor electroquimico.

Los sensores electroquimicos pueden clasificarse de muchas maneras dependiendo de la
técnica electroquimicay la variable eléctrica que miden. Cuando se trata de una potenciometria
el dispositivo se clasifica como un sensor electroquimico potenciométrico donde la variable
eléctrica que mide es potencial (EMF). Si la técnica se trata de una amperometria se considera
un sensor electroquimico amperométrico donde la variable eléctrica que registra es la corriente
(D. En el caso de tratarse de una Columbimetria este es un sensor electroquimico

columbimétrico donde la variable eléctrica corresponde a la carga eléctrica (C)...23
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Las técnicas principales mas utilizadas son:

Amperometria: Es una técnica que consiste en la medicion del corriente resultante en aplicar
una diferencia de potencial en un circuito (EMF#£0). La técnica requicre tres electrodos
diferentes, el electrodo de trabajo o indicador, electrodo de referencia y el electrodo auxiliar
(evita que la corriente circule por el electrodo de referencia pudiendo afectar el potencial que
se mide con respecto al electrodo de trabajo).?

Potenciometria: Es una técnica que consiste en la medicién de la diferencia de potencial con
nulo paso de corriente que se crea entre dos electrodos de manera espontanea en una celda
siguiendo un proceso Nernstiano. Esta técnica requiere dos electrodos diferentes, el electrodo
de trabajo o indicador (experimenta la interaccion espontanea con la especie quimica) y el
electrodo de referencia (electrodo de potencial constante) conectados a un equipo de alta

impedancia.?

3.2. Peroxido de hidrogeno
El peroxido de hidrégeno (H202) es una especie quimica de gran importancia debido a que
actla como biomarcador, siendo un importante indicador de afecciones en la salud de una

persona.’

El H20. también se produce como subproducto durante muchos procesos catalizados por
encimas oxidasas.® Estas enzimas son biocatalizadores que en frente de biomoléculas como
glucosa o lactato se activan para acelerar las reacciones en las que se encuentran estas
involucradas, donde son de naturaleza oxidativa, obteniéndose productos oxidados uno de los
cuales es generalmente el H.O2 (Ecuacion 1,2)%. Esta situacion hace que esta molécula tenga

un alto valor en el sector analitico en la deteccidn indirecta de biomarcadores.®

H,0 + 0, + Glucosa — Gluconolactona + H,0, (Ecuacion 1)

0, + Lactato — Piruvato + H,0, (Ecuacion 2)
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3.3. Platino

Los sensores electroquimicos, como se ha comentado anteriormente, interaccionan con un
analito para dar una sefial eléctrica cuantificable. La interaccion se da entre la especie quimica
activa y el electrodo del sensor, donde esta interaccion vendra dada por la naturaleza quimica
de ambas partes, tanto analito como del electrodo.

El platino (Pt) es un metal que presenta una afinidad quimica a especies oxigenadas como Oa,
H>0 y H>O». Al encontrarse en un entorno con unas especies par redox no bien definidas
experimenta una serie de procesos complejos en su superficie debido a que no hay un equilibrio
entre estos (condiciones no Nernstiana). Esto viene explicado generalmente por el mecanismo

del potencial mixto (PM).°

El PM es el potencial resultante que experimenta el Pt en condiciones de potencial de circuito
abierto (open circuit potential, OCP) debido a la contribucion de los distintos procesos que
experimenta en su superficie. Cuando estos procesos catodicos y anodicos de especies
oxigenadas (O2, H2O2, H20) se compensan y equilibran entonces hablamos de que se

encuentran en un estado estacionario® presentando un potencial estable.

La reaccion quimica que méas determina el potencial mixto del Pt es la reaccion de reduccion

del oxigeno (oxigen reduction reaction, ORR) (Ecuacién 3)°.

ORR:0,+4H*+4e” - 2H,0 (Ecuacion 3)

Esta reaccidn es un proceso catodico ya que consiste en la reduccion del oxigeno disuelto en el
medio. Esta forma parte de un proceso complejo afectado por diversos factores relacionados
con la composicion de la solucion y el estado superficial del Pt.° Al ser una reaccion catodica,
la ORR es un proceso de secuestro de electrones, por lo tanto, cualquier disminucion en la
actividad de la ORR conduce a una menor tasa de captacion de electrones, lo que lleva a un
estado estacionario con un potencial en el Pt mas negativo.® De este modo se puede perturbar
el proceso afiadiendo una especie oxigenada como el peroxido de hidrogeno, forzando a llegar
a un nuevo estado estacionario que se desplaza a potenciales méas negativos, donde utilizando

esta obstaculizacion del proceso principal se obtiene una sefial de utilidad analitica.

10
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A medida que se aumenta H>O: en el sistema, el Pt experimenta mas reacciones quimicas en

su superficie que son las que perturbaran a la ORR y desplazaran el equilibrio del sistema a

uno nuevo.

Son tres procesos los que obstaculizan a la ORR. EI primero es la reaccion de oxidacion del

peroxido de hidrégeno (hydrogen peroxide oxidation reaction, HPOR), de naturaleza anddica

(Ecuacion 4) y catalizada por 6xido de platino (PtO). El segundo es la adsorcion del H>O»

(Ecuacion 5) y el tercero su disociacion (Ecuacion 6).1°

HPOR: H,0, —» 0,+ 2 H* + 2 e~ (Ecuacion 4)
ADS: H,0, + Pt —» Pt (HO — OH)44s) (Ecuacion 5)

DIS: Pt (HO — OH) (q45) = 2Pt(OH) (Ecuacion 6)

Dependiendo de la concentracion de H202 que se encuentre en el sistema se pueden crear tres

situaciones caracteristicas en el comportamiento de los procesos sobre el Pt:

Situacién 1: Se da cuando la [H202] es mucho mas baja que la [O2] en solucion siendo
este inferior de 1 puM. La [H202] es tan baja que los lugares libres de platino (Pt*),
donde se adsorbe el Oz para su reduccién, no se ven ocupados de manera competitiva.
El peréxido de hidrogeno se adsorbe en la superficie del platino que se encuentra en
forma oxidada (PtO) donde experimenta su oxidacion (HPOR). La concentracion al ser
tan baja, la sefial viene controlada por efectos difusivos ya que el H.O> tiene que llegar
a la superficie del metal. Por eso, se establece un régimen de Cottrell, obteniéndose una

respuesta lineal a la concentracion.

Situacion 2: Se produce cuando la [H202] es comparable a la [O2] en solucion

encontrandose este entre 0,01-1 mM. La concentracién del H2O2 al ser mayor

experimenta nuevos procesos como su adsorcion y disociacion en la superficie del Pt.

Este hecho hace que el oxigeno tenga que competir por los Pt*. Ademas, el H20. que

se adsorbe, se disocia formando complejos Pt(OH) donde estos mismos actlian como

lugares libres para la HPOR, como sucede con el PtO. De este modo, el aumento de la
11
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[H202] hace que el proceso anddico, HPOR, se vea incrementado exponencialmente,
obstaculizando la ORR significativamente y desplazando el estado estacionario a
potenciales sobre el metal mas bajos debido a la elevada donacion de electrones®. Esta
es una situacion que viene dada por un régimen de Tafel, siendo la respuesta

exponencial lineal en forma logaritmica.

e Situacion 3: Se encuentra cuando la [H202] es mucho mas grande que la [O2] en
solucion hallandose este en concentraciones por encima de 1 mM.1° En concentraciones
tan elevadas el recubrimiento de la superficie del platino es practicamente en forma de
Pt(OH). Esto hace que el O; apenas pueda adsorberse sobre la superficie del platino,
que junto a que el O, comienza a acomplejarse con la especie Pt(OH) formando
Pt(OH)-O2, se inhibe précticamente la reaccion ORR. Por lo tanto, el PM viene
expresado por los procesos predominantes de la HPOR y adsorcion del H2O;. Esta
situacién es muy compleja y todavia no se conoce plenamente su naturaleza, donde este
no sigue ningdn tipo de linealidad con la respuesta del metal y conociéndose como

régimen de saturacion.

De esta manera, mediante la perturbacion del PM inducido por una especie oxigenada como el
H202 se permite el aprovechamiento del comportamiento del platino para obtener una
informacion analitica. Esto permite la creacion de un dispositivo analitico mediante la
obstruccion controlada de la ORR donde permite obtener una sefial electroquimica Gtil, ya que

el cambio en el PM refleja la presencia y concentracion de esta especie.

3.4. Celdas electroquimicas semiabiertas
Conociendo el comportamiento del Pt hacia el H2O2 puede construirse un dispositivo que
permita la obtencion de informacion analitica donde este vendra clasificado como un sensor

electroquimico potenciométrico.

Los sensores electroquimicos son actualmente una de las areas de mayor crecimiento y el
nimero de aplicaciones ha crecido exponencialmente en los Gltimos 20 afios.? A su vez, hay
un gran interés en el desarrollo de sensores potenciométricos ya que, debido a su combinacion
de robustez, simplicidad de operacion y coste dificilmente puede ser igualada por ninguna otra

técnica.l!

12
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Es esta la razdn por la que la técnica electroquimica utilizada en este trabajo ha sido la
potenciométrica. Los sensores electroquimicos potenciométricos ofrecen ventajas como un
amplio rango de concentracion lineal, facilidad de preparacion y uso, bajo coste, corto tiempo
de respuesta, buena reproducibilidad, entre otros, donde sumado con la necesidad urgente de
crear dispositivos de deteccion portétiles y econdmicos se hayan desarrollado sensores a base
de papel.t?

El desarrollo de sensores portatiles ha llevado a la miniaturizacién de la celda electroquimica
tradicional conformada por los electrodos y puente salino en donde se han buscado la éptima
organizacion de cada parte emulando el disefio y el funcionamiento de un pixel de un sistema
espectroscopico. El pixel en estos sistemas es el elemento de deteccién minima donde se han
miniaturizado y creado con una estructura de apilado vertical, donde la capa superior contiene

el material sensible y los demas componentes se integran en las capas subyacentes.™

De esta idea surgen los pixeles electroquimicos CESA. Los CESA son celdas electroquimicas
semiabiertas en donde sus diferentes estructuras se encuentran con una configuracion vertical

de apilamiento por capas.

Las capas que conforman el CESA se pueden clasificar por un electrodo de trabajo superior
macroporoso (working electrode, WE), un polielectrolito y un conductor metalico inferior que
actia como un electrodo de referencia interno (reference electrode, RE)* donde se aprecia en
la Figura 2 A. La estructura del sensor adquiere la forma de una tira de papel tal como se aprecia

en la Figura 2 B.

—— RE

Figura 2. La figura A muestra el esquema general del apilamiento de las diferentes capas del CESA donde M,
M. y M3 son papel de cara adhesiva, WE, el electrodo de trabajo y RE el de referencia. La figura B muestra el

aspecto del sensor.

13
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El polielectrolito (polimero con grupos i6nicos) utilizado en el sensor es el Nafion®, un
polimero sulfonato de tetrafluoretileno con carga negativa donde su estructura viene

representada en la Figura 3.1

Este realiza varias funciones dentro del sensor. El Nafion® que se pone entre el WE y RE actla
conectando ambos electrodos de manera ionica a su vez que los separa eléctricamente. Este
también se adiciona en la zona activa del sensor ya que proporciona una mejora en la respuesta
(sensibilidad) debido a que favorece los procesos electroquimicos ya comentados que se
producen en la superficie del Pt debido a sus caracteristicas:

e Actla como membrana permeable de iones debido a la formacién de nano canales con

los grupos sulfonato permitiendo el paso selectivo de iones con carga positiva.

e La naturaleza &cida de los grupos sulfonato modifica el pH local permitiendo el

intercambio idnico en la membrana.

e La solubilidad del oxigeno en Nafion® es mucho mayor que en agua, actuando como

reserva.

Debido a todas estas propiedades, el Nafion® es un buen potenciador de los procesos
electroquimicos que tienen lugar sobre el electrodo de platino, transformando la respuesta

erratica, baja e inespecifica en una estable y mas selectiva al H20,. °

F

F I )
o)
Fge S-OH
FFO

F

Figura 3. Estructura quimica del Nafion®.

El sensor debido a su estructura de apilamiento actiia como un pseudo-capacitor asimétrico.°
Un capacitor o condensador es un componente electronico que tiene como funcion almacenar

carga. Este consta de dos placas de un metal conductor, conectados entre si, con un material

14
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dieléctrico o una separacion entre ambos, credndose una acumulacion de cargas eléctricas en
una e igualadndose la carga eléctrica de signo contrario en la otra, dando como resultado la
creacion de una diferencia de potencial entre las placas.’® Lo mismo sucede en el sensor. El
dispositivo estd conformado por dos superficies metalicas, separadas por un polielectrolito
donde Unicamente queda expuesto al entorno el electrodo de trabajo donde a su vez este se
encuentra en contacto i6nico con el electrodo de referencia.l® De este modo el sensor se
comporta como un pseudo-capacitor asimétrico donde su carga y descarga da una sefial

eléctrica que se traduce en una respuesta.

3.5. Modos operacionales
La configuraciéon espacial de los componentes del sensor CESA (dos electrodos con un
polielectrolito entre ambos) confiere al sensor el funcionar en dos modos operacionales

distintos.

El primero llamado “modo de corriente” consiste en la medicion de la corriente del circuito
cerrado creada por el electrodo de trabajo en adicionar H2O2 en la solucion (técnica

amperomeétrica).

El segundo llamado “modo de cortocircuito” consiste en la medicion del re-equilibramiento
del potencial de los electrodos momento después de cortocircuitar el sistema en condiciones de
OCP. El electrodo de trabajo del sensor en exponerse a la descomposicion/oxidacion del H20>
este experimenta una acumulacién de carga en su superficie que junto con el electrodo de
referencia inferior forman un pseudo-condensador asimétrico. Analiticamente, este modo
operacional, mejora la cantidad de informacion que se puede extraer del sistema haciendo que
por su perfil reproducible dependiente del tiempo durante los procesos de carga y descarga
pueda aprovecharse para optimizar el sensor.*® De este modo operacional surge el objetivo de
optimizar el tiempo de OCP para el control de la respuesta del sensor donde este sera el de uso

durante el trabajo.

15
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3.6. Fundamentos

Mediante la realizacion de una calibracion, utilizando estandares de la especie quimica de
interés, se puede determinar el rango lineal en el cual el sensor puede cuantificar un analito en
una muestra de concentracién desconocida. Esto es debido a que una calibracion es la
construccion de una relacion entre la sefial analitica instrumental con la concentracion de un
analito. Mediante los estandares se crea la funcion de calibracion que permite posteriormente,
a través de la relacion experimental formulada, determinar la concentracion de una muestra

real.1®

Los sensores electroquimicos presentan limitaciones a la hora de poder darnos una respuesta
en un ambiente quimico. Estas vendran dadas por factores como el tipo de reaccidén que
gobierne en el sistema electroquimico, la concentracion de analito que se encuentre, el tiempo

de interaccion y la cinética de los propios procesos en cuestion.’

Para intentar paliar este hecho se busca implementar una metodologia de mejora en la

obtencion de informacion quimica con el sensor.

El factor concreto en que se centra este estudio es el tiempo que se deja al sensor almacenar
sefial quimica. Este hecho se puede asemejar en como un pixel de un dispositivo de carga
acoplada (Charge-coupled device, CCD) de una camara digital, transforma un estimulo fisico,

los fotones, en una sefial eléctrica que es traducida a una imagen (Figura 4).

El sensor CCD es una matriz de celdas fotosensibles (pixeles) donde cada una acumula carga
eléctrica en funcion de la cantidad de fotones que incidan sobre ellas.*® La carga acumulada se
transfiere secuencialmente para convertirse en una sefial eléctrica. La cuestion esta en el tiempo
que se deja a los pixeles acumular carga. La cantidad de luz que se encuentre en el medio
condicionara el tiempo de apertura de la lente de la cdmara digital.

Si en el medio hay una gran cantidad de luz, la lente de la camara se mantendra abierta un
tiempo corto, ya que debido a la cantidad de fotones que interaccionaran con los pixeles serd
suficiente para la creacion de una buena sefial, transformandose en una imagen. En cambio, si
se encuentra poca cantidad de luz ambiental (carente de fotones), la lente de la camara
permanecera mas tiempo abierta para que los pixeles obtengan una mayor captacion de fotones

y asi poder generar la acumulacion de carga necesaria que dara como resultado la imagen.*®
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Esto es lo que se pretende estudiar con el sensor electroquimico. Estudiar el tiempo necesario
que hay que dejar al sensor captar informacion quimica en un entorno concreto de
concentracion de analito, para obtener una buena respuesta. Del mismo modo, se pretende

observar si modulando el tiempo en OCP, permite controlar la sensibilidad del sensor.

El estudio de la sensibilidad genera un gran interés, ya que es la habilidad que tiene el sensor
para distinguir con precision y exactitud pequefas diferencias en la concentracion de un
analito?, donde si se consigue modularla a conveniencia, puede ser de gran utilidad debido a la

fiabilidad de determinar analitos en un amplio rango de concentraciones.

Sensor

Camara CCD o e
0,
\,Chv 172 ./ =
© o Imagen //
0 50 Electrodo de
e _©
OOO Oo o traba]o

o —

/ Electrodo de / [\

Fotones referencia | \

Respuesta
@ B potenciométrica

Figura 4. A) Esquema representativo del proceso de obtencién de una fotografia. B) Esquema representativo del
proceso de obtencion de datos analiticos.

4. PARTE EXPERIMENTAL

Los reactivos utilizados en todos los experimentos realizados durante el trabajo se encuentran
en el Anexo 1, apartado 8.1. Este especifica las caracteristicas de toxicidad y manipulacion de

estos mismos.

Las condiciones experimentales de cada experimento fueron diferentes donde variaron segun
la metodologia utilizada entre la estandar (calibracion utilizada en el grupo de investigacion) y
la nueva en estudio (calibracion con método de cortocircuito). En cada ensayo que se realizo,
se utilizo celdas de un volumen conocido de PBS en las cuales se realizaron adiciones de

estandares de H>O, a diferentes concentraciones expresadas en magnitud logaritmica

17



Universitat Rovira i Virgili

Trabajo de Fin de Grado David Munuera Sanchez

(Log [H202, M]), donde para una concentracion de 0.01 M = -2. Todos los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente (25°C) con agitacion constante de la solucion en la celda.
Las medidas potenciométricas fueron realizadas por dos equipos diferentes, el EMF16
multicanal (Lawson Laboratories, Inc. Malvern) y el DMM®6500 6 % -Digit Bench/System
Digital Multimeter (Keithley, Tektronix Company). Cada andlisis se realiz6 por un namero de
entre 2-3 réplicas, utilizandose cada sensor independientemente para el estudio posterior de la
repetibilidad y reproducibilidad.

4.1. Disoluciones, reactivos y materiales

Para la realizacion de la solucion tampdn fosfatada 0.1 M (phosfat buffer solution, PBS)
pH = 7.4 se utilizaron las siguientes sales: cloruro de potasio 0.003 M (KC1) >99,0%, cloruro
de sodio 0.1 M (NaCl) >99,0%, fosfato de potasio monobasico 0.02 M (KH2POas) >99% y
fosfato de sodio dibasico 0.1 M (Na;HPO4) >99,0%. Estas se disolvieron en agua Milli-Q®
(agua doblemente desionizada).

Los estandares de H20> se realizaron a partir de una solucion concentrada del 30% (w/w) en
agua. Estos se realizaban diariamente antes de su utilizacion y se guardaban en la nevera entre

calibraciones para evitar su posible degradacion.

Los sensores CESA fueron elaborados con papel de cara adhesiva (AR Care 8259, Adhesives
Research, Inc., PA, USA), papel de filtro de calidad Whatman® de grado 1 recubierto por una
capa de platino (Pt) de 100 nm mediante la técnica de deposicidn por sputtering y pegamento

instantaneo.

Para el puente idnico y el recubrimiento de la zona activa del sensor se utilizé una dispersion

de Nafion® D-521, 5% (w/w) en agua y 1-propanol.
Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

El método de cortocircuito (MCC) estaba formado por el montaje de un pequefio sistema
electronico conformado por una placa Arduino (protoboard), cables de puente, médulos de
relay-interruptor Songle y una placa Arduino Nano 33 IoT. Todos los componentes

electrdnicos se adquirieron en Farnell Components SL (Madrid, Espafia).
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4.2. Elaboracion de sensores CESA
Todos los CESA que se utilizaron en este trabajo se elaboraron previamente a los experimentos

de manera manual.

Como material se utilizé papel de cara adhesiva (mascara). Este actuaba como separador y
aislante de los electrodos del sensor. También se utilizd papel de filtro recubierto por una capa
de Pt de 100 nm, donde este se empled para realizar los electrodos de trabajo (WE) y de

referencia (RE).

Para la elaboracion del sensor se recortd 3 tipos de méascaras diferentes. La mascara M1 tenia
las dimensiones de 1 cm de base x 4 cm de altura, la mascara M2 1 cm de base x 1,8 cm de
altura'y por ultimo la méscara M3 1 cm de base x 3,5 cm de altura. A la méscara M se le realizd
un agujero de 3 mm un poco por debajo de la mitad de la pieza, dejandose al descubierto una
parte del electrodo de trabajo, que actué como zona activa del sensor. Posteriormente se
procedi6 a recortar 2 tipos de piezas con el papel de filtro recubierto con Pt. La primera pieza,
que actué como electrodo de trabajo (WE), se recort6 con las dimensiones de 0,5 cm de base
x 2 cm de altura mientras que la segunda lo hizo como el electrodo de referencia (RE), donde

se recortd con 0.5 cm de base x 2.9 cm de altura quedando como se muestra en la Figura 5 A.

Recortadas las piezas se procedié con el montaje del sensor, empezando por la union de My
con WE, donde este se unié de cara a la parte adhesiva de M1, quedando visible el Pt por el

agujero de 3 mm por la cara reversa de M.

Por la parte trasera del WE, a la altura del agujero de 3 mm, se adicion6 5 L de la dispersion
de Nafion® y se dejo secar 10 minutos (Figura 5 B). Pasado ese tiempo se repitio una vez mas
el proceso. Aqui el Nafion® actué como puente idnico entre el WE y RE.

Se unio la pieza inicial conformada por M:-WE sobre la pieza M2-RE-M3 superponiendo la
zona del WE con Nafion® sobre la zona de 0,5 cm del RE que quedaba visible como se muestra
en la Figura 5 C. Una vez montado el sensor se procedio a sellar los bordes de este con

pegamento instantaneo, tapando posibles agujeros (Figura 5 D).

Finalmente se realizo una adicion de 5 pL de la dispersion de Nafion® sobre la zona activa

donde se dejo secar minimo 2 horas, acabandose de elaborar el CESA.
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En el Anexo 2, apartado 8.2, se encuentra el procedimiento de manera ilustrada para una mayor

facilidad en el entendimiento del montaje.

A —
1cm
0.5cm SpuLx2

-—
- Nafion®
1
+~—— 0.5cm
>
- E E
c L] E o
g ® o
Mol )
—
M, M, M, WE RE

O

Figura 5. Proceso de elaboracion de un sensor CESA. La figura A representa las piezas con sus dimensiones,
necesarias para el montaje del sensor. La figura B muestra como se debe adicionar los 5 pL de Nafion® para crear
el puente iénico. La figura C es la union de las piezas finales para obtener el sensor. La figura D ensefia como

aplicar el pegamento instantaneo de manera adecuada.
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4.3. Experimentos

4.3.1. Calibracién estandar en OCP

La calibracion se realizo por triplicado para cada uno de los tres CESA. Se introdujeron los tres
sensores en la misma celda realizandose la calibracion de estos al mismo tiempo. Los sensores
se dejaron hidratar en la solucion tampén de PBS durante la noche anterior a la calibracion,
para asegurar la correcta hidratacion del Nafion®.

Para la calibracion, los sensores se sumergieron en un volumen de PBS (Figura 6). En esta
solucién se realizaron adiciones consecutivas de los estandares de H>O> cada 100 segundos, los
cuales habian sido elaborados previamente. Se realizaron 9 adiciones donde se consiguié una

[H20:2] en la celda que vario de —6 a —2 con saltos de 0,5.

También se realizd una calibracion por triplicado para dos sensores en un rango de
concentraciones micro molar (UM). Los sensores al igual que en el experimento previo, se
dejaron hidratar en la solucion tampdn de PBS durante la noche anterior a la calibracién, para

asegurar la correcta hidratacion del Nafion®.

En la celda de volumen conocido se realizaron 9 adiciones consecutivas cada 100 segundos de
los estandares de H20». Con estas se consiguio una concentracion creciente en la celda de —7,5

a —3,5 con saltos de 0,5.

Figura 6. La figura muestra los sensores sumergidos en la celda de PBS.
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4.3.2. Optimizacion del tiempo en OCP para la modulacién de la respuesta del

CESA a distintas concentraciones

El analisis se realizé para tres CESA independientes. Al equipo potenciométrico se le acopld
el circuito electronico que permitid realizar la metodologia de estudio (Figura 7). Todos los
sensores se dejaron hidratar en PBS durante la noche anterior al ensayo.

Cada sensor se sumergié en un volumen de PBS, donde se realizé la adicién correspondiente
de estandar de H20- para lograr la concentracion deseada en la celda y evaluar la respuesta del
sensor en diferentes tiempos en OCP, para una misma concentracion. Por cada concentracion,

para cada sensor, se renovo el PBS de la celda para realizar la nueva adicién de estandar.

Los tiempos a los que se dejaron los sensores acumular sefial para cada concentracion, de -6 a
-3 con saltos de 1.0, fueron 50, 100, 150 y 200 segundos.

Figura 7. La ilustracion muestra el equipo potenciométrico montado junto con la incorporacion del circuito
electrénico donde el sensor se encuentra sumergido en la celda de PBS.
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4.3.3. Calibracién con método de cortocircuito

La calibracion se realizo por duplicado para 3 sensores. El equipo potenciométrico utilizado se
le acoplo el circuito electrénico conformado por 3 relay los cuales permitian abrir y cerrar el
circuito eléctrico de los 3 sensores simultaneamente. La placa Arduino mediante su
programacion permitia controlar el funcionamiento de los relay, activandolos en intervalos de
tiempos concretos previamente especificados (Figura 8). Cuando la placa Arduino activaba al
relay hacia que este cerrase el circuito eléctrico, creando un cortocircuito en el sistema. Cuando
el Arduino volvia a activar el interruptor, abria de nuevo el circuito, encontrandose el sistema
en condiciones de OCP. Este control del tipo de circuito del sistema, en intervalos determinados
de tiempo, permitié la realizacion de la metodologia MCC.

Los sensores se dejaron hidratar en PBS durante la noche anterior a la calibracion.

Estos se sumergieron en un volumen de PBS donde se realizaron las adiciones consecutivas de
los estandares de H20». Por cada adicion se dejo un tiempo de acumulacion de carga de 150
segundos, donde al obtener 3 acumulaciones estables, se procedio a la siguiente adicion. Se
realizaron 9 adiciones que llevaron la concentracion de H>O de la celda a valores de -7,5 a
-3,5 con saltos de 0,5.

Figura 8. La figura muestra el equipo montado, donde se aprecia el circuito electrénico con 3 relay y los tres

sensores sumergidos en la celda de PBS.
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También se realiz6 una calibracién por duplicado para cada uno de los 3 sensores, en un rango
de concentracion mas amplio tanto en regiones UM como logaritmicas. El circuito electronico
usado fue el mismo del experimento anterior, pero con la diferencia de la utilizacion de un

unico relay, ya que las calibraciones se realizaron de manera individual para cada sensor.

Para asegurar la correcta hidratacion, se dejaron los sensores en PBS durante la noche anterior

a la calibracion.

Los sensores se sumergieron en un volumen de PBS en el cual se realizaron las adiciones
consecutivas de los estandares de H2O». Por cada adicion se dejé un tiempo de acumulacion de
carga de 150 segundos, donde al obtener 3 acumulaciones estables, se procedia a la siguiente
adicién. Se realizaron 13 adiciones donde se consigui6 una [H202] en la celda que vari6 de
—8 a—2 con saltos de 0,5.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Calibracion estandar en OCP

La calibracion que se realizd proporcion6 los datos necesarios para evaluar la respuesta del
sensor CESA. Con el andlisis de los datos se obtuvo una grafica de potencial respecto al tiempo
que se muestra en la Figura 9 A. En esta se aprecia como los tres sensores parten de una sefial

alrededor de 0 mV debido a que el WE como el RE son del mismo material (Pt).*

También se puede apreciar en la grafica como al ir adicionando los diferentes estandares de
H>0>, cambiando la concentracion de la celda, la respuesta del sensor evoluciona hacia
potenciales mas negativos con el aumento de la concentracion. Esto viene explicado por el
fendmeno del PM que gobierna en la superficie del electrodo del Pt en condiciones de OCP.
La reduccidn del potencial del electrodo a valores negativos no es mas que el reflejo de como
el proceso de la ORR se ve obstaculizada con la presencia de una especie quimica, como el

H20,, con capacidad de alterar el equilibrio del sistema.

En la figura 9 B se observa como se producen las situaciones 2 y 3 anteriormente descritas
caracteristicas del comportamiento del sensor. En el rango de concentraciones de -5,5 a -4,5 se

observa como se produce la situacion 2, donde al haber una concentracion de H.O, comparable
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con el O. se produce una respuesta exponencial lineal en forma logaritmica (rango de
concentracion logaritmico). En cambio, en el rango de concentraciones de -4,5 a -2 se produce
la situacién 3, que se caracteriza por presentar una concentracion de H>O, tan grande en el
sistema que la superficie del electrodo se encuentra saturada, dando una respuesta no lineal con
la concentracién. Esto hace que Unicamente se haya podido extraer el rango lineal de respuesta,

junto con la sensibilidad por cada sensor en la situacion 2 (Figura 9 C).

A partir de la Figura 9 A se puede extraer los rangos lineales y sensibilidades de cada sensor
en cada calibracion tal como se muestra en la Figura 9 C. De este modo se obtiene el rango
lineal y sensibilidad promedio de los tres sensores dando como resultado un rango lineal de
5.5 a —4.5 con una sensibilidad de —60.11 + 2.31 mV/década con una reproducibilidad del
3.84% y una repetibilidad del 2.84%. Todos estos resultados eran de esperar ya que se vio en
anteriores estudios como la sensibilidad podia llegar a —129.23 + 5.10 mv/década en un rango
lineal de —4.5 a —3.5.° La baja sensibilidad obtenida en comparacion a la referenciada se debe
al diferente rango lineal en el que se encuentran. Los resultados mostraron una buena precision

entre los diferentes sensores (reproducibilidad) y entre calibraciones (repetibilidad).
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Figura 9. Representacion de los resultados de la calibracion estandar en OCP. Esta muestra las 9 adiciones de
H20- en una celda de PBS cada 100 segundos donde la concentracion va de -6 a -2 con saltos de 0,5. La figura A
representa el potencial respecto el tiempo de las 3 calibraciones donde cada color representa un sensor. La figura
B muestra la curva de calibracion de cada sensor en la primera calibracién. La figura C muestra el rango lineal y
sensibilidad de cada sensor en la primera calibracion.

Para evaluar el comportamiento del sensor en condiciones de OCP de una manera mas amplia,

se realizd una calibracién adicional donde se ampli6 el rango de concentraciones al pM.

En la Figura 10 A se muestra el potencial respecto al tiempo. En esta se observa como al
adicionarse el H>O: el potencial experimenta un desplazamiento a valores negativos como se
ha reportado en el experimento anterior. La diferencia observada esta en la ampliacion del
rango de concentraciones. Por este motivo se distingue un nuevo rango de crecimiento distinto
relacionados con el tipo de respuesta del sensor, donde se puede apreciar en la figura 10 B. Este
rango es el rango de concentraciones UM (0,0316-1 uM). Este viene explicado por la situacion
1, que se da cuando la concentracion de H202 es menor que la de Oz viéndose una respuesta

lineal del sensor con la concentracion (Figura 10 C).

A rangos de concentracion pM, para los dos sensores, se obtiene un rango lineal de 0,0316-1
MM (=7,5 a —6) con una sensibilidad promedio de -15,48 + 3,59 mV/uM donde su
reproducibilidad es del 23,30% y su repetibilidad del 7,65%.

La menor sensibilidad en concentraciones UM es debido directamente a la menor cantidad de
H>0:> que se encuentra en la celda. Cuanta menos cantidad de H.O> haya menor perturbacién

del equilibrio entre los procesos que se producen en la superficie del Pt.
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Figura 10. Representacion de los resultados de la calibracién estandar en OCP con ampliacién del rango a
concentraciones PM. Se hicieron 9 adiciones de H20z en una celda de un volumen de PBS cada 100 segundos
donde la concentracién va de -7,5 a -3,5 con saltos de 0,5. La figura A muestra el potencial respecto al tiempo de
las 3 calibraciones realizadas con los dos CESA. La figura B representa la curva de calibracion de ambos sensores
en la primera calibracion. La figura C representa el rango lineal con la sensibilidad de cada sensor a
concentraciones UM.

5.2. Andlisis de la respuesta CESA por la modulacion del tiempo a distintas
concentraciones

En este ensayo se puso en practica el nuevo método de estudio. EI método estandar utilizado
hasta el momento en el grupo de investigacion para la creacion de una curva de calibracion
para determinar el rango lineal de respuesta de un sensor en potenciometria era la calibracion
estandar, la cual consiste en la adiccion de estandares de concentracion creciente en intervalos

de 100 segundos.

El nuevo método consiste en, mediante con un circuito electrénico, abrir o cerrar circuito del

que forma parte el sensor.

La técnica electroquimica utilizada es la potenciometria de circuito abierto, llamada asi, porque

el circuito por el cual esta conectado el sensor se encuentra abierto. Este circuito se cierra
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ionicamente cuando el sensor es sumergido en solucién habiéndose hidratado el Nafion®,
permitiendo este el intercambio idnico. El sensor en sumergirse en una solucion carente de un
par redox bien definido este comienza a experimentar los fendmenos ya descritos,
produciéndose una acumulacion de carga en el electrodo de trabajo dando como resultado la
respuesta del sensor. La funcion del circuito electronico es el cerrar el circuito del sensor en un
tiempo determinado, cortocircuitdndose, haciendo que esa acumulacion de carga que se

encontraba en la superficie del electrodo se pierda.

Esta situacion se ve representada claramente en la Figura 11. En primer lugar, el sensor se
encuentra en condiciones de OCP donde tiene una potencial estable debido a la acumulacion
de carga invariable en su superficie. En un tiempo determinado el circuito electrénico
cortocircuitara el sistema en el que se encuentra el sensor haciendo que la acumulacion de carga
en su superficie se pierda. Por Gltimo, el circuito electrénico volvera a abrir el sistema para que

se comience a acumular carga en su superficie.

Este método proporciona ventajas frente al estandar ya que, al realizarse el cortocircuito del
sistema, el sensor se descarga totalmente, llegando a potenciales de 0 mV. Este hecho hace que
se pueda estandarizar la linea base para todos los sensores de la misma manera. Cada sensor
puede presentar lineas base de estabilizacion diferentes, alrededor de + 20 mv, debido a factores
como la fabricacion del sensor y por la naturaleza del polielectrolito utilizado. Al descargar los
sensores a 0 mV para seguidamente volver a OCP, abriendo el circuito nuevamente, asegura

que todos los sensores comiencen a acumular carga de manera igualitaria.

El proceso de estabilizacion de la linea base en el MCC es mucho mas rapido que en el método
utilizado hasta el momento. Todo esto permite un estudio del comportamiento del sensor

distinto hasta el momento.
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Figura 11. Representacion gréafica del potencial respecto al tiempo en las distintas fases del sensor.

En la calibracion estdndar se estudia la acumulacion de carga en el sensor de manera
acumulativa, llegando a una carga méaxima donde el sensor se satura. Esta viene dada por el
tiempo que se deja al sensor acumular en OCP y a la concentracién de analito que se encuentre
en la solucion. En base a ello en este experimento se evalud la acumulacion de carga del sensor
(diferencia de potencial), en diferentes tiempos de OCP y en diferentes concentraciones de
H20..

El tiempo evaluado fue alrededor del tiempo normalmente utilizado en la calibracién estandar
que es de 100 segundos. Los tiempos de acumulacion en OCP fueron 50 segundos, 100
segundos, 150 segundos y 200 segundos donde el tiempo de descarga era de 5 segundos.

Las concentraciones evaluadas fueron del rango de concentracion de —6 a —3 en saltos de 1

unidad.

Por cada CESA se obtuvo una gréafica del potencial (EMF) en funcién del tiempo donde en esta

viene representada los diferentes tiempos de OCP a cada concentracion de H2O».

En la Figura 12 A se puede observar la evaluacion de los diferentes tiempos de OCP para las
concentraciones -6 y -5. Las primeras series de picos decrecientes que se observan son la
respuesta del sensor en los diferentes intervalos de tiempo que se deja acumular carga en OCP,
donde van en orden de menor a mayor tiempo (50- 200 segundos en intervalos de 50 segundos).
Esta muestra que cuando se deja mas tiempo de OCP se llega a respuestas con mas tendencia

a valores negativos. Este hecho se aprecia de manera mas clara en la segunda serie de picos
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que corresponde a la acumulacion en los diferentes tiempos, pero con una concentracion de
-5. Esta tendencia creciente a valores negativos, debido a la naturaleza de los procesos en
superficie del Pt, se ve incrementada de forma significativa con la concentracién de la celda

como se muestra en la Figura 12 B.

Del ensayo se obtuvo la respuesta de cada sensor (determinada por la acumulacion de carga)
en cada intervalo de tiempo en funcion de la concentracién de la celda como se muestra en la
Figura 12. Se aprecia como en las concentraciones de -6 y -5, a mayor tiempo de OCP, hay una
mayor acumulacion. En contra partida, en las concentraciones de -4 y -3 hay una menor
acumulacién de carga con el aumento del tiempo de OCP. Estos hechos se relacionan con la
base de los procesos que se producen en la superficie del Pt.

En concentraciones UM la reaccion predominante del potencial mixto que determina el
potencial del electrodo es la ORR. El H.O; al encontrarse en una concentracion tan baja este
viene controlado por efectos difusivos, a causa de que este tiene que llegar a la superficie de Pt
donde experimentara la reaccion anddica (HPOR). Este hecho hace que en dejar mayor tiempo
el sensor en OCP, se observe una mayor respuesta debido a la acumulacion de carga progresiva
donde viene limitado por la llegada del peroxido a la superficie de Pt. Al haber tan poca
perturbacion de la ORR se tiene que acumular mas H>O> para ver una sefial mas significativa,
explicando asi los valores de las acumulaciones en la Figura 12 C y la Figura 12 D. Por otra
parte, en concentraciones logaritmicas hay un incremento en los procesos sobre el Pt, donde
sumandose al hecho de que el H20 viene controlado por un régimen de Tafel, hace que no se
encuentre limitado por difusién. Con ello hay una acumulacion mayor de carga en menos

tiempo de OCP reflejandose en la respuesta en la Figura 12 E y la Figura 12 F.
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Figura 12. Evaluacion de la acumulacion de carga en tiempos de 50, 100, 150 y 200 s de OCP a concentraciones
de -6, -5, -4 y -3 logradas por adiciones de estandares en un volumen de celda de PBS. La Figura A muestra el
ensayo del sensor evaluado a los diferentes tiempos a las concentraciones de -6 y -5. La Figura B muestra el
ensayo del sensor evaluado a los diferentes tiempos a las concentraciones de -4 y -3. La Figura C ensefia la
respuesta del sensor a los diferentes tiempos a la concentracién de -6. La Figura D muestra la respuesta del sensor
a los diferentes tiempos a la concentracion de -5. La Figura E presenta la respuesta del sensor a los diferentes
tiempos a la concentracion de -4. La Figura F presenta la respuesta del sensor a los diferentes tiempos a la
concentracion de -3.

Por lo que se acaba de comentar, a un mismo tiempo de acumulacion de carga, se acumulara
diferente cantidad en el electrodo dependiendo de la concentracion de analito que se encuentre
presente en solucién. A concentraciones UM, como ya se ha explicado, al haber menor cantidad
de H>O» este produce una perturbacion mas pequefia que en comparacion a grandes
concentraciones sobre la reaccion ORR, haciendo que el sensor reporte una menor sefial a causa

de la acumulacion lograda. Este fendmeno se puede observar de forma clara en la Figura 13.
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Figura 13. La figura muestra las diferentes respuestas del sensor a diferentes concentraciones en un tiempo de
acumulacion de carga en OCP: A) 50 segundos y B) 150 segundos.

De manera gréfica se puede apreciar como con el aumento del tiempo de OCP, la acumulacién
de carga en concentraciones UM aumenta, en cambio a concentraciones logaritmicas a

diferentes tiempos de acumulacién no varia tanto la sefial como se puede apreciar en la Figura

14.
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Figura 14. La figura presenta la tendencia de acumulacion de carga del sensor a las diferentes concentraciones

A la concentracion de -5 se puede aprecia como la respuesta aumenta en proporcién al tiempo
de acumulacioén, formando una recta de pendiente pronunciada. En la concentracién de -6, en
cambio, la recta formada no presenta una pendiente marcada al trabajar en concentraciones
M. Por otra parte, a concentraciones de -4 y -3 se observa como a partir de 150 segundos la
acumulacién de carga no aumenta demasiado en proporcion al tiempo que se deja debido a que
en ese tiempo ya se acerca a la acumulacién de carga maxima del sensor, formandose una curva

gue se va allanando con el aumento del tiempo.
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De este modo, en la Tabla 1, se representa la respuesta obtenida en los sensores a diferentes
tiempos de OCP, calculada con respecto a la respuesta de 100 segundos que se considera el

valor de referencia.

Tabla 1. Porcentaje de respuesta en funcion del tiempo de acumulacion de carga.

Tiempo (s) | Respuesta -6 (%) | Respuesta -5 (%) | Respuesta -4 (%) | Respuesta -3 (%)
50 80 76 82 86
100 100 100 100 100
150 109 112 108 107
200 121 120 116 111

Tenemos que 100 segundos es el tiempo que hemos fijado como el valor de referencia haciendo

que la acumulacién de carga que se consigue en el sensor sea del 100%.

En el tiempo de 50 segundos en todas las concentraciones tenemos que la respuesta ha
alcanzado entre el 76-86% de acumulacién de carga. Se aprecia un aumento sutil con el

incremento de la concentracion.

A 150 segundos de acumulacion se observa como el sensor a las diferentes concentraciones
supera a la acumulacion de referencia a 100 segundos obteniéndose mayor respuesta, entre un
7-12% mas.

Finalmente, a 200 segundos se observa como hay una mayor respuesta creciente hacia
concentraciones bajas. Este hecho se debe a lo ya expuesto anteriormente. En concentraciones
MM de H20., el sensor al dejarlo mas tiempo acumular carga, mayor y mas significante sera la
respuesta debido a que a concentraciones UM la obstaculizacion de la ORR que determina el
potencial del electrodo es menor, desplazandose poco el estado estacionario a potenciales
negativos. Al dejar acumular méas peréxido en la superficie del electrodo se obtiene mayor
respuesta. Por otro lado, a concentraciones logaritmicas, al haber mas cantidad de H20- se
producen mas procesos que desplazan al estado estacionario, haciendo que en menor tiempo

de acumulacién este experimente una reduccion de su potencial a valores negativos.

Siguiendo la tendencia del aumento de respuesta a mayor tiempo en OCP con la disminucion

de la concentracion, se observa como en llegar ala concentracion de -6, a 150 segundos se
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obtiene una menor repuesta esperada. Esto es debido que al trabajar en concentraciones uM

tiene la limitacion de que se puede degradar el H202, lo que se traduce en una menor respuesta.

Con estos resultados se determind el tiempo de acumulacion de carga que se utilizaria para
realizar la calibracion con el MCC, donde el tiempo fue 150 segundos, debido a que se
considera que la respuesta que se obtiene en todas las concentraciones es adecuada respecto al
tiempo necesario que se deja el OCP.

5.3. Calibracién con método de cortocircuito
Con el MCC optimizado se procedio a realizar unas calibraciones para estudiar la sensibilidad,

reproducibilidad y repetibilidad de los sensores CESA.

Se realizo la calibracion tal como se muestra en la Figura 15 A. A través de esta se aprecia la
robustez que nos proporciona el método. Esta viene dada por modo operacional que se emplea.
Mediante el abrir y cerrar el circuito del sistema en el que se encuentra el sensor, la creacion
de carga/descarga eléctrica sobre su electrodo sin afectar en la respuesta. Esto permite la
creacion de una mayor poblacion estadistica viéndose reflejado en la obtencidén de minimo tres

puntos por concentracion durante la calibracion.

En la calibracion se obtuvo una curva por cada sensor como proporciona la Figura 15 B. Estas
se compararon con la estructura de una calibracion con el mismo modo operacional de otro

estudio que seguia el mismo perfil .1

Las curvas de calibracion presentaban las tres situaciones del comportamiento de la respuesta
del sensor, igual que en la calibracion estandar. De las dos situaciones se obtiene informacion
analitica de interés en dos rangos de concentracion distintos. Los resultados en concentraciones
MM viene representada en la Figura 15 C. Las concentraciones logaritmicas proporcionan los

datos como se observan en la Figura 15 D.

Se obtiene un rango lineal promedio a concentraciones UM de 0.0316-1 uM (-7.5 a -6). A este
rango la sensibilidad promedio fue de -12,21 + 2,06 mV/pM con una reproducibilidad del 17,43
% y una repetibilidad del 16,39 %. Por otra parte, se obtiene un rango lineal a concentraciones
logaritmicas de -5,5 a -3.5. A este rango la sensibilidad es de -52,12 + 4,66 con una
reproducibilidad del 8,88% y una repetibilidad del 16,43%.
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Las sensibilidades obtenidas en ambos rangos son comparables con los descritos en anteriores
estudios para la calibracion estandar. En este se reporta para un rango de concentracion uM
una sensibilidad -8,44 + 2,08 mv/ UM mientras que para un rango logaritmico una sensibilidad
de -110 + 11,27 mV/década.*®
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Figura 15. Calibracion del sensor CESA mediante el uso del MCC. Sensores sumergidos en un volumen de PBS
en el cual se realizan adiciones de H.O; cada 3 picos en tiempos de 150 s de OCP donde las concentraciones son
de -7,5 a -3,5 con saltos de 0,5. La Figura A muestra la primera calibracion para los tres CESA. La Figura B
muestra la curva de calibracién de los 3 CESA. La Figura C presenta la sensibilidad y rango lineal en
concentraciones UM. La Figura D ensefia la sensibilidad y rango lineal en concentraciones logaritmicas.

Con el objetivo de poner a prueba los limites del sensor con el MCC se realiz6 una calibracion

adicional en la cual se amplié el rango de concentraciones, tanto a UM como logaritmicos.

Siguiendo la misma metodologia durante todo el trabajo se realiz6 una calibracion la cual viene

representada en la Figura16 A y Figura 16 B. De estas se extrajo la curva de calibracion.
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En esta se aprecia muy bien las tres situaciones ya comentadas que experimenta la respuesta
de un sensor (Figura 16 C). Con la curva de calibracién se construye una recta a

concentraciones UM (Figura 16 D) y concentraciones logaritmicas (Figura 16 E).
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Figural6. La figura muestra la calibracion por duplicado del sensor a 150 segundos de OCP. Sensor sumergido
en una celda de PBS donde se realizan 13 adiciones de H,O,. La concentracidn de la celda va de -8 a —2 con saltos
de 0,5. La figura A y B muestra el potencial respecto al tiempo del sensor. La figura C muestra la curva de
calibracion. La Figura D presenta el rango lineal y la sensibilidad a concentraciones pM. La figura E muestra el
rango lineal y la sensibilidad a concentraciones logaritmicas.
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El rango lineal promedio de los tres sensores a concentraciones M es de 0.01-1 puM (-8 a -6),
donde la sensibilidad promedio es de -7,85 £ 3,99 mV/uM con una reproducibilidad del 49,
48% y una repetibilidad del 38,31%. Por otra parte, a rangos de concentracion logaritmicos se
obtiene un rango lineal promedio de —5.5 a —3.5 con una sensibilidad promedio de —44.29 +
2.80 mV/década con una reproducibilidad del 6.43% y una repetibilidad del 16.56%.

Los resultados obtenidos son comparables a concentraciones UM respecto los valores
bibliograficos®, mientras que a concentraciones logaritmicas difieren un poco, obteniéndose

aproximadamente la mitad de la sensibilidad. Esto es debido por el uso del diferente método.

La sensibilidad a concentraciones puM ldgicamente es menor que a altas debido a la menor
cantidad de H20>. En los sensores, a baja concentracion, se han obtenido precisiones bajas.
Esto podria ser por el hecho de trabajar a concentraciones de H20- tan bajas, experimentado
este una degradacion dando valores tan poco reproducibles y repetibles. Esto explicaria por
que a concentraciones altas se obtiene una mejor reproducibilidad y repetibilidad respecto a

concentraciones M.

La Tabla 2 compara en las concentraciones UM el rango lineal, sensibilidad, reproducibilidad
y repetibilidad de cada método puesto a prueba en este estudio. La comparacion de los
resultados de ambos métodos se centra en este rango debido a que la deteccion de H202 supone

un reto a causa de las dificultades de poderse detectar a estas bajas concentraciones.

En esta tabla se puede apreciar como en las concentraciones puM, el MCC, presenta unos

resultados comparables.

Tabla 2. Rango lineal, sensibilidad, reproducibilidad y
repetibilidad de los diferentes métodos en rangos de
concentracion pm

Rango lineal Sensibilidad | Reproducibilidad | Repetibilidad
[H202] (UM) (MmV/uM) (%) (%)
0,0316-1 -15,48 23,3 7,65
Concentraciones
uM
0,0316-1 -12,21 17,43 16,39
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La modulacion del tiempo de OCP con la nueva metodologia ha dado como resultado una

menor sensibilidad para el mismo rango lineal que en el método estandar.

Aunque la diferencia entre las sensibilidades de ambos métodos es baja, esta proviene de la
propia naturaleza de la metodologia. EI funcionamiento del MCC se basa en la acumulacion de
carga eléctrica que se crea en la superficie del electrodo debido a los diferentes procesos que
se producen en él. Esta acumulacién es producida por la transferencia de electrones entre las
especies quimicas oxigenadas en solucion y el Pt como la adsorcidn de estas mismas en su
superficie creandose una diferencia de potencial. De este modo, al realizarse un cortocircuito,
se descarga y se pierde esta diferencia de potencial. Esta accion tiene un efecto sobre los
procesos quimicos y el estado superficial del Pt, hecho que afecta la respuesta del sensor y por
lo tanto en su sensibilidad. Por otra parte, en la calibracion estandar en OCP, la acumulacion
de carga es creciente de manera constante, sin realizarse ningln tipo de descarga, sin romper
ningun tipo de equilibrio establecido entre las diferentes especies quimicas y el Pt dando como

resultado una mayor acumulacion de carga en el electrodo viéndose reflejado en la sensibilidad.

La Tabla 3 compara, de ambos métodos, los diferentes tiempos reales de analisis que lleva

realizar cada uno.

Tabla 3. Tiempo total de andlisis para la realizacion de una
calibracion con 9 adiciones para un sensor con los diferentes

métodos
Tiempo de Tiempo de Tiempo de Tiempo
estabilizacion de | respuesta por | recuperacién/ total de
la linea base (s) adicion (s) Limpieza (s) | analisis (s)
550 100 1500 2950
450 450 750 5250
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En la tabla se observa como el tiempo de estabilizacion de la linea base con el MCC es menor
que en el método estandar. Esto es debido a que alternar las condiciones de OCP favorece una
rapida estabilizacion del sistema a causa de la compensacion y equilibracién mas répida entre
los diferentes procesos que se producen en la superficie del electrodo.

El tiempo de respuesta por adicion es mayor en el MCC. Esto se debe a que el tiempo de
respuesta seleccionado 6ptimo es 150 s. Como se deja formar 3 re-equilibramientos por

concentracion, el tiempo de respuesta por adicion es de 450 s.

El tiempo de recuperacion/limpieza era menor en el MCC debido a que el cargar y descargar
el electrodo favorece una recuperacion mas rapida del potencial.

Se observa como en una calibracion, con el método estandar, requiere menos tiempo total de
andlisis. El resultado total es de 2950 s (50 min aprox.). Este se obtiene de la formacion de la
linea base en 550 s con un tiempo de respuesta de 100 s por adicion y con una
recuperacion/limpieza de 1500 s. Por otra parte, la calibracién con el MCC fue de 5250 s (1 h

con 30 min aprox.) que resulta de la suma de las diferentes fases.

El método estandar tiene un tiempo de andlisis menor a la del MCC por una diferencia de
40 min. No obstante, aunque el método estandar parece que se realiza en menor tiempo, este
Unicamente proporciona un punto por concentracion. EI MCC proporciona por adicion 3 puntos
de promedio, permitiendo obtener una mayor robustez operacional debido al aumento de la
poblacion estadistica. Para obtener 3 valores de una misma concentracion con el método
estandar, se tendria que realizar por triplicado el andlisis. Esto supone un tiempo total de
8850 s (2 h con 30 min aprox.), es decir, se requiere mas tiempo de analisis para la obtencion

del mismo namero de puntos.
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6. CONCLUSIONES

English

In this work, the analytical response control of the CESA electrochemical sensor was proposed
by implementing a method based on modulating the potential accumulation time at the

electrode surface.

First, the sensor's response was evaluated using the reference method used by the research
group. The sensor was found to provide sensitivity with accuracy (reproducibility and

repeatability) comparable to that obtained in previous studies within a near-linear range.

Using the reference method evaluated, the circuit activation time was optimized by observing
the effect of potential accumulation. It was observed that at M concentrations, allowing more
charge accumulation time, the sensor achieved a more significant response, while at
logarithmic concentrations with a shorter OCP time, the response stabilized more quickly.
Consequently, a time of 150 seconds in OCP was determined to be optimal for obtaining a

good sensor response in proportion to the time required.

Once the time was optimized, calibrations were performed using the MCC to study the sensor's
response behaviour. It was found that the sensor's sensitivity using the MCC was comparable
to the standard method. The total analysis time required for each method was also compared.
It was concluded that the total analysis time for the MCC was longer than the standard method,
but it allowed for a larger statistical population.

Finally, sensor performance was evaluated using the MCC over a wide range of concentrations,
resulting in lower sensitivity and lower accuracy compared to the standard method. Even so,
the MCC presented promising advantages such as its operational robustness, its ability to

standardize the baseline in CESAs, and a significant reduction in system stabilization time.

Furthermore, its methodology opens the door to developing a sensor capable of operating in

different concentration ranges, increasing its versatility.
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Castellano

En este trabajo se ha planteado el control de la respuesta analitica del sensor electroquimico
CESA mediante la implementacion de un método basado en la modulacion del tiempo de

acumulacién de potencial en la superficie del electrodo.

Primeramente, se evalud la respuesta del sensor con el método de referencia utilizado en el
grupo de investigacion. Se obtuvo que el sensor daba una sensibilidad con una precision
(reproducibilidad y repetibilidad) comparables a la obtenida en estudios anteriores en un rango

lineal cercano.

Con el método de referencia evaluado se procedié a optimizar el tiempo de activacién del
circuito observando el efecto de la acumulacion de potencial. Se vio como a concentraciones
MM en dejar més tiempo de acumulacion de carga el sensor conseguia una respuesta méas
significativa mientras que en concentraciones logaritmicas con un menor tiempo de OCP se
conseguia una estabilizacion de la respuesta mas rapido. En consecuencia, se determind que el
tiempo de 150 segundos en OCP era el 6ptimo para la obtencion de una buena respuesta del

sensor en proporcion al tiempo requerido.

Con el tiempo optimizado se procedio a la realizacién de calibraciones con el MCC para
estudiar el comportamiento de la respuesta del sensor. Se obtuvo que la sensibilidad del sensor
en el MCC era comparable con el método estandar. También se comparé el tiempo total de
andlisis que llevaba realizar cada método. Se concluyé que el tiempo total de andlisis del MCC

era mayor que el estandar, pero permitia obtener una mayor poblacion estadistica.

Finalmente se evalud el rendimiento del sensor aplicando el MCC en un amplio marco de
concentraciones, donde se obtuvo como resultado una menor sensibilidad con una baja
precision, con respecto al método estandar. Aun asi, el MCC presentd unas ventajas
prometedoras como su robustez operacional, su capacidad de estandarizacion de la linea base

en los CESA como la reduccidn considerable del tiempo de estabilizacion del sistema.

Ademas, su metodologia de uso abre posibles puertas para la obtencion de un sensor con la

capacidad de funcionar en distintos rangos de concentracién aumentando su versatilidad.
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8. ANEXOS
8.1 Anexo 1

A continuacion, se listan las caracteristicas de toxicidad y manipulacién de los reactivos
utilizados durante los experimentos.

Perdxido de hidrogeno (H202):

e Toxicidad: Provoca quemaduras graves, provoca lesiones oculares graves y puede
irritar las vias respiratorias.

e Manipulacion: Gafas de seguridad, bata y guantes de latex.

Cloruro de potasio (KCI):

e Toxicidad: No es una sustancia 0 mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE)
No. 1272/2008.

e Manipulacion: Gafas de seguridad y guantes de caucho nitrilo.
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Fosfato de potasio monobasico (KH2POa):

e Toxicidad: No es una sustancia 0 mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE)
No. 1272/2008.

e Manipulacion: Gafas de seguridad y guantes de caucho nitrilo.

Cloruro de sodio (NaCl):

e Toxicidad: No es una sustancia 0 mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE)
No. 1272/2008.

e Manipulacion: Gafas de seguridad y guantes de caucho nitrilo.

Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4):

e Toxicidad: No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE)
No. 1272/2008.

e Manipulacion: Gafas de seguridad y guantes de caucho nitrilo.
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Dispersion de Nafion™ D-521:

e Toxicidad: Ligquido y vapores inflamables, provoca lesiones oculares graves y puede
provocar somnolencia o vertigo.

ODE

e Manipulacion: Gafas de seguridad, bata y guantes.
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8.2 Anexo 2

A continuacion, se muestran los pasos de manera visual del montaje del sensor CESA paso por
paso:

1. Se recortan las siguientes piezas con las dimensiones especificadas.
2. Se procede a unir WE con M.
3. Seadiciona 5 uL X 2 de Nafion®a M:-WE dejando secar 10 minutos por adicion.
4. Se pega RE sobre Ma.
5. Se pega M, sobre RE-Ms.
6. Se adhiere M1-WE sobre M2-RE-Ms.
7. Se sella los bordes con pegamento instantaneo.
8. Seadicionan 5 pL de Nafion®en la zona activa. Se deja secar 2 horas.
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