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Es un error capital el teorizar antes de poseer datos. Insensiblemente uno
comienza a alterar los hechos para encajarlos en las teorias, en lugar de
encajar las teorias en los hechos

Sherlock Holmes (Sir Arthur Conan Doyle)
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Resumen

En los tultimos afios, las lenguas electronicas se han convertido en una excelente
alternativa a los métodos tradicionales de analisis para el control de los procesos
y los productos en el ambito agroalimentario. Se trata de sistemas que, mediante
técnicas electroquimicas como la potenciometria o la voltametria combinadas
con herramientas de analisis multivariante, son capaces de clasificar muestras y
cuantificar sus parametros fisicoquimicos. Su principal ventaja con respecto a
los métodos tradicionales es que permiten la realizacion de medidas rapidas y
econdmicas, evitando el preprocesado de la muestra y la necesidad de contar
con personal cualificado para llevar a cabo los analisis. Su funcionamiento se
basa en la utilizacion de sensores de sensibilidad cruzada, lo que permite medir
muestras en las que existan interferencias entre los distintos compuestos que las
integran.

En la presente tesis se ha desarrollado un sistema de lengua electronica basado
en las técnicas de voltametria y espectroscopia de impedancias. El sistema
disefiado consta de una aplicacién de PC y de un Equipo Electronico de Medida
que es capaz de llevar a cabo ensayos de voltametria ciclica y voltametria de
pulsos sobre un total de 10 electrodos de trabajo. También se pueden realizar
medidas de espectroscopia de impedancias en un rango de frecuencias de 1 Hz a
200 kHz. El Equipo Electronico de Medida dispone de un potenciostato, lo que
posibilita la implementacion de ensayos en configuracion de tres electrodos
tanto de voltametria como de espectroscopia de impedancias. El software
desarrollado permite no solo la realizacion de los ensayos sino también el
almacenamiento de los datos correspondientes a las medidas obtenidas, su
preprocesado y la generacion de los ficheros necesarios para llevar a cabo el
posterior analisis multivariante.

El sistema ha sido caracterizado eléctricamente obteniéndose unos niveles de
precision y exactitud excelentes para la técnica de voltametria y niveles
aceptables para la espectroscopia de impedancias. Ademas se llevaron a cabo
ensayos de validacion del equipo para voltametria ciclica y para voltametria de
pulsos. Los resultados de estas pruebas demostraron que el sistema disefiado es
capaz de reproducir las medidas de un sistema comercial (Autolab) y de
clasificar muestras de zumos de distinta naturaleza.

Por ultimo, como aplicaciones de la lengua voltamétrica se realizaron dos
experiencias relacionadas con el ambito agroalimentario. En primer lugar se
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midieron disoluciones de antioxidantes (acidos ascorbico, citrico y malico) con
siete electrodos de metales nobles y no nobles aplicando la voltametria ciclica y
de pulsos. Para el estudio de los datos y la generacion de los modelos
predictivos se utilizaron el analisis de componentes principales (PCA) y la
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS). Los resultados obtenidos
demostraron que era posible cuantificar con precision la concentracion de los
tres acidos tanto en disoluciones simples como en mezclas binarias. También se
observo que los modelos generados con la configuracion de lengua electronica
(combinacién de los siete electrodos) eran tan buenos como los obtenidos con
cualquiera de los electrodos por separado.

En la segunda experiencia se comprobo la validez del sistema disefiado para la
deteccion de glifosato, un herbicida de extensa aplicacion en la agricultura. Se
aplico la voltametria de pulsos a una lengua electronica formada por ocho
electrodos de diversos metales para medir disoluciones con distintas
concentraciones de glifosato, y se construyeron los modelos predictivos
correspondientes mediante PLS. En este caso, los electrodos de cobre y cobalto
mostraron mejor comportamiento que la combinacidon de los ocho electrodos.
Con el objetivo de mejorar la resolucion de las medidas a bajas concentraciones,
se llevaron a cabo nuevos ensayos con estos dos electrodos en configuracion de
electrodo rotatorio (RDE). Los resultados obtenidos mostraron como la
aplicacion de la voltametria de pulsos al electrodo RDE de cobre permite
obtener modelos predictivos fiables y robustos para la cuantificacion del
glifosato a concentraciones de hasta 10™ M.

Se ha demostrado la capacidad del sistema de lengua electronica voltamétrica
para generar modelos de prediccion que permiten la cuantificacion de distintos
compuestos en disoluciones y mezclas. Dados los buenos resultados obtenidos
se han puesto en marcha nuevas experiencias cuyo objetivo es la cuantificacion
de paradmetros fisicoquimicos en alimentos y otras matrices complejas como
aguas residuales.
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Resum

En els darrers anys, les llengiies electroniques han suposat una excel.lent
alternativa als métodes tradicionals d’analisi per al control dels processos i els
productes en I’ambit agroalimentari. Es tracta de sistemes que, per mitja de
tecniques electroquimiques com la potenciometria o la voltametria combinades
amb eines d’analisi multivariant, permeten classificar les mostres i quantificar
els seus parametres fisicoquimics. El seu principal avantatge respecte dels
metodes tradicionals és que permeten la realitzacidé de mesures rapides i
economiques, evitant el preprocessat de la mostra i la necessitat de comptar amb
el personal qualificat per a dur a terme 1’analisi. El seu funcionament es basa en
la utilitzacié de sensors de sensibilitat creuada, el que permet mesurar mostres
en les quals existisquen interferéncies entre els diversos compostos que les
integren.

En aquesta tesi s’ha desenvolupat un sistema de llengua electronica que es basa
en les técniques de voltametria i espectroscopia d’impedancies. El sistema
dissenyat consta d’una aplicacié d’ordinador i d’un Equip Electronic de Mesura
que pot desenvolupar assajos de voltametria ciclica i voltametria de polsos
sobre un total de 10 eléctrodes de treball. També es poden realitzar mesures
d’espectroscopia d’impedancies en un rang de freqiiéncies d’1 Hz a 200 kHz.
L’Equip Electronic de Mesura disposa d’un potenciostat, el que possibilita la
implementaci6 d’assajos en configuracid de tres eléctrodes tant de voltametria
com d’espectroscopia d’impedancies. El software desenvolupat permet no tan
sols la realitzacio dels assajos sind també I’emmagatzemament de les dades
corresponents a les mesures obtingudes, el seu preprocessat i la generacié dels
fitxers necessaris per a desenvolupar el posterior analisi multivariant.

El sistema ha sigut caracteritzat eléctricament obtenint-se uns nivells de precisio
1 exactitud excel.lents per a la técnica de voltametria i nivells acceptables per a
la espectroscopia d’impedancies. A més a més se desenvoluparen assajos de
validacié de I’equip per a voltametria ciclica i per a voltametria de polsos. Els
resultats d’aquestes proves demostraren que el sistema dissenyat és capag de
reproduir les mesures d’un sistema comercial (Autolab) i de classificar mostres
de sucs de fruites de diversa naturalesa.

Finalment, com a aplicacions de la llengua voltamétrica es van realitzar dos
experiéncies relacionades amb I’ambit agroalimentari. En primer lloc es van
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mesurar dissolucions d’antioxidants (acids ascorbic, citric i malic) amb set
eléctrodes de metalls nobles i no nobles aplicant-se la voltametria ciclica i de
polsos. Per a I’estudi de les dades i la generacio dels models predictius es van
utilitzar 1’analisi de components principals (PCA) i la regressi6 per minims
quadrats parcials (PLS). Els resultats obtinguts demostraren que era possible
quantificar amb precisid la concentracid dels tres acids tant en dissolucions
simples com en mescles binaries. També es va observar com els models
generats amb la configuracié6 de llengua electronica (combinaci6é dels set
eléctrodes) eren tan bons com els obtinguts amb qualsevol dels eléctrodes per
separat.

En la segona experiéncia es va comprovar la validesa del sistema dissenyat per
a la detecci6 del glifosat, un herbicida d’extensa aplicaci6 en 1’agricultura. Es va
aplicar la voltametria de polsos a una llengua electronica formada per vuit
eléctrodes de diversos metalls per a mesurar dissolucions amb diferents
concentracions de glifosat, i es van construir els models predictius
corresponents per mitja de PLS. En aquest cas, els eléctrodes de coure i cobalt
mostraven millor comportament que la combinacid dels vuit eléctrodes. Amb
I’objectiu de millorar la resolucid de les mesures a baixes concentracions, es
van dur a terme nous assajos amb estos dos eléctrodes en configuracio
d’electrode rotatori (RDE). Els resultats obtinguts mostraren com 1’aplicaci6 de
la voltametria de polsos a I’eléctrode RDE de coure permet obtindre models
predictius fiables i robustos per a la quantificacio del glifosat a concentracions
de fins 10° M.

S’ha demostrat la capacitat del sistema de llengua electronica voltamétrica per a
generar models de prediccid que permeten la quantificacid de diversos
compostos en dissolucions i mescles. Donats els bons resultats obtinguts s’han
posat en marxa noves experiéncies 1’objectiu de les quals és la quantificacié de
parametres fisicoquimics en aliments i altres matrius complexes com ara aigiies
residuals.



Abstract

In recent years, electronics tongues have appeared as an excellent alternative to
traditional analysis methods for product and process control in food and
agriculture industry. These systems combine electrochemical techniques such as
potentiommetry or voltammetry with multivariate analysis tools in order to
classify samples or quantify their physicochemical properties. Their main
advantage compare to traditional methods is that they allow the implementation
of fast and low-cost measurements avoiding the pre-processing of the samples
and the need of qualified operators to carry out the analyses. Their operation is
based on the use of cross-sensitive sensors, which allow the measurement of
samples where interferences between the different compounds exist.

In the present thesis an electronic tongue system based on voltammetry and
impedance spectroscopy has been developed. The designed system consists of a
PC software application and an Electronic Measurement Equipment able to
carry out cyclic and pulse voltammetry measurements on up to 10 working
electrodes. Impedance spectroscopy measurements in the range of frequencies
from 1 Hz to 200 kHz can also be performed. The Electronic Measurement
Equipment includes a potentiostat that enables the implementation of
voltammetry and impedance spectroscopy tests in three electrodes mode. The
software application allows the configuration of the measurements, the storage
and the pre-processing of the collected data and the generation of the files
needed to carry out the multivariate analysis.

The system has been electrically tested and excellent accuracy and precision
levels for voltammetry and acceptable levels for impedance spectroscopy were
obtained. Besides validation tests have been carried out for cyclic and pulse
voltammetry. The results of these tests show that the designed system was able
to reproduce the measurements done with a commercial equipment (Autolab)
and to classify different fruit juice samples.

Finally, the voltammetric electronic tongue was applied in two experiments
related to food and agriculture. Firstly, antioxidant solutions (ascorbic, citric
and malic acids) were measured with seven noble and non-noble metal
electrodes using cyclic and pulse voltammetry. Principal Components Analysis
(PCA) and Partial Least Squares regression (PLS) were used to examine the
data and to generate the prediction models. The results obtained demonstrate
that it is possible to precisely quantify the concentration of the three acids both
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in simple and binary solutions. It was also observed that the prediction models
generated in electronic tongue configuration (combination of the seven
electrodes) were as good as the models obtained with any of the electrodes.

In a second experience, the ability of the system to detect glyphosate, a
herbicide broadly applied in agriculture, was evaluated. Pulse voltammetry was
applied to an electronic tongue made of eight metallic electrodes to measure
solutions with different concentration levels of glyphosate, and the
corresponding predictive models were generated with PLS. In this case, copper
and cobalt electrodes showed better results than the combination of the eight
electrodes. In order to improve the resolution of the measurements at low
concentration levels, new tests were carried out with these two metals in
rotating disk electrode (RDE) configuration. The results obtained show that the
application of the pulse voltammetry to rotating disk electrodes allows the
generation of robust and reliable prediction model for the quantification of
glyphosate at concentration levels down to 10™ M.

The ability of the voltammetric electronic tongue system to quantify different
compounds in simple solutions and mixtures has been demonstrated. In view of
the good results, new experiments have been started with the objective of
quantifying physicochemical properties of foodstuffs and other complex
matrices as wastewaters.
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Prélogo

La industria agroalimentaria es uno de los sectores con mas peso en la economia
mundial. La innovacion se ha convertido en una prioridad para esta industria y
gran parte de los esfuerzos realizados en las ultimas décadas han ido
encaminados al desarrollo de sistemas de medida rapidos, econémicos y no
destructivos que permitan garantizar la seguridad alimenticia, optimizar el
control de procesos y facilitar el analisis del producto. La principal dificultad
que entrafia el disefio de este tipo de sistemas radica en la naturaleza multifasica
de los alimentos y en las interferencias que se producen entre las distintas
especies que los componen. Dichas interferencias limitan la eficacia de los
métodos de medida tradicionales basados en sensores selectivos. Las narices y
las lenguas electronicas han surgido en los ultimos afios como alternativa a
estos métodos tradicionales. Son sistemas de medida basados en sensores de
sensibilidad cruzada que, combinados con herramientas de analisis
multivariante, permiten la generacion de modelos de clasificacion y prediccion
de parametros fisicoquimicos en alimentos y otro tipo de matrices complejas.

En la presente tesis se ha llevado a cabo el disefio y la validacion experimental
de una lengua electronica basada en técnicas electroquimicas voltamétricas.
Dicho sistema, del cual ya se han construido 7 prototipos, ha sido y esta siendo
utilizado en numerosas experiencias realizadas por el Instituto de
Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnolégico (IDM) y por el
Departamento de Tecnologia de Alimentos. En esta tesis se describen dos de
ellas: la cuantificacion de antioxidantes en disoluciones y la deteccion del
herbicida glifosato. Ademas, el sistema disefiado se esta aplicando en otros
trabajos como la evaluacion de la calidad de carne de cerdo, la optimizacion de
los ciclos de funcionamiento de una lavadora, el analisis de aguas residuales y la
monitorizacion de la degradacion del acido ascorbico en zumos.

Aunque la presente tesis tiene un marcado caracter electronico, para su
desarrollo ha sido necesaria la integracion de otras areas de conocimiento como
la electroquimica, la tecnologia de alimentos y la estadistica. Dado el caracter
multidisciplinar de la tesis y para facilitar la comprension de la misma se ha
decido estructurarla de la siguiente forma:

= Un primer apartado de Introduccion en el que se examina el estado del
arte de la tecnologia de lenguas electronicas, indicando sus tipos y sus
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principales aplicaciones. También se hace un breve repaso de las
distintas técnicas electroquimicas existentes incidiendo especialmente
en las técnicas voltamétricas. Ademas se analizan los sistemas
electronicos y los electrodos utilizados en la implementacion de dichas
técnicas. Por ultimo, se describen las técnicas de analisis multivariante
que van a emplearse en el procesado de los datos.

En el apartado de Objetivos se enumeran los objetivos que se pretenden
alcanzar en el desarrollo de la tesis.

El Capitulo 1 describe el sistema disefiado tanto a nivel de hardware
como de software, y en ¢l se explican los ensayos llevados a cabo para
su caracterizacion eléctrica y validacion. Ademds se detallan los
electrodos utilizados en las experiencias de antioxidantes y glifosato.

En el Capitulo 2 se describen las dos experiencias realizadas con
antioxidantes (dcido ascorbico, acido citrico y acido malico). En la
primera tanda de ensayos se aplica la voltametria de pulsos para
cuantificar la concentracion de los tres tipos de antioxidantes en
disoluciones simples. En la segunda se determina la concentracion de
los antioxidantes pero esta vez en mezclas binarias de ascorbico y
citrico por un lado y ascorbico y malico por otro.

El Capitulo 3 incluye la descripcion de las experiencias llevadas a cabo
con el fin de desarrollar una técnica basada en la voltametria de pulsos
que permita la deteccion del glifosato. Las primeras experiencias tienen
como objetivo intentar cuantificar el glifosato con distintos metales
nobles y no nobles en configuraciéon de lengua electronica. En la
segunda parte de este capitulo se detallan los ensayos conducentes a la
mejora de la resolucion de la medida mediante el uso de electrodos
rotatorios (RDE).

Conclusiones finales.
Lineas futuras.
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Introduccion

1. Concepto de lengua electronica
1.1. Sentido del gusto biolégico

Sistema sensorial

El ser humano hace uso continuamente de sus cinco sentidos para el desempefio
de sus tareas cotidianas. Por ejemplo, para algo tan sencillo como probar un
plato de sopa necesitamos la vista para localizar el plato y supervisar el
movimiento del brazo, el tacto para coger la chuchara con la fuerza justa y, por
ultimo, el olfato y el gusto para saborear la sopa y determinar si nuestra madre
ha acertado en el punto de sal. Y aunque tenemos la sensacion de que mediante
nuestros sentidos percibimos el mundo exterior tal y como es, en realidad la
unica informaciéon que le llega a nuestro cerebro de ese mundo exterior son
impulsos eléctricos que viajan a través de nuestro sistema nervioso [1].

En efecto, la informacion sensitiva viaja en forma de potenciales de accion de
igual amplitud pero de frecuencia variable, que son discriminados en el cerebro.
Este no determina el tipo de estimulo en funcién del potencial de accion ya que
todos son iguales, sino en funcion del canal por el cual le llega. Estos
potenciales son generados por las células receptoras sensitivas que estan
especializadas en transformar la energia del estimulo en una sefial nerviosa. Un
estimulo es una forma de energia proveniente del exterior capaz de despertar
una respuesta sensitiva. Para cada tipo de estimulo hay un tipo de células
receptoras sensitivas. Los mecanorreceptores son receptores sensoriales que
reaccionan ante estimulos mecanicos generando potenciales de accion. Existen
mecanorreceptores en la piel (sentido del tacto) y en las células de la céclea que
transducen las presiones de aire en sonido (sentido del oido). Los
fotorreceptores son transductores de luz que proporcionan una sefal eléctrica
como respuesta a la radiacion optica que incide sobre la superficie sensora.
Estos receptores permiten a nuestro cerebro percibir las ondas
electromagnéticas del espectro visible (sentido de la vista). Por ultimo, los
quimiorreceptores se encargan de transformar en impulsos eléctricos la energia
quimica que se produce cuando entran en contacto con determinadas moléculas
o iones. Son los responsables del sentido del olfato y del gusto.
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Sentido del gusto

El sentido del gusto tiene su origen en las papilas gustativas que son conjuntos
de quimiorreceptores o receptores sensoriales que traducen una sefial quimica
en un potencial de accion o impulso eléctrico. Estos receptores sensoriales son
los encargados de la deteccion de los cinco sabores basicos (acido, dulce,
salado, amargo y umami). Cada receptor sensorial termina en una dentrita o
microvellosidad [2] que al entrar en contacto con las sustancias quimicas
presentes en los alimentos generan impulsos nerviosos que son transmitidos al
cerebro y convertidos, mediante complejos sistemas de reconocimiento, en la
percepcidn de un sabor concreto (ver Figura 1). La frecuencia con que se repiten
estos impulsos indica la intensidad del sabor.

Taste Dendrite
pore \
Supporting ) Epithelium

cell

Cranial
nerve Connective Gustatory
fiber tissue cell

Figura 1. Estructura de la papila gustativa [2]

Cada uno de los sabores basicos puede asociarse a una o varias sustancias
quimicas. Por ejemplo, los protones disociados de 4cidos (H") se corresponden
con el sabor 4cido, los iones sodio (Na") y cloruro (CI) con el sabor salado, las
moléculas de glucosa o sacarosa con el dulce, la quinina con el amargo y la urea
con el umami. Existen diversos tipos de quimiorreceptores distribuidos por la
boca cada uno de los cuales presenta una respuesta diferente. En la Figura 2 se
pueden ver los umbrales de deteccion de los distintos receptores sensoriales del
gusto para las sustancias relacionadas con los distintos sabores [3].
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Figura 2. Umbrales de deteccion de los quimiorreceptores de la boca para distintas
sustancias [3]

Como se puede observar todos los quimiorreceptores de la boca pueden
producir respuesta para todas las sustancias, sin embargo, cado uno de ellos

tiene mas facilidad (umbral de deteccion mas bajo) para detectar determinadas
sustancias (sabores).

Aunque los receptores sensoriales del gusto puedan estar mas o menos
especializados en la deteccion de un sabor en concreto, el concepto general de
sabor, aquél que percibimos por ejemplo cuando degustamos un trozo de

3
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chocolate, se corresponde con el procesado en el cerebro de los impulsos
eléctricos generados por todos los quimiorreptores de la boca y de la nariz.

1.2. Definicion de lengua electronica

En los tultimos tiempos han surgido sistemas electronicos que imitando el
funcionamiento del sentido del olfato y del gusto permiten la determinacion de
parametros fisicoquimicos en matrices complejas. Se trata de las narices y las
lenguas electronicas.

En el caso de las lenguas electronicas, su analogia con el gusto bioldgico no esta
relacionada con el método de conversion de la informacién quimica en sefial
eléctrica ni con el formato de dicha sefial. Como acabamos de ver, en el gusto
biolégico los quimiorreceptores generan un impulso eléctrico al captar una
determinada sustancia en su superficie que es transmitido al cerebro a través del
sistema nervioso. Sin embargo, en las lenguas electronicas la sefial eléctrica
puede ser por ejemplo, el potencial de la interfaz electrodo-muestra (lenguas
electronicas potenciométricas) o la corriente generada como respuesta a la
aplicacion de un determinado potencial al electrodo (lenguas electronicas
voltamétricas). No obstante, si que existe una analogia en el funcionamiento de
ambos sistemas a nivel global. Cuando probamos un alimento el cerebro
combina la informacién generada por quimiorreceptores de distinta naturaleza
para establecer el sabor de dicho alimento. En las lenguas electronicas el
sistema de procesado de datos combina las sefiales recibidas de varios sensores
de distinto tipo para determinar una propiedad de la muestra o cuantificar
alguno de sus compuestos. Existe un tipo de lenguas electronicas llamado taste
sensor (sensor de gusto o de sabor) que intentan mimetizar la capacidad del
gusto biologico de detectar los 5 sabores basicos (dulce, salado, acido, amargo y
umami). Sin embargo, el concepto de lengua electronica es mucho mas amplio;
en la mayoria de los casos los sensores utilizados en este tipo de sistemas no son
capaces de detectar ningun sabor en concreto. Para cada aplicacion se eligen
aquellos sensores cuya respuesta combinada permita clasificar las muestras o
cuantificar alguna de sus propiedades [4][5][6].

En los ultimos afios esta tecnologia estd cobrando una enorme importancia,
prueba de ello es la gran cantidad de trabajos de revision bibliografica que se
han publicado sobre este tema. Algunos de ellos son generales y abarcan los
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distintos tipos de lenguas electronicas y sus aplicaciones [4][5]. Otros, aunque
dan una vision general de esta tecnologia, se centran en alguna aplicacion en
concreto como la industria alimentaria [6][7], la industria farmacéutica [8][9] o
las aplicaciones medioambientales [10]. También hay trabajos que repasan los
avances llevados a cabo en un tipo de lengua electronica en concreto: por
ejemplo en [11] Bratov et al. hacen una revision de las lenguas potenciométricas
incidiendo en los tipos de electrodos utilizados; mientras que en [12] Winquist
describe las lenguas voltamétricas y enumera las aplicaciones de dicha
tecnologia en los ultimos afios. En [13] Gutés et al. repasan el uso de las lenguas
electronicas en los sistemas de medida de inyeccion de flujo.

Las lenguas electronicas se pueden definir como sistemas basados en multiples
sensores de baja selectividad o sensibilidad cruzada que, conjugados con
herramientas de reconocimiento de patrones o de analisis multivariante,
permiten la clasificacion de muestras o la cuantificacion de alguno de sus
parametros fisicoquimicos [13]. La principal diferencia entre las lenguas
electronicas y otras técnicas de analisis es el uso de sensores de sensibilidad
cruzada y baja selectividad, es decir, sensores que no estan disefiados para
detectar una especie en concreto. Esto es perfectamente compatible con la
primera de las funciones de las lenguas electronicas: la clasificacion. En este
caso se toman diversas muestras con diferentes niveles de la caracteristica que
se quiere evaluar (frescura de pescado, calidad de la carne, paneles sensoriales y
otros). Las medidas realizadas sobre estas muestras se procesan mediante
herramientas de reconocimiento de patrones o de analisis multivariante con el
fin de establecer una clasificacion de las mismas.

Sin embargo, a la hora de cuantificar un determinado parametro cabria
preguntarse qué ventajas ofrecen las lenguas electronicas sobre otros métodos
analiticos basados en sensores mas selectivos. En [4] se explica que cuando una
determinada especie se encuentra combinada con otras especies las
interacciones entre ellas dificultan enormemente su cuantificacion mediante el
uso de sensores selectivos. Sin embargo, si se miden sefiales de varios sensores
que son sensibles a las especies presentes (siendo las respuestas de cada uno de
ellos diferentes) es posible, mediante métodos de analisis multivariante, generar
modelos de prediccion que permitan la cuantificacion de una de las especies en
concreto. Seria parecido a construir un sistema de ecuaciones en el que las
variables serian las especies que queremos cuantificar y las respuestas de cada
uno de los electrodos constituirian cada una de las ecuaciones.
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La Figura 3 muestra la estructura de una lengua electronica. Se compone de tres
elementos: los sensores, el sistema de medida y el sistema de procesado de
datos. Como se ha comentado anteriormente, los sensores por lo general tienen
una sensibilidad cruzada a los distintos compuestos de la muestra y su numero
depende de la aplicacion y de la técnica empleada. La mision del sistema de
medida es captar las sefales generadas por dichos sensores, digitalizarlas y
transmitirlas al sistema de procesado de datos. Este recibe los datos de las
medidas y, basandose en algoritmos de reconocimiento de patrones o en
herramientas de analisis multivariante, clasifica las muestras o cuantifica alguna
de sus caracteristicas fisicoquimicas. Normalmente antes de poder llevar a cabo
esa clasificacion o cuantificacion debe realizarse un proceso de aprendizaje en
el que muestras de caracteristicas conocidas son procesadas para “entrenar” al
sistema.

CLASIFICACION
CALIDAD

.BUENA

MALA
REGULAR
SISTEMADE | 1| SISTEMEDE
MEDIDA DE DATOS et et
SENSORES e 7

M5 6.98
M6 124
M7 3,50
M8 584

MUESTRA

Figura 3. Lengua Electronica

2. Técnicas electroquimicas de medida

2.1. Procesos electroquimicos en el electrodo

Una celda electroquimica basica se compone de dos electrodos inmersos en una
disolucién (ver Figura 4). Si aplicamos una tensiéon externa V entre dichos



Introduccion

electrodos, bajo determinadas circunstancias, se producira la circulacion de una
corriente eléctrica I derivada de los procesos electroquimicos que ocurren en la
interfaz electrodo-disolucion de cada uno de ellos. El origen de esta corriente
puede ser la transferencia de carga debida a reacciones quimicas (procesos
faradicos) o la reorganizacion de la carga en la interfaz (procesos no faradicos).

Vv

INTERFAZ
ELECTRODO-DISOLUCION

ELECTRODOS

DISOLUCION
Figura 4. Celda electroquimica
Procesos fardadicos

Normalmente en electroquimica los estudios se centran en uno de los electrodos
(electrodo de trabajo o indicador). Supongamos en dicho electrodo se produce
una reaccion del tipo que aparece en la Ecuacion 1.

O+n-ee == R Ecuacion 1

En funcidn del potencial aplicado, la reaccion podré ser reforzada en uno u otro
sentido, lo que dara lugar a la circulacion de corriente en uno u otro sentido. La
relacion entre el potencial en la interfaz electrodo-disolucion y la corriente
derivada de la transferencia de carga durante la reaccion vendria dada por la
ecuacion de Butler-Volmer [14] (ver Ecuacion 2).
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_aulF [ o (1-a)aF _0
i=nFMUEZ"C, & Rm[ﬁEE)—CR@ R -r) Ecuacion 2

Donde:

i: corriente que atraviesa la interfaz electrodo-disolucion

F: constante de Faraday (96 485,34 C:mol™)

A: superficie de contacto entre el electrodo y la disolucion

k’: constante de velocidad de la reaccion estandar

Co: concentracion de la especie O en la interfaz

a: coeficiente de transferencia

n: namero de electrones involucrados en la reaccion (ver Ecuacion 1)
R: constante universal de los gases ideales (8,314472 J-K™'-mol™)
E: potencial en la interfaz electrodo-disolucion

E”’: potencial normal del par redox

Ck: concentracion de la especie R en la interfaz

Como se puede apreciar, esta relacion viene condicionada por las caracteristicas
intrinsecas de la reaccion (que a su vez dependen de la naturaleza del electrodo
y de las especies que reaccionan), la superficie de contacto entre el electrodo y
la disolucion, la concentracion de las especies involucradas en la reaccion y la
temperatura. Esta ecuacion explica el comportamiento relacionado con la
transferencia de carga justo en la interfaz electrodo-disolucion. Para entender el
proceso a nivel de la celda electroquimica es necesario tener en cuenta otros
fenémenos como:

El transporte de las especies desde el seno de la disolucion hasta la
interfaz para que puedan reaccionar. Este movimiento de materia se
denomina transporte de masa y en el caso de sistemas electroquimicos
puede deberse a fenomenos hidrodinamicos (producidos por la agitacion
de la disolucién, la rotacion del electrodo o el flujo forzado de Ia
disolucion por el electrodo), de migracion (debidos a la interaccion con
un campo eléctrico) o difusion (debidos a gradientes de concentracion).
En la Ecuacion 2 los valores de Cr y Co corresponden a los valores de
concentracion en la interfaz. Dichos valores evolucionan con el tiempo.
Por un lado, conforme se produce la reaccion la concentracion de la
especie que se esta consumiendo disminuird. Por otro, esta disminucion
se ira compensando gracias a los procesos de transporte de masa. La
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evolucion de la corriente generada vendrd marcada por el ritmo de
llegada a la interfaz desde el seno de la disolucion de nuevas cantidades
de la especie que se estd consumiendo.

= Procesos de adsorcion o desorcion. En el proceso de adsorcion los iones o
moléculas presentes en la disolucion se adhieren al electrodo
disminuyendo la superficie util en la que las reacciones puedan tener
lugar. En el proceso de desorcion las sustancias adheridas se separan del
electrodo.

= Otras reacciones que puedan darse antes o después de la reaccion que da
lugar a la transferencia de carga.

Un caso particular interesante de la ecuacion de Butler-Volmer es considerar la
situacion en la que no se produce circulacion de corriente; es decir cuando
existe un equilibrio en la reaccion de la Ecuacion 1 y no hay transferencia neta
de carga en ninguno de los dos sentidos. En este caso el valor del potencial en la
interfaz  electrodo-disolucion puede expresarse en funcion de las
concentraciones de las especies que reaccionan tal y como se indica en la
Ecuacion 3. Esta expresion se denomina ecuacion de Nernst.

E=E"+

Ecuacion 3

RIT oy

nlFF C,

Procesos no fardadicos

La ecuacion de Butler-Volmer explica los fenémenos faradicos que ocurren en
la interfaz electrodo-disolucion, es decir, aquellos relacionados con Ia
transferencia de carga. Sin embargo, en las cercanias de la interfaz, ademas de
las especies que reaccionan, pueden encontrarse iones de otras especies para los
que no se alcanza el potencial de reaccion. Estos iones, aunque no producen
transferencia de carga, si que son atraidos o repelidos por la superficie del
electrodo en funcion del potencial aplicado. Ese movimiento de carga cuando el
potencial cambia da lugar a una corriente similar a la que se produce cuando se
modifica la tension en bornes de un condensador [14][15]. De hecho la
estructura que se forma en la interfaz electrodo-disolucion, denominada doble
capa eléctrica (ver Figura 5), tiene cierta similitud con un condensador. Dicha
estructura integra varias capas. La primera capa (1), la mas proxima al
electrodo, se compone de moléculas del disolvente y a veces de otras moléculas
o iones que son especificamente adsorbidos. Esta capa se denomina capa
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interna, compacta, de Helmholtz o de Stern. El plano formado por los centros de
estos iones especificamente adsorbidos se denomina Plano Interno de
Helmbholtz (IHP). Tras esa capa se sitian los iones solvatados; el plano formado
por los centros de estos iones se denomina Plano Externo de Helmholtz (OHP)
y marca la distancia minima a la que estos iones pueden acercarse a la superficie
del electrodo. Las interacciones entre dichos iones y el electrodo se limitan a
fuerzas electrostaticas. Mas alla del OHP se encuentra la capa difusa. En esta
zona la distribucion de los iones se establece en base al movimiento aleatorio
térmico y las fuerzas de atraccion/repulsion entre los iones y la superficie del
electrodo. La capa difusa tiene un grosor muy pequefio y depende de la
concentracion ionica total (para concentraciones mayores de 10> M, el espesor
es menor de 100 1&). Mas alla de la capa difusa los iones no perciben las fuerzas
de atraccion electrostatica producidas por el electrodo. De hecho, en ausencia de
corriente, la caida de potencial entre dos electrodos se produce en los interfaces
y no en el seno de la disolucion. Cuando hay circulacion de corriente se genera
una pequefia caida de potencial en la disolucion debida a su conductividad
finita.

Si se producen cambios en el potencial aplicado al electrodo la estructura de la
doble capa eléctrica debe reorganizarse en base al nuevo potencial, lo que
genera una corriente transitoria (corriente de carga). Esta corriente debe ser
considerada en los experimentos electroquimicos ya que en algunos casos puede
llegar a ser mayor que la corriente faradica.

ELECTRODO | DISOLUCION
(1) ) (3)

| ___Cation solvatado

Anion C%%

adsorbido

ON

ey

Molécula de
disolvente

O

IHP OHP

Figura 5. Estructura de la doble capa eléctrica
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Una celda electroquimica es, por tanto, un sistema complejo en el que ocurren
simultaneamente diversos procesos y en el que distintas variables se
interrelacionan. En la Figura 6 se detallan las variables mas importantes que
intervienen en los procesos electroquimicos [14].

Variables eléctricas

e Potencial (E)
o Corriente (i)
Variables externas e Carga (Q)

e Temperatura
e Presion
e Tiempo v

Variables del electrodo

Material
Area de la superficie

L ]

L]

o Geometria

e Condiciones superficiales

Variables de transferencia de masa \EI

/V

¢ Modo (difusion, conveccion, ...) /
o Concentraciones en la superficie
e Adsorcion

Variables de la disolucion \

e Concentracion de especies
electroactivas (Co,Cr)

e Concentracion de otras especies

e Disolvente

Figura 6. Variables involucradas en los procesos electroquimicos

El objetivo de las técnicas electroquimicas de medida es la determinacion de
alguna de estas variables a partir del control y/o la medida de otras. Por
ejemplo, en voltametria se aplica un determinado potencial al electrodo de
trabajo y se mide la corriente que circula por el mismo con el fin de determinar
la concentracion de alguna de las especies electroactivas presentes en la
disolucion.

11
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2.2. Clasificacion de los métodos electroquimicos de medida

En la bibliografia consultada se han encontrado diversas clasificaciones de las
técnicas electroquimicas [15][16][17][18] aunque todas ellas pueden
condensarse en el diagrama que aparece en la Figura 7.

METODOS ELECTROQUIMICOS
\

En el interfaz En el seno de la disolucién
T ! 1
Estaticos Dinémicos Conductimetria
(i=‘0) (i;é‘O)
T 1
Potenciometria Potencial controlado Corriente controlada
T 1
Barrido de Potencial Escaldn de potencial CronoPotenciometria ~ Culombimetria

controlada por
corriente

T T 1 T T 1
Voltametria de Voltametria  Voltametria de Voltametria de CronoAmperometria Culombimetria
barrido lineal ciclica redisolucién pulsos controlada por
tension

Figura 7. Métodos electroquimicos fundamentales

En primer lugar hay que hacer una distinciéon entre aquellas técnicas que se
aplican en el seno de la disolucion y aquéllas que se centran en el estudio de los
procesos que ocurren en la interfaz entre la disolucion y el electrodo. Dentro del
primer grupo la técnica mas importante es la conductimetria que consiste en
medir la conductividad de la disolucion aplicando una sefal cuadrada de alterna
y midiendo la corriente que circula. Para cada semiperiodo de la sefial cuadrada
el cociente entre la tension aplicada y la corriente medida se corresponde con la
resistencia de la disolucion entre los dos electrodos. Conociendo las
caracteristicas geométricas de los electrodos se puede deducir la conductividad
a partir de la resistencia medida.

Dentro de los métodos electroquimicos interfaciales se distinguen dos grupos:
los estaticos y los dinamicos. En las técnicas electroanaliticas estaticas se
trabaja con el sistema en el equilibrio; es decir no hay circulacion de corriente.
La mas conocida de éstas es la potenciometria. Dentro de las dinamicas cabe
hacer una nueva separacion entre aquéllas para las que el pardmetro eléctrico
controlado es la corriente y aquéllas para las que el parametro controlado es la
tension. Del primer grupo las mas significativas son la culombimetria
controlada por corriente y la cronopotenciometria. Pero las técnicas
electroquimicas interfaciales dindmicas mas utilizadas son las controladas por

12
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tension, en las que el control puede ser mediante barridos de potencial
(voltametria de barrido lineal, voltametria ciclica y voltametria de redisolucion)
o mediante escalones de potencial (voltametria de pulsos, cronoamperometria y
culombimetria controlada por tension).

Las técnicas interfaciales dindmicas de barrido de potencial también se pueden
clasificar entre las hidrodinamicas y las estacionarias. En las estacionarias la
disolucion permanece en reposo mientras que en las hidrodinamicas se provoca
el movimiento de las especies en las cercanias del electrodo con el fin de
facilitar la reaccion. Hay que considerar la existencia de elementos que
dificultan la llegada de las especies a la superficie del electrodo como son las
moléculas e iones fisisorbidos o los residuos de las reacciones. El objetivo del
movimiento es desalojar estos elementos para facilitar la difusion hacia la
superficie del electrodo de las especies que deben reaccionar. Este movimiento
puede provocarse de tres maneras:

= Haciendo rotar el electrodo: Rotating Disk Electrode (RDE).
= Agitando la disolucion.
= Haciendo circular un flujo de disolucion por la superficie del electrodo.

Por ultimo, aunque solo aparece en una de las clasificaciones encontradas en la
bibliografia consultada [17], la espectroscopia de impedancias es una técnica
analitica muy potente [14][19]. Esta técnica puede aplicarse tanto a nivel de la
interfaz electrodo-disoluciéon como para medir propiedades en el seno de la
disolucion.

2.3. Potenciometria

La potenciometria se basa en la medida del potencial que se establece entre dos
electrodos cuando son sumergidos en una disoluciéon y no hay circulacion de
corriente. El potencial medido es la diferencia entre los potenciales que se
establecen en cada uno de los electrodos.

En condiciones de corriente nula el potencial de cada electrodo viene dado por
la ecuacion de Nernst (ver Ecuacion 3). Por tanto, el potencial externo medido
dependera, entre otras cosas, del material de los electrodos, de la naturaleza y
concentracion de las especies presentes en la disolucion y de la temperatura. De
forma que seria posible relacionar el potencial medido con la concentracion del
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soluto en una disolucion simple. También resulta interesante destacar que en
este caso no existe dependencia directa con la superficie de contacto entre el
electrodo y la disolucion.

Medida del
potencial eléctrico

\"

| |

Electrodo de trabajo Electrodo de
o indicador referencia

Figura 8. Diagrama de bloques de un sistema de lengua electrénica
potenciométrica

En realidad en potenciometria solo interesa obtener informacion sobre uno de
los electrodos (electrodo de trabajo o indicador). El otro electrodo sirve
unicamente como referencia (contraelectrodo o electrodo de referencia) y, por
tanto, debe tener un potencial estable para que no afecte a las medidas del
electrodo de trabajo. Basicamente el electrodo de referencia debe cumplir que
su potencial sea estable ante cambios en la concentracion del soluto en la
disolucion. Existen varios tipos de electrodos de referencia; los mas conocidos
son el electrodo estandar de hidrogeno, el electrodo de calomelanos y el
electrodo de plata-cloruro de plata (ver apartado 5.1 de esta introduccion).
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Con un electrodo de referencia estable, las variaciones en el potencial medido se
deberan a cambios en el potencial de la interfaz del electrodo de trabajo que, a
su vez, depende de la concentracion del soluto. Por tanto, eligiendo el material
adecuado para el electrodo de trabajo se puede establecer una relacion entre la
concentracion del soluto y el voltaje medido entre los dos electrodos. En
potenciometria existen diversos tipos de electrodos de trabajo: electrodos
metalicos, electrodos selectivos de iones y otros (ver apartado 5.2 de esta
introduccion).

La Ecuacion 3 es valida para el caso de disoluciones simples, pero cuando en la
disolucion existen varias especies el potencial generado ya no depende de la
concentraciéon de una sola especie sino de las interacciones que se producen
entre todas ellas [4]; y, por tanto, no resulta posible establecer una relacion entre
la tension medida y la concentracion de una de las especies. Una posible
solucion a este problema es el uso de electrodos selectivos de iones (ISE), que
se veran en el apartado 5.2 de esta introduccion. Sin embargo, la fabricacion de
electrodos selectivos de iones con bajos coeficientes de selectividad no resulta
facil y dichos coeficientes normalmente dependen de las condiciones de
medida. Por este motivo, tal y como se comentd en el apartado 1.2, se
empezaron a utilizar electrodos de sensibilidad cruzada en formato de lengua
electronica para la cuantificacion de especies dentro de las matrices complejas
en las que se producen interferencias entre los distintos compuestos.

2.4. Técnicas voltamétricas

Metodologia de medida. Configuracion a 3 electrodos

El objetivo de la voltametria es aplicar una tension controlada a la interfaz
electrodo-disolucion del electrodo de trabajo y medir la corriente que circula
por el mismo. Para poder llevar a cabo este proceso es necesario el uso de, al
menos, dos electrodos: el electrodo de trabajo (que es aquel en el que se van a
producir los procesos electroquimicos que se desea analizar) y un
contraelectrodo que permita cerrar el circuito para que la corriente circule. Sin
embargo, realizar un ensayo de voltametria en configuracion a dos electrodos
plantea una serie de problemas derivados del hecho de que en el contraelectrodo
también se producen procesos electroquimicos que van a afectar a la medida de
aquéllos que ocurren en el electrodo de trabajo. En la Figura 9 se muestra una
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celda electroquimica de 2 electrodos a la que se le aplica un potencial Er. En la
parte inferior de la figura se ha afladido el modelo eléctrico simplificado de
dicha celda [15].

Potencial eléctrico
aplicado

Er

WE CE

(IdI)WE

(Cawe }_<—|
pull

(I)we

AEWE AED|S AECE

WE

Figura 9. Ensayo de voltametria en configuracién a 2 electrodos

Tal y como se vio en el apartado 2.1 de esta introduccion, la corriente total que
circula por la interfaz electrodo-disolucion es la suma de la corriente derivada
de la transferencia de carga (corriente faradica Ig) y la corriente debida a la
reorganizacion de las cargas en la doble capa eléctrica (corriente no faradica Ig).
La relacion entre la corriente farddica y la tension aplicada a la interfaz
electrodo- disolucion viene representada por la impedancia Z;. Este modelo es
una simplificacion puesto que esta corriente no solo depende del potencial
aplicado sino también de otras variables como la concentracion. En cuanto a la
corriente no faradica, su relacion con la tensién se establece mediante un
condensador Cg4. Esta representacion es de nuevo una simplificacion porque, a
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su vez, el valor de dicho condensador depende de la tension aplicada. Sin
embargo, a efectos practicos este modelo permite entender la relacion existente
entre el potencial aplicado al electrodo y la corriente que circula por él. Dicha
relacion vendria dada por el condensador Cy y la impedancia Zy, que, a su vez,
dependen de las distintas variables que intervienen en el proceso. El modelo
eléctrico del tramo de disolucion que va del electrodo de trabajo al
contraelectrodo se establece mediante una resistencia Rpis (que depende de la
conductividad de la disolucion). Por tanto, cuando aplicamos un determinado
voltaje entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo dentro de la celda
electroquimica, este voltaje se reparte en 3 caidas de potencial: la caida de
potencial en la interfaz de electrodo de trabajo (AEwg), la caida de potencial en
la disolucion (AEps), la caida de potencial en la interfaz del contraelectrodo
(AEcg). La caida de potencial en la disolucion es, por lo general, pequeia y
ademas, al depender tinicamente de la conductividad de la disolucion, podria ser
compensada. Sin embargo, la caida en el contraelectrodo supone un problema
ya que su valor depende de una gran cantidad de variables que evolucionaran a
lo largo del ensayo. Por este motivo, en una configuracion a 2 electrodos,
aunque apliquemos un potencial controlado entre el electrodo de trabajo y el
contraelectrodo, no es posible controlar el potencial que realmente sera aplicado
a la interfaz electrodo-disolucion del electrodo de trabajo.

Para solucionar este problema es necesario trabajar en una configuracion a 3
electrodos [14][15][16] y utilizar un potenciostato que permita controlar la
tension aplicada a la interfaz del electrodo de trabajo tal, y como se indica en la
Figura 10. En la configuracion a 3 electrodos se necesitan:

= Un contraelectrodo o electrodo auxiliar (CE o AE): su mision es
unicamente permitir la circulacion de la corriente hacia el electrodo de
trabajo. La caida de potencial que se produzca en el contraelectrodo no es
importante para el funcionamiento del sistema (salvo que pudiese
provocar una saturacion del potencial total aplicado Er).

= Un electrodo de referencia (RE): este electrodo debe cumplir dos
condiciones. En primer lugar, el electrodo de referencia debe conectarse a
una entrada de alta impedancia del potenciostato de forma que no se
produzca circulacion de corriente por el mismo. Cuando la corriente que
lo atraviesa es nula un electrodo puede representarse mediante una
resistencia y una bateria que corresponde a la tension que se genera en su
interfaz segin indica la ecuacion de Nernst (ver Ecuacion 3). La segunda
condicion que debe cumplir el electrodo de referencia es que debe ser
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muy estable ante cambios de concentracion en la disolucion de manera
que la tension de la bateria pueda considerarse constante.

Un electrodo de trabajo (WE): es el electrodo sobre el que se quieren
realizar las medidas. El objetivo es poder aplicarle una tension controlada

y medir la corriente que circula por él.

Er
Potencial total aplicado

N

POTENCIOSTATO

Ec\_’%
Potencial

controlado

WE

WE RE CE
RE
EORE
AE R
(lawe RE RE (Idll)C_E (Ca)oe
N
J Rois
(Iywe
AEwe AEpis

Er

El potenciostato, cuya estructura interna y funcionamiento se describe en el
apartado 4.3 de esta Introduccion, debe garantizar el buen funcionamiento del

Figura 10. Ensayo de voltametria en configuracion a 3 electrodos

sistema. Para ello debe cumplir dos condiciones:
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= La conexion al electrodo de referencia debe ser una entrada de alta
impedancia para evitar la circulacion de corriente por €él.

= El potenciostato debe aplicar entre el electrodo de referencia y el
electrodo de trabajo un potencial controlado (Ec) que no debe ser
afectado por lo que ocurra en el contraelectrodo. Por contra, el valor de la
tension total aplicada entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo
(Et) si que puede variar en funcion de los procesos que ocurran en el
contraelectrodo y en el tramo de la disolucion que va desde el
contraelectrodo al electrodo de referencia (AE’ps).

En estas condiciones, el potencial aplicado a la interfaz electrodo-disolucion del
electrodo de trabajo (AEywg) vendra dado por la expresion de la Ecuacion 4.

AE,. =E,. —EI(;E -AE Ecuacion 4

Como acabamos de explicar, eligiendo el electrodo de referencia adecuado, el
potencial E’y; puede considerarse constante; ademas la caida de potencial en la
disolucion es, por lo general, pequefia. Por tanto, estableciendo el valor del
potencial Ec es posible controlar la tension aplicada a la interfaz electrodo-
disolucion del electrodo de trabajo. Para el caso de disoluciones de baja
conductividad debera encontrarse un sistema de compensacion de la caida
AEps. Una posibilidad de llevar a cabo esta compensacion es acercar el
electrodo de referencia lo mas posible al electrodo de trabajo. Otra posibilidad
es realizar medidas de la conductividad de la disolucién durante el ensayo,
calcular la caida de potencial AEps y modificar el valor de Ec para tener en
cuenta dicha caida.

Clasificacion de las técnicas voltamétricas

Hay una gran variedad de técnicas voltamétricas y existe cierta confusion en su
clasificacion [14][15][16]. Esta confusion se debe a que en los ultimos afios la
tecnologia disponible, la forma de llevar a cabo los ensayos y el modo de

analizar los datos han cambiando sustancialmente.

Una primera agrupacion de las técnicas voltamétricas se hace en base al tipo de
potencial que se aplica:
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20

Técnicas voltamétricas de barrido: en este caso la tension aplicada al
electrodo varia lentamente. Dentro de estas técnicas cabe destacar las
siguientes:

0 Voltametria de barrido lineal (Linear Sweep Voltammetry LSV): en

esta técnica se aplica un potencial al electrodo de trabajo que aumenta
de forma lineal a un ritmo que por lo general varia entre 10mV/s y
10V/s y se mide la corriente resultante. A continuacion se representa
la evolucion de la corriente en funcion del potencial aplicado. A este
tipo de representacion grafica se la denomina voltagrama o
voltamograma. Cuando se alcanza el potencial de reaccion de alguna
de las especies presentes en la disolucion se produce un aumento
significativo de la corriente. Sin embargo, conforme la reaccion
transcurre la concentracion de la especie que reacciona disminuye y,
si no hay ningun proceso hidrodinamico, la corriente empezara a caer.
Este proceso producird un pico de corriente en el voltagrama que
permitira la identificacion del potencial de reaccion (ver Figura 11).

POTENCIAL APLICADO VOLTAGRAMA

v

t Er E

Figura 11. Voltametria de barrido lineal

0 Voltametria de redisolucion (Stripping Voltammetry SV): es muy

parecida a la voltametria de barrido lineal pero incluye dos etapas mas
al principio del proceso. En primer lugar se deposita el analito en la
superficie del electrodo a través de una oxidacion o de una reduccion
aplicando un potencial constante. Para aumentar la eficacia de la
deposicion, durante este proceso se realiza una agitacion o se hace
girar el electrodo. A continuacién viene una etapa de reposo y, por
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ultimo un barrido lineal que producira la reaccion inversa a la
desarrollada en la fase de deposicion, de forma que el analito sera
retirado de la superficie del electrodo.

0 Voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry CV): es similar a la
voltametria de barrido lineal con la diferencia de que, una vez
alcanzado el potencial maximo, se lleva a cabo un nuevo barrido en
sentido contrario hasta alcanzar el potencial inicial (ver Figura 12 ).

POTENCIAL APLICADO VOLTAGRAMA

A\

v

Figura 12. Voltametria ciclica

= Técnicas voltamétricas de pulsos: las numerosas técnicas que se integran
en este grupo pueden agruparse en funcion de la amplitud de los pulsos:

0 Voltametria de pulsos de pequefia amplitud: dentro de este grupo se
integran técnicas en las que se incrementa la tension aplicada al
electrodo en pequefios escalones (voltametria de escalera o Staircase
Voltammetry SV) o mediante la generacion de pequefios pulsos cuyo
nivel de continua se va aumentando (voltametria de onda cuadrada o
Square Wave Voltammetry SWV y voltametria de pulso diferencial o
Differential Pulse Voltammetry DPV) al tiempo que se mide la
corriente resultante. El potencial aplicado para este tipo de técnicas se
representa en la Figura 13, en la que los puntos indican los instantes
en los que se mide la corriente.

0 Voltametria de pulsos de gran amplitud: en este caso la amplitud de
los pulsos es mayor. Como ejemplo de este tipo de técnicas se pueden
citar la voltametria de pulsos normal (Normal Pulse Voltammetry
NPV) y la cronoamperometria. En la primera de ellas se aplican
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pulsos de amplitud creciente y la corriente se mide al final de cada
uno de estos pulsos. En la segunda técnica se aplican 1 o 2 pulsos y la
corriente se muestrea con una periodicidad mucho menor que la
duracion de los pulsos. En los ultimos afios se estan utilizando
técnicas de voltametria de pulsos en las que el disefio de pulsos se
hace a medida en funcion de la aplicacion y la sefial de corriente es
muestreada al estilo de la cronoamperometria [12].

ESCALERA ONDA CUADRADA

—|

A 4
A 4

Figura 13. Voltametria pulsos de pequeiia amplitud

VOLTAMETRIA DE PULSOS CRONOAMPEROMETRIA
NORMAL o

»
»

-

v
v

Figura 14. Voltametria pulsos de pequeiia amplitud

La eleccion de la técnica voltamétrica mas adecuada para cada experiencia
dependera del objetivo de la misma; es decir, de la variable del proceso
electroquimico que se desea medir (concentracion de analito, coeficiente de
difusion, caracteristicas de la doble capa eléctrica, potencial de oxidacion-
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reduccion u otros). Por ejemplo, en la voltametria de barrido y en la de pulsos
de pequefia amplitud las corrientes medidas estaran fundamentalmente
relacionadas con los procesos faradicos y con los procesos de difusion; mientras
que en la voltametria de pulsos de gran amplitud ademas de estos dos procesos
pueden estudiarse los efectos de la doble capa eléctrica. Para estas Gltimas, si la
medida de corriente se hace al principio del pulso o si los pulsos son de muy
corta duracion los resultados obtenidos estaran estrechamente relacionados con
la doble capa eléctrica; sin embargo, si los pulsos son largos y la medida se
realiza al final, los valores medidos tendran relacion con efectos faradicos y de
transporte de masa.

Otro modo de clasificar las técnicas voltamétricas seria en funcion de como se
mide la corriente y del procesado de los resultados obtenidos. En la mayoria de
las técnicas voltamétricas tradicionales la medida de la corriente se utiliza para
llevar a cabo la representacion grafica del voltagrama. Este es el caso de la
voltametria de barrido lineal, de la voltametria de redisolucion y de la
voltametria ciclica. Pero también es el caso de la mayoria de las técnicas
voltamétricas de pulsos (SV, SWV y NPV) ya que los puntos en los que la
corriente se mide corresponden a valores crecientes de tension y, por tanto, es
posible representar para esos puntos la grafica de corriente frente a tension. Sin
embargo, para la cronoamperometria el objetivo no es la obtencion de un
voltagrama sino el estudio de la evolucion temporal de corriente en el electrodo
cuando éste es sometido a escalones de potencial. En esta linea, en los altimos
afios han aparecido nuevas técnicas voltamétricas para las que el objeto de
estudio es Unicamente la evolucion temporal de la corriente. En 1998 Winquist
et al. presentan un trabajo en el que se utiliza una lengua electronica
voltamétrica para la determinacion de la frescura de la leche [20]. En este
trabajo se describe una nueva técnica voltamétrica consistente en aplicar pulsos
de 0,5 s de duracion y de diversas amplitudes y medir la evolucion temporal de
corriente con una frecuencia de muestreo de 20 Hz. Los valores de las muestras
de corriente son procesados mediante herramientas de analisis multivariante con
objeto de clasificar las muestras o generar modelos predictivos que permitan
cuantificar el contenido bacteriano de la leche. Desde entonces esta metodologia
ha sido adoptada por otros autores en diversos trabajos. En [17] esta técnica se
denomina voltametria de corriente muestreada (Sampled Current Voltammetry).
En la Figura 15 se representan las sefiales tipicas de los ensayos realizados con
este tipo de técnica. En rojo se muestran los pulsos de tension aplicados al
electrodo de trabajo mientras que en verde aparece la sefial de corriente que
circula por el mismo. Los puntos indican los valores de corriente que son
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muestreados. Dichos valores son los que se utilizan para el analisis
multivariante.

Corriente
Potencial

s

v

/’

Figura 15. Voltametria de corriente muestreada

Si se analiza cada uno de los pulsos de forma individual se observa que la sefial
de corriente tiene un comportamiento exponencial. En realidad este
comportamiento viene determinado por la contribucion de la corriente no
faradica (debida a la reorganizacion de las cargas en la doble capa eléctrica) y
de la corriente faradica (correspondiente a las reacciones de oxidacion-
reduccion que ocurren en el interfaz electrodo-disolucion). Si la amplitud del
potencial aplicado no es suficiente para provocar reacciones de oxidacion-
reduccion la corriente tendra Unicamente una componente no faradica, tal y
como se muestra en la Figura 16-a. Sin embargo, si el potencial aplicado
produce una reaccion de oxidacion-reduccion la corriente obtenida sera la suma
de la corriente no faradica y la corriente faradica resultante de la reaccion (ver
Figura 16-b). Tanto la corriente farddica como la no faradica estan relacionadas
con la naturaleza del electrodo y la naturaleza y concentracion de las especies
presentes en la disolucion. Por lo tanto, el estudio de la evolucion temporal de la
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corriente total permite obtener informacidn sobre la composicion quimica de la
muestra.

i(t) i(t)

Corriente no faradica

\ Corriente faradica

» ] »
Ll Ll

t t

a) Sin procesos faradicos b) Con procesos faradicos

Figura 16. Respuesta en corriente a un escalén de potencial

En la presente tesis se ha aplicado la voltametria de corriente muestreada para la
generacion de los modelos predictivos de antioxidantes y glifosato.

2.5. Culombimetria

La culombimetria permite medir la cantidad de soluto que hay en una disolucion
haciendo reaccionar el soluto con el electrodo de trabajo. Conociendo la
corriente que circula y el tiempo que dura el ensayo es posible saber la carga
que se ha empleado en la reaccion, y, por tanto, aplicando la ley de Faraday,
puede calcularse la cantidad de soluto que ha reaccionado. Existen dos tipos de
culombimetria:

* Culombimetria controlada por tension: en este caso se aplica una tension
constante durante el tiempo necesario para que todo el soluto presente en
la disolucion reaccione. Al aplicar una tension constante, la corriente por
electrodo de trabajo va decreciendo de forma exponencial hasta que se
hace cero (cuando se haya consumido todo el soluto). Para obtener la
carga total es necesario integrar la corriente medida a lo largo del tiempo
de ensayo. En disoluciones en las que haya varios solutos el potencial
aplicado se establece de forma que permita unicamente la reaccion del
soluto que se desea cuantificar. Para poder aplicar un potencial
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controlado al electrodo de trabajo es necesario utilizar una configuracion
a 3 electrodos conectada a un potenciostato (ver apartado 2.4).

» Culombimetria controlada por corriente: en este caso se aplica una
corriente constante, lo que por un lado acelera el proceso y por otro
facilita el calculo de carga, ya que basta con multiplicar el valor de la
corriente por el tiempo de ensayo. Sin embargo, esta técnica plantea dos
problemas. En primer lugar conforme el soluto se va consumiendo la
corriente empezara a disminuir. Para mantenerla constante serd necesario
aumentar la tension aplicada al electrodo de trabajo para mantener
constante el ritmo de consumo del soluto. Pero ese aumento puede
provocar nuevas reacciones en las que no esté involucrado el soluto, con
lo que no se cumpliria la relacion entre la carga medida y la cantidad de
soluto consumida. En ocasiones para mantener el ritmo de consumo del
analito sin provocar reacciones que no contribuyan a su consumo se
agregan sustancias mediadoras [16]. Se trata de sustancias que reaccionan
facilmente con el analito permitiendo que la corriente consumida se
corresponda exactamente con el consumo del analito. En segundo lugar
en este tipo de culombimetria resulta dificil conocer cuando el ensayo ha
concluido. Para ello es necesario detectar en qué momento el analito ha
sido completamente consumido. Normalmente esto se consigue mediante
técnicas auxiliares como la potenciometria.

2.6. Espectroscopia de impedancias

La espectroscopia de impedancias es una técnica analitica que consiste en medir
el valor de la impedancia de un determinado sistema a distintas frecuencias. Se
trata de un método de medida que puede ser aplicado tanto a muestras solidas
como a muestras liquidas, y en electroquimica puede utilizarse para realizar
medidas tanto en la interfaz electrodo-disolucion como en el seno de la
disolucion.

La impedancia es un valor complejo que puede representarse en formato de
parte real y parte imaginaria o en formato de modulo y fase. En las medidas de
espectroscopia de impedancias se aplican sucesivamente tensiones senoidales de
diferentes frecuencias y para cada una de ellas se calcula el valor de la
impedancia (ver Figura 17). Para ello, se mide la corriente resultante de la
aplicacion de la tension senoidal a la muestra. El cociente entre las amplitudes
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de la tension aplicada y la corriente medida nos darda el modulo de la
impedancia; mientras que para calcular la fase tendremos que multiplicar por
2-Ty por la frecuencia el retraso temporal entre los cruces por cero de las dos
sefiales.

— V()
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i i b
—w A — i y
' O — ' iy )
o L o Y
‘ % o ‘ V (.

Frecuencia f;

Frecuencia f,
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Z, = ‘Zl‘ej% ‘l(t)‘ z,= ‘Zz‘e‘j% ‘I(I)‘
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COMPLEJO COMPLEJO

Figura 17. Medidas de espectroscopia de impedancias

Los valores de impedancia para todo el rango de frecuencias medidas
constituyen el espectro de impedancias que esta intimamente relacionado con
las propiedades fisicoquimicas del sistema [19][21].

En sistemas electroquimicos, si lo que interesa es la medida de propiedades en
el seno de la disolucion, la espectroscopia de impedancias puede aplicarse en
configuracion de 2 electrodos, siempre que ambos estén hechos del mismo
material o la superficie de contacto de uno de ellos sea mucho mayor que la del
otro [22]. En este caso la amplitud de las tensiones aplicadas puede llegar hasta
los 500 mV [21]. Sin embargo, si lo que interesa es el estudio de los fendmenos
que ocurren en la interfaz electrodo-disolucion serd necesario trabajar en
configuracion de 3 electrodos y las tensiones aplicadas deberan ser de baja
amplitud (de 10 a 20 mV) para mantener al sistema trabajando en la zona lineal
[14][19].
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3. Tipos de lenguas electronicas

3.1. Lenguas electronicas potenciométricas

Las potenciométricas son sin duda el tipo de lengua electronica mas extendida.
Fueron las primeras en aparecer y su modo de funcionamiento es el que mas se
asemeja al funcionamiento del gusto biolégico. En efecto, las lenguas
electronicas potenciométricas basan su funcionamiento en la medida del
potencial de equilibrio que se genera cuando se introduce un electrodo en la
muestra (ver apartado 2.3).

Su uso esta tan extendido que incluso existen sistemas de lenguas electronicas
potenciométricas comerciales. En concreto, en la bibliografia consultada se han
encontrado dos lenguas potenciométricas comerciales: la lengua electronica
Astree de la empresa francesa AlphaMOS y el sensor de gusto TS-5000Z de la
empresa japonesa Insent (este ultimo es una version mejorada de la primera
version SA402 descrita en [23]). La primera, Astree, utiliza unos electrodos
ChemFET (transistores de efecto de campo modificados quimicamente) con
baja selectividad y sensibilidad cruzada, lo que se corresponde exactamente con
el concepto de lengua electronica expuesto en el apartado 1.2 de esta
introduccion. El fabricante ofrece diversos juegos de electrodos que se
seleccionan en funcion de la aplicacion. En cuanto al sensor de gusto TS-5000Z
dispone de 7 sensores de membrana lipidica cada uno de los cuales tiene
asociada una cierta caracteristica del gusto (amargo, acido, salado, umami,
dulce, etc.); de ahi que este ultimo sistema no pueda considerarse realmente una
lengua electronica. En [24] se hace un estudio comparativo entre estas dos
lenguas aplicandolas a la deteccion de distintos sabores en medicamentos y
comparando las medidas obtenidas con un panel sensorial. Los resultados
obtenidos con ambos sistemas son igualmente correctos.

Ademés de las comerciales existe un gran numero de sistemas de lenguas
electronicas  potenciométricas  desarrolladas por diversos grupos de
investigacion. El mas importante de estos grupos es, sin duda alguna, el de la
Universidad de San Petersburgo [4]. Son numerosos los trabajos de este grupo
encontrados en la bibliografia consultada bien como autores tnicos bien en
colaboracion con otros grupos. Su linea de investigacion consiste en el disefio
de lenguas electronicas potenciométricas basadas en electrodos de membranas
poliméricas y vidrios calcogenuros. En [25] se hace una comparativa entre las
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lenguas desarrolladas por este grupo y la lengua comercial Astree aplicandolas a
la determinacion del sabor y de parametros fisicoquimicos de seis variedades de
tomates belgas. La conclusion a la que se llega es que la lengua electronica
desarrollada por la Universidad de San Petersburgo tiene mayor capacidad de
cuantificacion de los parametros fisicoquimicos mientras que la lengua
comercial predice mejor el sabor del tomate.

Las aplicaciones de las lenguas electronicas potenciométricas son muy variadas.
Existe un enorme numero de publicaciones en las que se aplican dichos sistemas
al ambito alimentario, pero también se han encontrado publicaciones
relacionadas con otros campos.

Aplicacion de las lenguas electronicas potenciométricas al ambito alimentario

Las aplicaciones mas frecuentes de las lenguas electronicas potenciométricas
en el sector alimentario estan relacionadas con bebidas ya sean alcohoélicas o no
alcohdlicas. En [26] Lvova et al. clasifican refrescos y cervezas mediante
electrodos de carbono de membrana polimérica. Martinez-Mafiez et al. analizan
en [27] diversas muestras de aguas minerales comerciales comparandolas con
agua del grifo mediante electrodos de distintos metales. Mientras que en [28] se
cuantifica la cantidad de zumo natural en distintos refrescos utilizando
electrodos de membrana polimérica. También se han publicado un gran nimero
de trabajos sobre medidas realizadas en vinos, bien para determinar el contenido
en alcoholes [29] o para cuantificar el contenido en acidos organicos y fenoles o
el tiempo de crianza [30]. En [31] Polshina et al. aplican una lengua electronica
potenciométrica a la determinacién del contenido de alcoholes y polifenoles y
del grado de amargor de 50 marcas de cerveza belgas y holandesas. El té ha sido
también objeto de estudios con este tipo de técnicas; en concreto, He et al.
evaluan mediante una lengua electronica Astree 10 parametros sensoriales de
tés chinos comparandolos con un panel sensorial [32]. Legin et al. evaluan en
[33] la calidad de distintos tipos de vodkas y aguardientes midiendo diversos
contaminantes mediante electrodos de membrana polimérica y vidrios
calcogenuros. Muestras de distintas marcas de zumos de naranja son
clasificadas mediante técnicas potenciométricas en [34].

El estudio de la leche es otra de las grandes aplicaciones de las lenguas
electronicas potenciométricas en el ambito alimentario. En [35] se utiliza la
lengua comercial Astree para discriminar entre distintos tipos de fermentacion y
almacenamiento de leche probidtica. Mottran et al. aplican técnicas
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potenciométricas basadas en los electrodos desarrollados por la Universidad de
San Petersburgo para la deteccion de mastitis en muestras de leche de vaca [36];
mientras que en [37] Ciosek et al. clasifican leches de distintas marcas mediante
una lengua potenciométrica.

También se han llevado a cabo trabajos con lenguas potenciométricas sobre
frutas y verduras. En concreto en [38] se clasifican diversas variedades de
manzanas y se cuantifica su contenido en acidos organicos, mientras que en [39]
se evalua la evolucion con el tiempo de parametros quimicos (pH y Brix) en
albaricoques. Por ultimo, en [25] Beullens et al. aplican las lenguas electronicas
potenciométricas para determinar los azucares, los acidos y las sales minerales
de los tomates.

En [40] se aplica la potenciometria a la deteccion de gluten en alimentos (pan,
harina, galletas, cereales y papillas para bebés). Mientras que en [41] Wie et al.
utilizan la lengua Astree para la clasificacion de distintas mieles en funcion de
su origen floral y geografico.

Aunque en la mayoria de los casos las aplicaciones de las lenguas electronicas
potenciométricas estan destinadas a liquidos, existen algunos trabajos en los que
las medidas se realizan sobre alimentos solidos. Por ejemplo en [42] y [43] se
presentan sendos trabajos en los que se aplica la potenciometria con electrodos
de distintos metales a la medida de frescura de pescado (dorada). Los mismos
autores en [44] evaluan la vida 1til de la carne de cerdo a partir del estudio de
diversos parametros fisicoquimicos mediante electrodos de Au, Ag, Cu, Pb, Zn
y C.

Otras aplicaciones de las lenguas electronicas potenciométricas

Fuera del ambito alimentario se encuentran aplicaciones relacionadas con la
industria farmacéutica. En [45] y [46] se presentan sendos trabajos en los que se
evaluan distintas metodologias para enmascarar el sabor de la quinina en los
medicamentos. Con el fin de establecer la intensidad de dicho sabor se utilizan
tanto lenguas electronicas potenciométricas comerciales (Astree en [45] y TS-
5000Z en [46]) como paneles sensoriales, obteniendo resultados muy similares
con ambas metodologias. Otro importante campo de aplicacion de las lenguas
electronicas es el analisis de la calidad del agua. En este sentido en [47] y [48]
se aplican las técnicas potenciométricas para cuantificar metales pesados en
aguas.
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Las lenguas potenciométricas también han sido utilizadas para la determinacion
de sustancias como la urea y la creatina o para la deteccion de enfermedades en
muestras de orina [49][50]. Por ultimo, se han encontrado trabajos en los que se
monitorizan procesos de fermentacion mediante el uso de técnicas
potenciométricas. A modo de ejemplo cabe destacar el trabajo de Buczkowska
et al. en el que se monitoriza el proceso de fermentacion del metano en un bio-
reactor con el fin de predecir la demanda quimica de oxigeno y los acidos
grasos volatiles [51].

3.2. Lenguas electronicas voltamétricas

En las lenguas potenciométricas la informacién que se extrae de cada medida
esta relacionada con el potencial de equilibrio que se establece entre el electrodo
de trabajo y las distintas especies presentes en la muestra. Sin embargo, desde el
punto de vista electroquimico, puede resultar mucho mas interesante trabajar
fuera del equilibrio, ya que la cantidad de informacion que se puede extraer de
los ensayos es mucho mayor. En las lenguas electronicas voltamétricas se
aplican potenciales de diversa naturaleza al electrodo de trabajo midiendo la
corriente resultante. Esta corriente estd relacionada con los procesos tanto
faradicos como no faradicos que ocurren en la interfaz entre el electrodo y la
muestra (ver apartado 2.1 de esta introduccion).

No existe un consenso en cuanto a la definicion de lengua electronica
voltamétrica. En la bibliografia revisada se han encontrado trabajos en los que
las técnicas voltamétricas se aplican de forma distinta. En alguno de ellos los
datos que se procesan se extraen de los voltagramas, mientras que en otros
unicamente se utiliza la informacidn correspondiente a la evolucion temporal de
la corriente.

En esta tesis se ha desarrollado una lengua electronica basada en la metodologia
descrita por Winquist et al. en [52]. Dicha metodologia consiste en aplicar una
serie de pulsos a diversos electrodos metalicos y muestrear la corriente que
circula por los mismos. A diferencia de otros autores, Winquist no utiliza las
medidas para construir un voltagrama, sino que procesa directamente los datos
correspondientes a la evolucion temporal de la corriente mediante técnicas
multivariante. En posteriores trabajos Winquist y su grupo de investigacion de
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la Universidad de Linkoping fueron desarrollando el concepto de lengua
electronica voltamétrica (VET).

Sin embargo, en la bibliografia se han encontrado diversos trabajos en los que el
uso de la voltametria para la implementacion de lenguas electronicas no sigue
las premisas establecidas por Winquist.

Aplicacion de las lenguas electronicas voltamétricas al ambito alimentario

Al igual que ocurre con las potenciométricas la aplicacion mas comun de las
lenguas electronicas voltamétricas son las bebidas. En concreto, hay un gran
numero de trabajos publicados relacionados con el vino. En [53] Pigni et al.
aplican la voltametria diferencial de pulsos (DPV) a tres electrodos de trabajo
con distintos recubrimientos poliméricos para clasificar 6 variedades de vinos
blancos. Los mismos autores utilizan en [54] una técnica similar para
discriminar distintas variedades de vino tinto italiano. También en [55] se
clasifican diversas muestras de vino tinto espafiol mediante voltametria ciclica y
de onda cuadrada (SWV). En Gay et al. aplican la voltametria de onda
cuadrada a diversos electrodos modificados quimicamente y a dos electrodos
puros de grafito y platino para discriminar entre distintos procesos de
envejecimiento de vino tinto y cuantificar el contenido en polifenoles [56]. Este
mismo grupo de investigacion describe en [57] un método para la deteccion de
la adulteracion de las caracteristicas organolépticas en vino tinto mediante la
aplicacion de voltametria ciclica y voltametria de pulsos a una array de
electrodos de distintos materiales con y sin modificaciéon quimica. Por ultimo,
Gutiérrez et al. utilizan la voltametria ciclica junto con otras técnicas
(colorimetria y potenciometria) para establecer el porcentaje de cada una de las
variedades de uva en vino tinto [58].

En [59] se clasifican diversos tipos de bebidas (vinos, cervezas, cafés, leches y
zumos de fruta) aplicando voltametria de onda cuadrada a un electrodo de
trabajo de platino. En este mismo trabajo y con la misma técnica se consigue
cuantificar el contenido de zumo de naranja puro en disoluciones preparadas.
Arrieta et al. utilizan la voltametria ciclica para discriminar entre disoluciones
preparadas para simular distintos sabores (amargo, dulce, salado, agrio y
astringente) [60]. La misma técnica es utilizada por este grupo de investigacion
en [61] para clasificar 21 cervezas de distintas marcas entre rubias y negras, y
para cuantificar su contenido en iso-alfa-acidos y alcohol.
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La voltametria también se ha aplicado al analisis de tés. En [62] se utiliza la
lengua electronica voltamétrica creada por Winquist para la discriminacion de
diversas marcas de tés negros y verdes. En este caso pulsos de distinta
naturaleza (de gran amplitud, de pequefia amplitud y en escalera) fueron
aplicados a electrodos de trabajo de Ir, Pt y Rh y la evolucion temporal de la
sefnal de corriente fue procesada mediante PCA’s. En [63] y [64] se utiliza la
misma técnica aplicada a electrodos de Au, Ir, Pd, Pt y Rh para clasificar
distintos tipos de tés en funcion de su sabor. La clasificacion obtenida mediante
la lengua electronica se compara con una clasificacion llevada a cabo por un
“catador” de tés obteniéndose una muy buena correlacion entre ambos métodos.

Las lenguas electronicas voltamétricas también se han utilizado en la industria
lactea. Por un lado Winquist et al. en [65] aplican la voltametria de pulsos de
gran amplitud (LAPV) a cuatro electrodos de oro, platino, rodio y acero
inoxidable para monitorizar on-line el proceso de limpieza de una planta de
pasteurizacion de productos lacteos. Por otro, esa misma técnica es utilizada en
[66] para predecir el recuento bacteriano de muestras de leche durante su
almacenamiento.

La medida de aceites mediante voltametria presenta el problema de que su baja
conductividad dificulta la circulacion de la corriente. Un grupo de investigacion
de la Universidad de Valladolid plantea dos posibles soluciones a este
problema. Por un lado, en [67] preparan extractos de 6 muestras de aceites de
oliva virgen con distintos grados de amargor y aplican la voltametria ciclica a
un array de electrodos poliméricos para cuantificar el contenido en polifenoles
de dichas muestras. Por otro lado, en [68] establecen el nivel de amargor
utilizando unos electrodos de pasta de carbono (CPE) construidos a partir de las
muestras de aceite que se quieren evaluar. Dichos electrodos son caracterizados
mediante voltametria ciclica en disoluciones de cloruro de potasio y acido
clorhidrico. El comportamiento observado en los voltagramas se corresponde
con la naturaleza de la disolucion pero también con la del electrodo. Esta
técnica es novedosa ya que la sustancia objeto de estudio no se encuentra en la
disolucion sino en el electrodo.

En [69] y [70] se presentan sendos trabajos en los que se cuantifica el contenido
de cloruro de sodio, nitritos y nitratos en carne picada. En la primera referencia
se utiliza una lengua voltamétrica (analoga a la creada por Winquist) que integra
los siguientes metales: Au, Pt, Ir, Rh, Ag, Cu, Co y Ni. La técnica voltamétrica
aplicada es la voltametria de pulsos pero aplicando un array de pulso hecho a
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medida para esta experiencia en base a analisis previos realizados con
voltametria ciclica. Los datos de la evolucion temporal de la sefial de corriente
son recogidos y procesados mediante una regresion PLS. Los resultados
muestran una muy buena prediccion de los tres tipos de sales. En [70] se
combina la voltametria de pulsos (esta vez con electrodos de Au, Pt, Ir y Rh)
con la espectroscopia de impedancias. Se llevan a cabo modelos de prediccion
independientes para cada técnica y uno conjunto. Los resultados demuestran
que el modelo mas robusto es el construido a partir de la combinacion de las dos
técnicas.

Finalmente en [71] se describe una técnica mediante la cual se puede
monitorizar la frescura de pescado aplicando técnicas voltamétricas. En
concreto, se aplica voltametria ciclica y voltametria de pulsos de onda cuadrada
a electrodos de carbono para determinar el tiempo de almacenamiento de tencas.
Las medidas de voltametria se llevaron a cabo en extractos liquidos del pescado
en distintos dias de almacenamiento.

Otras aplicaciones de las lenguas electronicas voltamétricas

El andlisis de aguas es otra de las aplicaciones en las que las lenguas
electronicas voltamétricas estan teniendo un gran desarrollo. En [72] se utilizan
8 sensores creados mediante serigrafia y modificados con encimas para
clasificar aguas con distintos grados de contaminacién (no tratada, normal,
alerta y alarma). Para ello se mide la evolucion temporal de la corriente al
aplicar a los electrodos escalones de tension. Los datos resultantes se tratan con
PCA lograndose una clara discriminacion entre las muestras de cada categoria.
Krantz-Riilcker et al. en [10], ademds de hacer un repaso de las aplicaciones
medioambientales de las lenguas electronicas, presentan un trabajo en el que se
monitorizan los distintos pasos del proceso de potabilizacion del agua mediante
voltametria de pulsos utilizando la lengua electronica creada por Winquist con
electrodos de Au, Ir, Rh y Pt. Otro trabajo relacionado con el analisis de la
calidad del agua se describe en [73]. En este caso se miden aguas residuales de
fabricas de papel en flujo continuo mediante la lengua voltamétrica desarrollada
por Winquist con electrodos de Au, Pt y Rh. El sistema disefiado permite
clasificar aguas provenientes de distintas fabricas y cuantificar la demanda
quimica de oxigeno, la conductividad y el pH. Por tltimo, en [74] se aplica esta
misma lengua voltamétrica para la cuantificacion de distintos compuestos en
agua potable (hipoclorito de sodio, cloruro sodico y bisulfito so6dico).
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Las lenguas electronicas voltamétricas también se han aplicado a la
monitorizacion del funcionamiento de una lavadora. En este sentido Ivarsson et
al. presentan en [75] un trabajo en el que la lengua electronica voltamétrica
(VET) se utiliza para supervisar los ciclos de enjuague de una lavadora.
Aplicando la voltametria de pulsos a electrodos de iridio y platino se consigue
establecer cual es el numero 6ptimo de ciclos de enjuague necesarios para que
no queden restos de jabon en la ropa. Por otra parte en [76] se describe un
sistema de lengua electronica voltamétrica que permite la cuantificacion del
detergente en lavadoras durante el proceso de lavado.

El grupo de investigacion de la Universidad de Linkoping ha publicado dos
trabajos [77][78] en los que se utiliza su lengua electronica voltamétrica para la
monitorizacion del crecimiento de hongos en medios liquidos. En el primero de
ellos se aplica la voltametria de pulsos a electrodos de Ir, Rh, Au y Pt para la
cuantificacion del ergosterol y del pH durante el crecimiento del hongo. En la
segunda publicacion se utiliza la misma técnica para discriminar entre dos
especies de hongos en distintos medios liquidos. Los resultados obtenidos se
comparan con los obtenidos mediante cromatografia liquida de alta eficacia. La
conclusion del trabajo es que, si bien la lengua electronica no es capaz de dar
informacion especifica sobre el contenido de las muestras, su capacidad de
discriminacion entre los dos tipos de hongos es similar a la del método basado
en HPLC, siendo una técnica mucho mas barata y sencilla. Zaho et al. en [79]
describen un trabajo similar en el que se discriminan cuatro tipos diferentes de
hongos aplicando voltametria de pulsos de anchura variable a seis electrodos de
trabajo (paladio, platino, oro, plata, tungsteno y titanio).

Por ultimo, Campos et al. han aplicado una lengua electronica voltamétrica

constituida por 8 electrodos de trabajo (Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Cu, Co y Ni) a la
deteccion de simulantes de agentes nerviosos en liquidos [80].

3.3. Otras lenguas electronicas

Lenguas electronicas impedimétricas
Otra de las técnicas electroquimicas aplicadas al desarrollo de lenguas

electronicas es la espectroscopia de impedancias. En este tipo de lenguas se
pueden dar diversas configuraciones: en algunos casos se trabaja sobre un unico

35



Introduccion

electrodo y las medidas se realizan para varias frecuencias, en otros se miden
varios electrodos a una unica frecuencia y, por ultimo, hay casos en los que se
utilizan varios electrodos y se realizan medidas a varias frecuencias. La
amplitud de la sefial aplicada y la configuracion de la medida (2 o 3 electrodos)
también cambian en funcion de la aplicacion (ver apartado 2.6).

En [21] Masot desarrolla un sistema de lengua electronica basado en electrodos
de distinta naturaleza (electrodo de aguja, electrodo doble y electrodo de punta
flecha) a los que aplica sefiales de 500 mV de amplitud y frecuencias
comprendidas en el rango de 1 Hz a 1 MHz para determinar parametros
fisicoquimicos como el contenido en sal y la humedad en carne picada y lomo
de cerdo [81], para detectar el nivel de curado en quesos o para estudiar la
frescura de pescado.

En [82] y [83] Pioggia et al. presentan un trabajo en el que se aplica una sefal
senoidal de 150 Hz a un array formado por 5 electrodos de membrana
polimérica de distinta naturaleza para medir disoluciones que simulan los 5
sabores basicos (amargo, dulce, umami, salado y 4cido). En este misma linea
Ruil et al. aplican sefiales senoidales en el rango de frecuencias de 20 Hz a 100
kHz a electrodos interdigitos con distintos recubrimientos poliméricos para la
deteccion y discriminacion de sacarosa, cloruro de sodio, cloruro de potasio y
acido clorhidrico [84]. También en [85] se cuantifican el sodio, el potasio y el
amonio en disoluciéon mediante una lengua impedimétrica compuesta por un
array de microelectrodos con distintos recubrimientos poliméricos. El rango de
frecuencias de trabajo en este caso es de 60 Hz a 1 MHz, siendo 20 mV la
amplitud de las sefiales senoidales aplicadas. Este mismo grupo de investigacion
plantea en [86] un trabajo en el que se utiliza esta misma técnica para
cuantificar los mismos iones, pero esta vez las medidas se llevan a cabo con un
sistema de flujo continuo.

La espectroscopia de impedancias también ha sido utilizada para la
discriminacion de 6 marcas de tés negros en [87]. En este caso se aplican
sefales senoidales en el rango de 1 Hz a 100 kHz a seis electrodos de trabajo
(platino, oro, plata, carbono vitreo y dos electrodos con recubrimiento
polimérico). En [88] se aplican sefiales senoidales con frecuencia que van desde
0,1 Hz a 10 kHz a electrodos de grafito modificados para cuantificar
contaminantes de origen microbiologico. Moraes et al. en [89] presentan una
lengua electronica que permite la determinacion de colesterol en yemas de
huevo basada en electrodos interdigitos modificados. La frecuencia de las
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senales aplicadas en este caso va desde 100 Hz a 1000 Hz. Este mismo grupo de
investigacion aplica la espectroscopia de impedancias a diversos electrodos de
membrana polimérica para la clasificacion de vinos en funcion de la cosecha y
de la variedad de la uva [90].

Lenguas electronicas basadas en ondas acusticas

Los sensores de ondas actisticas basan su funcionamiento en el estudio de la
deformacion que la muestra produce sobre la onda actstica que se le aplica. La
forma en la que la amplitud y la frecuencia de la onda actstica son afectadas al
atravesar la muestra puede relacionarse con parametros fisicos de la misma
como la permitividad, la conductividad o la viscosidad.

En [91] se aplica la tecnologia SH-SAW (sensores de onda acustica de
superficie horizontal) para la discriminacién entre disoluciones de distintos
sabores (HCI para el acido, NaCl para el salado, quinina para el amargo y
sacarosa para el dulce). La lengua se implementa mediante sensores interdigitos
formados por 28 electrodos de 17 um de ancho separados por 17 pm y la
frecuencia de la sefal aplicada es de 60 MHz. Leonte et al. presentan en [92] un
trabajo en el que esta misma tecnologia se utiliza para determinar 6 sabores:
dulce (sacarosa), salado (cloruro sodico), acido (acido acético), amargo
(quinina), umami (glutamato sodico) y “metalico” (sulfato de hierro). En [93]
se describe una lengua electronica basada en sensores SAW capaz de
discriminar diferentes muestras de vino tinto en funcion de la variedad de uva y
del proceso de elaboracion.

Otra tecnologia basada en ondas acusticas son los sensores de microbalanza de
cristal de cuarzo. En [94] se hace una revision de las distintas variantes de esta
tecnologia en funcidén de la geometria y disposicion de los electrodos, de los
materiales utilizados para su construccion asi como de las frecuencias aplicadas.
Ademas se detallan las aplicaciones que esta técnica ha tenido en los ltimos
afos entre las que se hayan las narices y las lenguas electronicas. En [95] esta
tecnologia se aplica para cuantificar quinina (sabor amargo) y sacarina (sabor
dulce) en mezclas binarias.

Lenguas electronicas opticas

Dentro de las lenguas electronicas Opticas existen diversas tecnologias. Una de
ellas se basa en el empleo de sensores potenciométricos activados por luz
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(LAPS). Por ejemplo, en [96] se mide la corriente que circula por un biosensor
con estructura celular cuando se le aplican pulsos de luz para detectar el sabor
acido. Hu et al. utilizan en [97] un array de LAPS para detectar iones de metales
pesados (Pb>", Cr*" y Fe™).

En [98] se utiliza la colorimetria para clasificar diferentes tipos de aminas.
Chang et al. presentan en [99] un equipo portatil capaz de cuantificar la teina y
el acido tanico en muestras de t¢ mediante la aplicacion de luz ultravioleta y la
medida de la radiacion fluorescente generada.

3.4. Sistemas hibridos

Son numerosos los trabajos que se han encontrado en la bibliografia consultada
en los que un mismo sistema de medida combina varias técnicas con objeto de
aumentar la resolucion de la medida o mejorar la capacidad de discriminacion.

En algunos de estos trabajos se describen lenguas electronicas basadas en dos o
mas técnicas. Quizas uno los trabajos mas interesantes en este sentido sea el que
aparece en [100]. En él se combinan las lenguas electronicas desarrolladas por
los grupos de investigacion de la Universidad de Linkoping (voltamétrica) y de
la Universidad de San Petersburgo (potenciométrica) para discriminar cuatro
tipos de hongos y una levadura. El estudio se lleva a cabo con las dos técnicas
por separado y con la combinacion de ambas. La conclusion del trabajo es que
se obtiene mejor discriminacion cuando se combinan las dos lenguas. En [101]
Winquist et al. combinan la voltametria de pulsos, la potenciometria y la
conductimetria para clasificar seis tipos de leche fermentada. Gutiérrez et al. en
[102] combinan la potenciometria, la voltametria y la medida de la absorbancia
para cuantificar el porcentaje de cada variedad de uva en vino tinto. En [103] se
combina un array de LAPS con la voltametria de redisolucion para la deteccion
de iones de metales pesados en agua de mar y en aguas residuales. Por ultimo,
en [70] Labrador et al. utilizan la voltametria de pulsos junto con la
espectroscopia de impedancias para cuantificar distintos tipos de sales (nitratos
y nitritos) en carne picada.

En otros trabajos se crean sistemas hibridos basados en la combinaciéon de

lenguas y narices electronicas. Por ejemplo en [104] se asocian una lengua
electronica y una nariz electronica para medir el pH, el peso especifico y el
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contenido de células sanguineas en muestras de orina y para discriminar entre
muestras de leche fresca, pasteurizada y ultrapasteurizada. Los mismos autores
utilizan esa misma combinacion en [105] para discriminar vinos de distintos
vifiedos y para cuantificar algunos de sus parametros fisicoquimicos. En [106]
Di Natale et al. aplican la combinacion de una nariz electrénica con una lengua
electronica para la evaluacion de distintos parametros sensoriales de vino tinto.
Un grupo de investigacion de la Universidad de Milan presenta sendos trabajos
en los que utilizan sistemas hibridos para la clasificacion de vinos. En [107]
combinan una nariz electrénica con una lengua electrénica amperométrica para
clasificar vinos italianos de distinta procedencia. La misma nariz y la misma
lengua son utilizadas en [108] junto con la espectrofotometria para predecir una
serie de parametros sensoriales de 15 vinos italianos. Los resultados de las
medidas realizadas con este sistema hibrido fueron contrastados con un panel
sensorial llevado a cabo por expertos catadores, obteniéndose muy buena
correlacion entre ambos métodos. La combinacion de lenguas y narices
electronicas también ha sido aplicada a la medida de propiedades de aceites de
olivas. En [109] se presenta un método basado en la asociacion de una nariz
electronica y de una lengua electronica amperométrica para evaluar la calidad
de aceites de oliva provenientes de distintas partes de Italia. Apetrei et al.
combinan tres técnicas de medida: una nariz electronica, una lengua electronica
voltamétrica y un ojo electronico basado en la medida del espectro de
transmitancia [110]. El sistema hibrido resultante se utiliza para la
cuantificacion del contenido en polifenoles y la determinacion del indice de
amargor en diferentes aceites de oliva espafioles. Winquist et al. presentan en
[111] un trabajo en el que la asociacion entre la lengua electronica voltamétrica
desarrollada por la Universidad de Linkdping y una nariz electronica permite
mejorar la discriminacion entre distintas muestras de zumos de fruta (naranja,
manzana y pifia). En [112] se utilizan dos sistemas de medida comerciales de la
empresa Alpha MOS (la lengua electronica Astree y la nariz electronica
Prometheus) para predecir caracteristicas sensoriales de zumos de manzana de
distintas marcas. Collier et al. discriminan entre diversos tipos de leche y de
yogurt mediante un nariz electronica comercial y una lengua electronica
voltamétrica [113]. La combinacién de una nariz electrénica y el sensor de
sabor SA402B se aplica en [114] para discriminar entre diferentes variedades de
la Perilla frutescens, una planta de la familia de las mentas muy utilizada en
medicina y alimentacion en Asia.
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4. Sistemas electrdonicos para lenguas electronicas

4.1. Sistemas electronicos para medidas potenciométricas

Antiguamente para medir el potencial de equilibrio de una celda electroquimica
se utilizaba un potenciometro acompafiado de una fuente de alimentacion y de
un galvandmetro para detectar la circulacion de corriente. El potencidmetro se
regulaba hasta que el galvanémetro no detectase paso de corriente. La tension
establecida en ese punto por el potenciometro se correspondia con el potencial
de la celda electroquimica.

Con la aparicion de la electronica los sistemas de medida potenciométricos se
simplificaron. En la actualidad se utilizan voltimetros electrénicos basados en
amplificadores operacionales de alta impedancia. En realidad el sistema
completo se compone de una etapa amplificadora de entrada cuya mision es
amplificar la tension y al mismo tiempo evitar la circulacién de corriente por la
celda electroquimica. A continuacion se coloca un filtro paso-bajo que elimine
el ruido de alta, media y baja frecuencia [18]. Dado que lo que interesa medir es
la tension entre el o los electrodos de trabajo y el electrodo de referencia este
ultimo se conecta a la masa del circuito electronico (que representa el potencial
cero).

ETAPA DE AMPLIFICACION Y
FILTRADO
SISTEMA DE FILTRO || AMPLIFICADOR
SISTEMA DE \
PROCESAMIENTO DE | ADQUISICIONDE | g PASO-BAJO
DATOS DATOS
(CONVERTIDOR A/D)
'

Figura 18. Diagrama de bloques de un sistema electrénico para medidas
potenciométricas

En la Figura 18 se muestra el diagrama de bloques de un sistema electronico
para medidas potenciométricas. Se compone de tres etapas: la etapa de
amplificacion y filtrado, el sistema de adquisicion de datos y el sistema de
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procesamiento de datos. La primera dispone de una entrada de alta impedancia
lo que impide la circulacion de corriente en la celda. Ademas esta etapa
amplifica y filtra la sefial medida. La tension analdgica obtenida a la salida de
este bloque es digitalizada por un sistema de adquisicion de datos (integrado por
un convertidor analdgico-digital). El sistema de procesamiento de datos (que
puede ser un ordenador o un sistema PP o HC) recoge el valor digital
correspondiente a la muestra capturada y lo almacena en memoria, lo visualiza
en pantalla y/o lo procesa.

En algunos de los trabajos publicados sobre lenguas electronicas
potenciométricas se recurre a sistemas comerciales como el TS-5000Z de Insent
Inc. o el Astree2 de Alpha MOS [115]. En otros sin embargo se utilizan
sistemas disefiados a propdsito para la aplicacion. En ocasiones el disefio se
limita a la etapa de amplificacion y filtrado, utilizando un ordenador y una
tarjeta de adquisicion de datos para llevar a cabo la digitalizacion de la sefial y
el procesado de los datos [18][116]; y en otros casos se implementa el disefio
del sistema completo [117][118].

4.2. Sistemas electronicos para medidas voltamétricas

Los ensayos de voltametria requieren el uso de sistemas electronicos capaces de
generar las sefiales de tension, aplicar dicha tension a la celda electroquimica,
recoger los datos de la corriente generada y almacenar dichos datos para su
posterior tratamiento.

En la Figura 19 se muestra un diagrama con los distintos elementos que son
necesarios para llevar a cabo ensayos de voltametria. El control de la tension de
la celda y la medida de la corriente se realiza mediante el potenciostato (ver
apartado 4.3). El sistema de generacion y adquisicion de sefales establece la
tension analogica que el potenciostato debe aplicar entre el electrodo de
referencia y el de trabajo (Vconsigna). El potenciostato mide las sefales
correspondientes a la tension aplicada (Vv mepina) y @ la corriente que circula
por el electrodo de trabajo (Vi mepipa) y las transmite al sistema de generacion y
adquisicion de sefiales para que las digitalice. El funcionamiento del sistema es
coordinado por el bloque de procesamiento de datos que, por un lado, establece
qué tipo de senales deben ser aplicadas a la celda electroquimica (constantes,
pulsos, triangulares, senoidales) y por otro recibe los datos digitalizados de la
tension y la corriente y los almacena, visualiza y/o procesa.
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Vconsiena

SISTEMA DE GsElflEin:élgEll Vi
PROCESAMIENTO DE | -tf——pp> . +——MEDIDA POTENCIOSTATO
DATOS ADQUSICION DE
SENALES Vi wedioa

Figura 19. Diagrama de bloques de un sistema electrénico para medidas
voltamétricas

En la mayoria de los trabajos consultados se recurre a equipos comerciales para
llevar a cabo los ensayos de voltametria. Los equipos mas frecuentemente
utilizados son el Autolab PGSTATI12 y PGSTAT30 de Ecochemie
[53][54][70][102] y el potenciostato modelo 263A de EG&G Instruments
[55][59][60][61][67][68]. En algunas ocasiones se recurre a una solucion mixta
en la que una parte del sistema se disefia a medida para la aplicacion. Por
ejemplo, en [63] el potenciostato y el software han sido desarrollados por los
autores, pero la generacion y adquisicion de las sefiales se hace mediante una
tarjeta de adquisicion de datos comercial. Y en muy pocos casos todo el sistema
es disefiado por el grupo de investigacion que firma el trabajo [69][72].

4.3. Potenciostato

4.3.1. Estructura y funcionamiento del potenciostato

Aunque existen diversas configuraciones de potenciostato, la mas
frecuentemente encontrada en la bibliografia consultada
[14][15][119][120][121] [122] es la que aparece en la Figura 20.

El potenciostato tiene dos misiones fundamentales. Por una parte, debe aplicar
entre el electrodo de referencia (RE) y el electrodo de trabajo (WE) una tension
controlada que sea independiente de los procesos que ocurren en el
contraelectrodo (CE). Por otra debe medir la corriente que circula por el
electrodo de trabajo. Ademas se debe garantizar que no haya circulacion de
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corriente por el electrodo de referencia para que puedan cumplirse las
condiciones expuestas en el apartado 2.4 sobre el funcionamiento de la celda
electroquimica a 3 electrodos.

[~ 7 7 7 CIRCUITO DE CONTROL'

+
AO3

CIRCUITO DE MEDIDA
L DE CORRIENTEJ

|
I DE TENSION :
: R | | CE
Vconsigna B | — - |
| b e
AO1 | Vee
: I (Caee (Z0)ee
|
| ! LA
: R H | (la)ce ()ce
|
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Figura 20. Diagrama de bloques de un potenciostato

Ademas de los 3 terminales de conexion a la celda electroquimica (CE, RE y
WE), el potenciostato dispone de 3 conexiones al sistema de generacion y
adquisicion de senales (ver apartado 4.2). Por una de estas conexiones el
sistema de generacion y adquisicion de sefiales establece la tension que debe
aplicarse entre los terminales RE y WE (Vconsigna). Por otra de las conexiones
el potenciostato proporciona el valor real de la tension existente entre los
terminales RE y WE (Vv mepipa). Normalmente Veonsiona Y Vv mepipa deben
coincidir pero para algunas condiciones de funcionamiento del potenciostato
(inestabilidades) puede que esto no sea asi. Por la tercera conexion al sistema de
generacion y adquisicion de sefiales el potenciostato proporciona una tension
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que se corresponde con la corriente que circula por el electrodo de trabajo

(Vi MEDIDA)-

El potenciostato se compone de dos bloques:

Vv _mEDIDA B

Vconsigna B — CE
+
+ AO1 Vce

Figura 21. Bucle de realimentacion del circuito de control del potenciostato
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El bloque de control de tension: este bloque tiene dos misiones. La
primera es garantizar que no circulara ninguna corriente por el electrodo
de referencia. Esto se consigue mediante la colocacion de un amplificador
de alta impedancia en configuracion seguidor conectado al terminal RE.
La segunda mision es aplicar entre los terminales RE y WE la tension de
consigna establecida en la entrada Vconsigna. Como veremos mas
adelante, el terminal WE est4 conectado a una “tierra virtual”, por lo que
a efectos eléctricos puede considerarse que su potencial con respecto al
potencial de referencia del circuito electronico es 0. Por tanto, para
aplicar una tension Vconsiona entre RE y WE basta con establecer una
tension igual a Veonsigna €n RE. Para entender el funcionamiento del
circuito de control se agrupan los elementos (Cq)ce, (Z¢)ce, R’pis ¥ Rrg en
una sola impedancia llamada Z¢g rg y se reorganiza la disposicion de los
componentes tal y como aparece en la Figura 21.

- RE EORE ZcE Re

AO2
Vre

ol

R1 |

Si consideramos el amplificador operacional AO1 vemos que esta
configurado como amplificador inversor con una realimentacion negativa
en tension formada por Zcg ge, EORE, el amplificador operacional AO2 y
R,. Debido a esta realimentacion negativa se puede asumir que el
terminal “-*“ de AOI1 estd conectado a una tierra virtual (considerando que
AO1 es un amplificador operacional ideal). Si aplicamos la 1* ley de
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Kirchhoff al nodo del terminal “-*“ de AO1 y asumimos una impedancia
de entrada infinita para dicho operacional se cumple la igualdad de la
Ecuacion 5.

V consiona - VVﬁMEDIDA

R, R,

Ecuacion 5

Si elegimos R; y R, del mismo valor se cumple que Vy mepipa €s igual a
—Vconsigna; Y puesto que AO2 esta configurado como amplificador
seguidor también se cumple que Vgg es igual a —Vconsigna. En cuanto a
Vg deberd tomar el valor que permita que se cumpla la Ecuacion 5. En
funcion de las caracteristicas y ubicacion del contraelectrodo y de la
naturaleza de disolucidon, Vg puede llegar a ser mayor que Vgg. Esto a
priori no supone ningun problema mientras Vcg no se haga mayor que la
tension de saturacion de los amplificadores operacionales.

Desde el punto de vista del circuito electronico el terminal WE esta 0 V
mientras que el terminal RE tiene aplicada una tension igual a —
Vconsigna. Sin embargo, desde el punto de vista electroquimico se puede
considerar que se estd aplicando un potencial a la interfaz electrodo-
disolucion del electrodo de trabajo cuya expresion vendria dada por la
Ecuacion 6.

- _ _ 0 _ .,
AEWE - VCONSIGNA ERE RD[S mWE Ecuacion 6

A lo largo de esta tesis consideraremos que el potencial se aplica al
electrodo de trabajo aunque desde el punto de vista eléctrico el terminal
WE esta conectado a la masa virtual y la tension se aplica al terminal RE.
Dado que E’g es un potencial estable y conocido puede ser compensado
facilmente. Sin embargo, el valor del término Rps'Iwg puede variar a lo
largo del ensayo con lo que su compensacion resulta mas problematica.

El bloque de medida de corriente: este bloque debe generar una tension
Vi Mmepipa que sea proporcional a la corriente que circula por el electrodo
de trabajo. En la Figura 20 podemos observar como el circuito de medida
consiste en un amplificador operacional (AO3) configurado en modo de
convertidor corriente-tension con realimentacion negativa a través de la
resistencia Rgyunt. En estas condiciones el terminal “-“ de AO3 se
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comporta como una tierra virtual por lo cual, aplicando de nuevo la 1* ley
de Kirchhoff y considerando una impedancia de entrada infinita del
operacional, se cumplira la expresion de la Ecuacion 7.

_ VIﬁMEDIDA

- _RSHUNT DWE Ecuacion 7

] WE V] _MEDIDA

RSH UNT

4.3.2. Problematica del potenciostato

En la practica los potenciostatos plantean algunos problemas derivados de las
siguientes cuestiones:

= Las caracteristicas no ideales de los amplificadores operacionales que lo
componen (impedancia de entrada y ganancia en bucle abierto finitas).

= La conductividad finita de la disolucion.

= Las componentes capacitivas de la celda electroquimica.

= Laresistencia interna del electrodo de referencia.

Las dificultades mas importantes a las que hay que hacer frente cuando se
trabaja con un potenciostato son las inestabilidades, que pueden dar lugar a
oscilaciones de las sefales de tension y corriente, y la compensacion de la
resistencia de la disolucion.

Inestabilidades del potenciostato

Son varias las publicaciones en las que se comentan los problemas de
inestabilidad que pueden aparecer en las medidas con potenciostatos en
determinadas condiciones de trabajo [119][123][124][125][126]. Los problemas
de inestabilidad pueden tener su origen tanto en el circuito de control de tensién
como en el de medida de corriente.

En [123] se establece la funcion de transferencia de una versioén simplificada del
circuito de control de tension. En la expresion obtenida el término del cociente
puede anularse bajo determinadas condiciones. Estas condiciones dependen de
la ganancia en bucle abierto del amplificador operacional, las caracteristicas de
la celda electroquimica (celdas electroquimicas muy capacitivas son mas
propensas a las inestabilidades) y la resistencia de shunt del circuito de medida
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de corriente. El valor nulo del cociente daria lugar a una ganancia infinita del
circuito de control, lo que provocaria que la tension de salida se saturase o
entrase en oscilacion. Para evitar este problema se recomienda limitar el ancho
de banda del circuito de control de tension, lo que puede lograrse colocando un
condensador en el bucle de realimentacion de dicho circuito. Davis et al.
analizan en [124] las inestabilidades del circuito de medida de corriente en
configuracion convertidor corriente-tension. Para ello establecen un modelo que
considera una ganancia en bucle abierto del operacional no infinita. En el
modelo construido aparece una componente inductiva que, para determinadas
frecuencias y determinados valores de la resistencia de shunt, puede entrar en
resonancia con la capacidad de la celda electroquimica, generando
inestabilidades que provoquen oscilaciones a la salida del circuito. Como
solucion a este problema de resonancia se proponen la utilizacion de
resistencias de shunt de valor bajo (lo cual no es viable cuando se quieren medir
corrientes bajas) y la colocacion de un condensador en paralelo con la
resistencia shunt que compense esa componente inductiva. En [119] y [125] las
inestabilidades del potenciostato se relacionan con la componente capacitiva de
la celda electroquimica que introduce un desfase que puede provocar que el
circuito de control de tension entre en oscilacion. Para evitar este desfase se
proponen soluciones como reducir la impedancia del electrodo de referencia,
reducir el ancho de banda del circuito de control de tension, anadir una
resistencia en serie con el contraelectrodo o colocar un condensador en paralelo
con la resistencia shunt del circuito de medida de corriente. En [126] se plantean
dos soluciones para estabilizar un potenciostato consistentes en la colocacion de
condensadores entre el electrodo de referencia y el contraelectrodo o en paralelo
con la resistencia de shunt.

De todo lo expuesto se deducen una serie de consideraciones que deben ser
tenidas en cuenta a la hora de disefar y trabajar con un potenciostato:

= Los amplificadores operacionales utilizados deben tener un
comportamiento lo mas cercano posible al ideal, sobre todo en lo que
respecta a la ganancia en bucle abierto y a la impedancia de entrada.

= Se debe reducir la resistencia del electrodo de referencia, para ello es
necesario asegurarse que el electrodo de referencia utilizado estd en
buenas condiciones de funcionamiento (ver apartado 5).

= La componente capacitiva de la celda electroquimica debe minimizarse.
Aunque no siempre es posible modificar la estructura interna de la celda,
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si que se puede tener cuidado con el cableado que va de la celda al
potenciostato.

Para estabilizar el circuito de control de tensiéon se puede poner un
condensador en el bucle de realimentacion (ver Figura 22). Este
condensador afectara a las sefiales generadas, por lo cual debe ser
conectado Unicamente cuando las condiciones de estabilidad del
potenciostato asi lo requieran.

Con el fin de estabilizar el circuito de medida de corriente se puede
colocar un condensador en paralelo con la resistencia de shunt tal y como
aparece en la Figura 22. El condensador modificard la medida de
corriente por lo que debe elegirse el menor valor que estabilice el sistema.

[~~~ 7 " CIRCUITO DE CONTROL

DE TENSION

F

|
|
|
BLOQUE DE |
|
|
|

ESTABILIZACION

VCONS!GNA

\Z =
'V_MEDIDA RE

BLOQUEDE
ESTABILIZACION

RSHUNT

V| MeEDiDA B

CIRCUITO DE MEDIDA

DE CORRIENTE

i ]

Figura 22. Diagrama de bloques de un potenciostato con circuitos de estabilizacion

Compensacion de la resistencia de la disolucion

De la Ecuacion 6 se deduce que existe una diferencia entre la tension de
consigna que se quiere aplicar a la interfaz electrodo-disolucion del electrodo de
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trabajo (Vconsigna) Y 1a que realmente se le aplica (AEwg). Este error viene dado
por el potencial del electrodo de referencia y por la caida de potencial en la
disolucion en el tramo que va desde el electrodo de referencia hasta el de
trabajo. Si se trabaja con un electrodo de referencia adecuado, el primer término
tiene un valor conocido y estable; por lo que no representa un problema ya que
puede ser tenido en cuenta cuando se establece el valor de Vconsigna. Sin
embargo, el segundo término plantea un problema ya que tanto la conductividad
de la disolucion como la corriente pueden variar durante el ensayo y, por tanto,
la caida de potencial no sera constante ni facilmente predecible [127].

Existen métodos para minimizar esta caida de potencial. Por ejemplo se puede
aumentar la conductividad de la disolucién mediante un electrolito de soporte
(supporting electrolyte). Otra opcion es acercar mucho el electrodo de trabajo al
electrodo de referencia. Pero cuando realmente se quiere controlar con exactitud
la tension aplicada a la interfaz electrodo-disolucion del electrodo de trabajo, la
caida de tension en la disolucion debe ser compensada. La propuesta que se
hace en [127] para llevar a cabo dicha compensacion es medir el valor de Rpyg
durante el tiempo de ensayo a intervalos de tiempo cortos para poder recalcular
en cada instante el valor de la tension Vconsigna incluyendo la correccion
adecuada.

En ninguna de las experiencias realizadas en la presente tesis ha sido necesario
establecer de forma rigurosa un vinculo entre los valores experimentales y los
tedricos. Por lo tanto, no ha sido objetivo de esta tesis fijar la tension de la
interfaz electrodo-disolucion del electrodo de trabajo con total exactitud. Por
otro lado en todas las experiencias desarrolladas siempre se ha trabajo con
conductividades de las muestras altas. En consecuencia, no se considero
necesario la incorporacion al disefio del sistema de medida de ningun
mecanismo de compensacion.

5. Electrodos

5.1. Electrodos de referencia

Un electrodo de referencia debe proporcionar un potencial estable de manera
que las variaciones detectadas en el potencial de la celda correspondan al
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electrodo de trabajo [16]. Existen diversos tipos de electrodos de referencia, a
continuacion se detallan los tres mas importantes.

Electrodo de hidrogeno estandar

Este electrodo no suele utilizarse en montajes practicos debido a la complejidad
de su implementacion. Su importancia radica en que es el electrodo de
referencia utilizado para establecer el potencial estandar del resto de electrodos;
su potencial es por definiciéon de 0 V a cualquier temperatura. Consiste en un
electrodo platinado inmerso en una disolucion en la que la actividad del proton
de hidrogeno H' es 1,00 y en la que burbujea gas H, a una presion de 1 atm (ver
Figura 23).

Sistema de
medida
]
—> Puente salino
o Pt
O
o110 500 |0

e
070 o O4

H+ (actividad=1.00)

Figura 23. Electrodo estindar de hidrogeno
Electrodo de calomelanos

El electrodo de calomelanos (ver Figura 24) se compone de un tubo interior que
contiene una pasta con Hg, Hg,Cl, y KCl saturado. Este tubo se halla dentro de
otro tubo en el que hay una disolucion de KCI saturada. Un pequefio orificio
conecta ambos tubos. En la punta del tubo exterior se encuentra el puente salino
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implementado mediante vidrio poroso o fibra de amianto. El potencial de este
electrodo a 25°C es de +0,2444 V y se mantiene estable a esa temperatura
siempre que la disolucion del tubo exterior esté saturada. El problema de este
tipo de electrodos es que la solubilidad del KCl es sensible a la temperatura, por
lo que no puede ser utilizado a altas temperaturas.

Sistema de
medida

Hg \_
e _

Disolucion

saturada
de KCl \ Hg, Hg,Clz, KCl
A

A

el

Orificio =~ |
Puente salino / Cristales de

(vidrio poroso o KCl
tabique ceramico)

Figura 24. Electrodo de referencia de calomelanos
Electrodo de plata/cloruro de plata

El electrodo de plata/cloruro de plata consiste en un hilo de plata cuyo extremo
estd recubierto por una fina capa de AgCl. El hilo estd inmerso en una
disolucion de KCI. Todo ello se introduce en un tubo en cuyo extremo se
implementa un puente salino mediante vidrio poroso. Su potencial cuando la
disolucion de KCl esta saturada es de +0,197 V. Este electrodo tiene la ventaja
de ser operativo a altas temperaturas; sin embargo, es mdas propenso a
reacciones con la muestra que den lugar a complejos insolubles de plata que
bloquen el puente salino.
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Sistema de
medida
Hilo de plata
recubierto de AgCI \
i Disolucion
de KCI

-

Vidrio poroso

Figura 25. Electrodos de referencia de plata/cloruro de plata

5.2. Electrodos indicadores o de trabajo

El electrodo indicador o de trabajo es el electrodo en el que se producen los
procesos electroquimicos de interés. Existen diversos tipos de electrodos
indicadores [16][17][18]. A continuacién se hace un repaso de los mas
importantes.

Electrodos metalicos
Se distinguen tres tipos de electrodos metalicos [16]:

* Electrodo metalico de 1% tipo: son aquellos electrodos que estan en
contacto con una disolucion que contiene su propio ion.

= Electrodo metalico de 2° tipo: cuando el potencial de un electrodo de 1%
tipo responde al potencial de otro ion que esta en equilibrio con el ion del
metal, dicho electrodo se denomina de 2° tipo.

= Electrodo Redox: se trata de un electrodo cuyo potencial viene
determinado por una reacciéon de oxidacidon-reduccion en la que no
interviene el ion del metal.
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Ejemplos de utilizacion de electrodos metalicos en lenguas electronicas pueden
encontrarse en [12][20][42][65][66][74].

Electrodos selectivos de iones (ISE)

Se trata de electrodos que incorporan algun elemento (normalmente una
membrana selectiva) mediante el cual se consigue que el potencial del electrodo
esté relacionado con la concentracion de una de las especies presentes en la
muestra. En la mayoria de los casos los electrodos selectivos de iones no son
sensibles exclusivamente a un ion determinado, sino que su respuesta puede
verse afectada por otros iones presentes en la muestra (interferentes). En este
caso para cada uno de los interferentes se define un coeficiente de selectividad.
En los electrodos selectivos de iones comerciales el fabricante proporciona estos
coeficientes. Cuando no se dispone de ellos, existen métodos para determinarlos
experimentalmente.

En la mayoria de los casos este tipo de electrodos se implementan mediante una
membrana. Estas membranas estdn construidas de forma que su potencial
depende de la concentracion de uno o varios analitos. El primer electrodo
selectivo de iones fue el electrodo de pH. Desde entonces se han hecho
importantes avances en este campo [128][129]. Inicialmente los electrodos de
membrana estaban constituidos por un electrodo de referencia inmerso en una
disolucion interna y la membrana separaba la disolucion interna de la muestra.
Sin embargo, la incorporacion de una disolucion interna al sensor puede resultar
un problema en algunos casos como por ejemplo en la implementacion de
microelectrodos [128]. En 1970 aparecieron los primeros sensores poliméricos
de contacto solido. Consistian en un hilo de metal recubierto de una membrana
polimérica selectiva de iones. Desde entonces el uso de esta tecnologia se ha
extendido de manera notable. En muchos de los trabajos consultados se hace
uso de este tipo de electrodos [26][29][34][51][118].

Se distinguen diversos tipos de electrodos selectivos de iones en funcion de la
naturaleza de la membrana [15][16][17]:

= Electrodos de membrana de vidrio: en este caso la membrana se

implementa mediante un vidrio de espesor muy pequefio. El electrodo de
membrana de vidrio mas conocido es el electrodo de pH.
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= Electrodos de membrana cristalina: constan de membranas obtenidas a
partir de sales inorganicas monocristalinas o policristalinas no solubles.

= FElectrodos de membrana liquida: se implementan mediante membranas
poliméricas porosas saturadas con un intercambiador i6nico liquido.

Electrodos ISFET (lon Sensitive Field-Effect Transistor)

Estos electrodos basan su funcionamiento en el transistor de efecto de campo
MOSFET. El MOSFET dispone de tres terminales: el drenador, el surtidor y la
puerta. Cuando se aplica un potencial entre la puerta y el surtidor se crea un
canal entre el drenador y el surtidor que permite la circulacion de corriente. En
el caso de los electrodos ISFET la estructura no incorpora un terminal de puerta
metalico sino que el dieléctrico, en el que deberia estar ubicado el terminal de
puerta, se expone directamente a la disolucion. De esta forma el contenido
i6nico de la muestra determina la generacion del canal entre el drenador y el
surtidor.

Electrodos indicadores construidos a partir de muestra

Normalmente los electrodos indicadores se introducen en la muestra con objeto
de obtener una sefial eléctrica que nos permita extraer conclusiones sobre la
composicion de la muestra. Sin embargo, se han encontrado trabajos en los que
el electrodo se construye a partir de la muestra y se introduce en una disolucion
cuyo contenido se conoce. Las sefales eléctricas obtenidas en este caso
dependen del contenido de la disolucion y de la naturaleza del electrodo. Dado
que la disolucion es siempre la misma, las diferencias entre las distintas
medidas pueden achacarse a las diferencias en las muestras contenidas en el
electrodo. Esta metodologia se suele utilizar cuando la muestra que se desea
medir presenta una conductividad muy baja, como por ejemplo ocurre con
muestras de aceite [68].

6. Procesado de datos

La medida mediante lengua electréonica de una determinada muestra (ensayo)
genera un vector de datos cuyo tamafio depende del tipo de lengua utilizada. Por
ejemplo, en una lengua electronica potenciométrica el vector de ensayo contiene
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un dato por cada electrodo; mientras que en las voltamétricas dicho vector, por
lo general, incluye un valor por cada punto de la evolucién temporal de la
corriente. Los datos correspondientes a los ensayos realizados sobre un conjunto
de muestras (experiencia) constituyen una matriz que contiene un vector de
ensayo por cada muestra analizada.

Las matrices de experiencia incluyen generalmente una gran cantidad de datos
dado que el tamano de los vectores de ensayo suele ser grande. En efecto, estos
sistemas se basan en el uso de multiples sensores cada uno de los cuales recoge
uno o varios datos. Por otro lado, en las medidas con lenguas electronicas se
producen efectos de interferencia entre las distintas especies presentes en la
matriz compleja. En estas condiciones, resulta inviable establecer modelos de
clasificacion o prediccion basados en el vinculo entre la teoria de los procesos
que tienen lugar durante la medida y los resultados de la misma. Todo ello
obliga a utilizar técnicas multivariante en el procesado de los datos recogidos
[18][21][130][131]. Estas herramientas son las mismas que se aplican para otras
técnicas analiticas como las narices electronicas [132][133]. El tipo de analisis
multivariante que debe aplicarse para cada experiencia depende de la naturaleza
de la misma.

En ocasiones las experiencias se llevan a cabo sobre muestras de las que no se
dispone de informacion previa. En la Figura 26 se indica la estructura tipica de
la matriz de datos correspondiente a una experiencia de este tipo. Las columnas
de dicha matriz corresponden a las variables independientes, es decir, a los
sensores o los elementos de medida utilizados en la experiencia. Las filas de la
matriz corresponden a cada una de las muestras analizadas (vectores de ensayo).
Por ejemplo, en una experiencia mediante lengua electronica potenciométrica en
la que se empleen electrodos de Au, Ag, Cu, Co, Pt, Ni, Ir y Rh, el elemento Ds;
de la matriz corresponde a la tension medida con el electrodo de cobre sobre la
muestra 5. En estos casos la herramienta multivariante mas utilizada es el
analisis de componentes principales (PCA) [134], aunque también pueden
aplicarse técnicas basadas en redes neuronales [132]. El resultado de la
aplicacion de estas técnicas es una clasificacion no supervisada. Es decir, se
crean agrupaciones en base a las medidas realizadas, de forma que aquellas
muestras que presenten vectores de ensayo “parecidos” seran incluidas en el
mismo grupo (clase).
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VARIABLES INDEPENDIENTES
MUESTRAS X4 . . e X o . . XN
S Diyg e o« Dyj |+ « | Din
Si Di4 e o o Dij e o o Din
SM DM1 ¢« o o DMj e o o DMN

Figura 26. Matriz de datos de una experiencia para clasificacién no supervisada

En otros casos, las muestras vienen acompafiadas de informacion sobre su
clasificacion o sus propiedades. La matriz de este tipo de experiencias, ademas
de variables independientes, incluye variables dependientes que corresponden a
la informaciéon conocida de las muestras (Figura 27). Por ejemplo, en una
experiencia de vinos esta informacion podria ser la bodega de origen o el
contenido en polifenoles. Este tipo de experiencias posibilitan la generacion de
modelos de clasificacion o prediccion que permitiran clasificar o cuantificar
parametros de nuevas muestras cuyas caracteristicas se desconozcan. Cuando el
objetivo es generar modelos de clasificacion, las técnicas utilizadas son el
analisis discriminante (LDA o PLS-DA) y las redes neuronales (ANN) [132]
[135]. Para la generacion de modelos predictivos de cuantificacion la
herramienta mas utilizada es la regresion por minimos cuadrados parciales
(PLS) [134], aunque existen otras como la regresidbn por componentes
principales (PCR) [132].

En la mayoria de los trabajos descritos en la bibliografia consultada se aplican
alguna de estas técnicas. En algunos de ellos se aplican varias técnicas
comparando su efectividad. Por ejemplo, en [35] se utilizan las técnicas de
PCA, PLS y ANN, siendo las redes neuronales las que mejores resultados
ofrecen. Sin embargo, en [26] se aplican las técnicas de PCA, PCR, BP-ANN y
PLS. En este caso los autores concluyen que la regresion por minimos
cuadrados parciales es la herramienta més adecuada. Por tultimo, en algunos
trabajos se combinan estas técnicas para optimizar la discriminacién o la
prediccion. En [136] se propone una metodologia en dos fases: primero se
aplica un PCA o un PLS-DA para llevar a cabo la seleccion de variables que se
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utilizaran en el posterior procesado mediante ANN. La conclusion de este
trabajo es que la combinacion de PLS-DA junto con ANN permite una mejora
en el rendimiento del modelo en comparacion con la aplicacion de cualquiera de
las dos técnicas por separado.

VARIABLES INDEPENDIENTES VARIABLES DEPENDIENTES

MUESTRAS | X |« « « X [+« «| Xu Yo e Yo |- Ya
S1 D11 A D1j A D1N P11 st P1k st P1Q

SI D|1 c DU b DiN FJ|1 Plk PIQ

SM DM1 A DMj A DMN PM1 st PMk st PMQ

Figura 27. Matriz de datos de una experiencia para la generacién de modelos de
clasificacion o de prediccion

Los métodos multivariantes empleados en la presente tesis son el analisis de
componentes principales y fundamentalmente la regresion por minimos
cuadrados parciales.

6.1. Tratamiento previo de los datos

Compresion de los datos

Para algunas de las técnicas empleadas en lenguas electronicas el nimero de
valores que se recogen durante las medidas puede ser considerablemente alto.
Por ejemplo, en voltametria de pulsos, voltametria ciclica y amperometria el
numero de medidas de corriente que se obtienen por cada muestra es en muchos
casos superior a 100 [53][54][62][63][64][66]. También en espectroscopia de
impedancias la cantidad de datos recogidos puede llegar al centenar [21]. Un
nimero alto de valores recogidos por cada muestra ralentiza el posterior
tratamiento de los datos mediante las herramientas de analisis multivariante.
Ademas, por lo general, mucha de la informacion contenida en estos datos es
redundante. Por ello, diversos autores se han planteado la implementacion de
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métodos que permitan comprimir la informacion de las medidas. El objetivo de
estos algoritmos de compresion es reducir el tamarfio de las matrices de datos de
los ensayos manteniendo unicamente la informacion relevante. En ocasiones
estas técnicas permiten ademas filtrar las sefiales eliminando el ruido contenido
en ellas.

En [137] y [138] se propone un método basado en wavelets para comprimir los
datos obtenidos de las medidas mediante voltametria de pulsos diferencial. Una
vez aplicado el algoritmo wavelet, los autores proponen tomar unicamente los
coeficientes correspondientes a las frecuencias bajas ya que dichas frecuencias
son las que contienen la informacion relevante en este tipo de ensayos. De esta
forma no solo se reduce el nimero de variables, sino que también se reduce el
ruido de alta frecuencia. Un algoritmo similar se aplica en [64].

En [139] Holmin et al. comparan tres metodologias de compresion de datos para
experiencias de voltametria de pulsos. En la primera de ellas aproximan la sefal
de corriente obtenida para cada pulso a una expresion compuesta por dos
exponenciales que se derivan del estudio teérico de los procesos
electroquimicos que ocurren durante la aplicacion del pulso [140]. La segunda
metodologia consiste en aplicar un analisis de componentes principales
jerarquico (HPCA) para reducir el nimero de variables. En este caso se dividen
las medidas recogidas en 4 grupos (un grupo por cada electrodo) y se aplica un
PCA a los datos de cada uno de los grupos. Las componentes principales
obtenidas para cada grupo se utilizan como nuevas variables. El ultimo método
de compresion consiste en aplicar una transformada wavelet a los datos y
quedarse con los coeficientes que mayor varianza expliquen [141]. Segun los
resultados obtenidos, aunque el HPCA permite una mayor reduccion del
nimero de variables, el método basado en el modelo tedrico presenta mejores
resultados.

En [55] las curvas I/V resultantes de las medidas de voltametria de onda
cuadrada se procesan mediante 10 funciones de ventana con forma de campana
(bell-shaped-windowing) llamadas kernel con el fin de convertir la informacion
contenida en dichas curvas en 10 coeficientes. El mismo grupo de investigacion
utiliza una técnica analoga en [56][57][60][61] para comprimir los datos de los
voltagramas.
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Preprocesado

En ocasiones antes de aplicar la herramienta de andlisis multivariante es
conveniente llevar a cabo un pequeio preprocesado de los datos. El tipo de
preprocesado mas adecuado depende de la naturaleza de los datos y de la
técnica que se vaya a utilizar. El preprocesado debe aplicarse tanto a los datos
de las variables independientes (Djj) como a los de las variables dependientes
(Pix). Las técnicas de preprocesado mas comunes son:

Centrado con respecto a la media: esta técnica suele utilizarse cuando los
datos presentan un desplazamiento con respecto al nivel cero que no
aporta informacion relevante sobre las diferencias entre muestras. En este
caso es conveniente eliminar dicho desplazamiento restando a cada
medida el valor promedio de los datos de la variable independiente
correspondiente, tal y como se indica en la Ecuacion 8.

D CENy — Dij - DMEDj Ecuacion 8

Siendo Dygp; el valor medio de todas las muestras para la variable
independiente X; (ver Ecuacion 9).

2.0,

— =l

DMEDj - M

Ecuacion 9

Estandarizacion: cuando los datos correspondientes a las variables
independientes son de distinta naturaleza (sensores que miden distintos
parametros) puede resultar util homogeneizar los datos dividiéndolos por
la desviacion estandar (ver Ecuacion 10). De esta forma se le da la misma
importancia a todos ellos independientemente de cual sea su naturaleza.

- Dlj
DSTDij EY;
Z(Dij —DMEDj)2 Ecuacién 10
i=1
M -1
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= Autoescalado: consiste en combinar las transformaciones de centrado y
estandarizacion. Es decir, consiste en llevar a cabo una estandarizacion
sobre datos que previamente han sido centrados con respecto a la media,
tal y como aparece en la Ecuacion 11. Para entender esta ecuacion hay
que tener en cuenta que la desviacion estandar (cociente de la expresion
de la Ecuacion 11) de los datos antes y después del centrado es la misma.

D _ DCEN;‘/‘
AUTO; v;
(D, -D,,,.) Ecuacion 11
i MEDj
i=1
M -1

= Normalizacion: se utiliza para conseguir que los datos tengan un valor
entre -1 y +1. Consiste en dividir los datos cada variable independiente
por el méximo (en valor absoluto) de cada una de ellas.

D,

— J

DNORM“ - ' Ecuacion 12
ij
max (‘Dij ‘)

La Ecuaciéon 8, Ecuacion 9, Ecuacion 10, Ecuacion 11 y Ecuaciéon 12 estan
referidas a los datos de las variables independientes (Dj). Las mismas
expresiones deberian ser aplicadas a las variables dependientes (Py).

6.2. Anadalisis de componente principales (PCA)

Cuando el numero de variables independientes es mayor de 3 resulta imposible
representar las muestras en funcion de las medidas. Para poder hacerlo
deberiamos reducir el numero de variables independientes intentando perder la
menor cantidad de informacion. Es decir, deberiamos encontrar un nuevo
sistema de referencia que permita reducir la dimension de nuestro espacio de
variables independientes y que cumpla las siguientes condiciones:

= Los ejes de este nuevo sistema de referencia deben ser ortogonales entre

si de forma que la informacién aportada por cada uno de ellos sea
diferente y exclusiva.
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= La proyeccion de los datos sobre el nuevo sistema de referencia debe
contener la informacion completa del conjunto de los datos concentrando
en los primeros ejes la informacién mas relevante.

A los ejes de este nuevo sistema de referencia se les denomina componentes
principales. En la Figura 28 se muestra un ejemplo en el que un objeto de tres
dimensiones (un lapiz) debe representarse en dos dimensiones (un plano). En la
figura se plantean dos alternativas para la proyeccion del objeto sobre un plano.
La proyeccion del 1apiz sobre el plano B daria lugar a una importante pérdida de
informacion mientras que la proyeccion sobre el plano A permitiria mantener la
mayor parte de la informacion relevante del objeto. Por otro lado, en la
proyeccion sobre el plano A la mayor parte de la informacion corresponde al eje
PC1 y el resto queda para el eje PC2. De igual forma, cuando se lleva a cabo un
analisis de componentes principales (PCA — Principal Components Analysis) se
asegura que la primera componente principal contenga el maximo de la varianza
de los datos. A continuacion se elige la segunda componente principal de forma
que contenga el maximo de la varianza restante (es decir, la varianza que no
haya sido explicada por la primera componente principal) y sea ortogonal a la
primera componente. Y de igual modo se procede con el resto de componentes
principales [132].

Una vez se ha construido el nuevo sistema de referencia, una representacion de
las muestras proyectadas sobre las dos primeras componentes principales nos
daria, a priori, la maxima informacion que se puede obtener sobre las medidas
trabajando en dos dimensiones.

Por lo general, el PCA se utiliza para poder visualizar matrices de datos que
contienen un gran numero de variables independientes en dos o tres
dimensiones. A partir de estas representaciones se pueden agrupar y clasificar
las muestras. En efecto, si al proyectar dos muestras sobre el plano formado por
las dos primeras componentes principales éstas aparecen juntas, significara que
tienen caracteristicas similares (los valores de las variables independientes para
estas dos muestras son semejantes). Por el contrario, si aparecen separadas,
significara que las muestras pertenecen a grupos diferentes. Aunque el PCA
puede emplearse como herramienta de clasificacion no supervisada en
ocasiones también se utiliza como paso previo a otros analisis ya que permite
tener una vision general del conjunto de los datos recogidos. Por ejemplo,
mediante una representacion en dos dimensiones de las medidas
correspondientes a un ensayo pueden detectarse muestras andémalas (outliers);
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es decir, muestras cuyo comportamiento no se corresponde con el resto de las
muestras.

PLANO B
® T -
PC2
PC1
PC2
—_—
PLANO A PC1

Figura 28. Proyeccion de un objeto de tres dimensiones sobre planos de dos
dimensiones

6.3. Regresion por minimos cuadrados parciales (PLS)

Generacion del modelo

La regresion por minimos cuadrados parciales se aplica a experiencias en las
que se dispone de informacion previa sobre las muestras, es decir, experiencias
en las que hay tanto variables independientes como variables dependientes (ver
Figura 27). Las variables dependientes corresponden a parametros
cuantificables de las muestras. El objetivo en estos casos es generar modelos de
prediccion que permitan cuantificar dichos parametros en nuevas muestras a
partir de los valores de las medidas. Si para generar el modelo utilizamos toda la
informacion contenida en la matriz de experiencia, éste tendra una capacidad
predictiva excelente sobre las muestras utilizadas para construirlo. Pero
probablemente las predicciones sobre nuevas muestras no seran correctas puesto
que el modelo, ademas de la informacién relevante, contiene los “matices”
correspondientes a cada una de las muestras con las que ha sido creado; es
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decir, el modelo estd “‘sobre-entrenado”. Por otro lado, en la mayoria de los
casos el nimero de variables independientes es mayor que el nimero de
muestras disponibles para construir el modelo; en estas condiciones no es viable
llevar a cabo una regresion multiple.

La solucion a estos dos problemas pasa por realizar una reduccion de la
dimension del espacio de las variables independientes. Es decir, debe
establecerse un nuevo sistema de referencia en dicho espacio de forma que la
informacion relevante de la experiencia quede contenida en los primeros ejes. El
procedimiento a seguir es similar al utilizado para el analisis de componentes
principales (PCA) pero con una diferencia importante. Asi como en PCA la
obtencion de los ejes del nuevo sistema de referencia se hace intentando
maximizar la varianza de los datos de las variables independientes, en la
regresion por minimos cuadrados parciales (PLS — Partial Least Squares) los
nuevos ejes se generan intentando maximizar la correlacion entre los datos de
las variables independientes y de las variables dependientes. A los ejes del
nuevo sistema de referencia se les denomina variables latentes. La primera
variable latente contiene la mayor covarianza posible entre variables
dependientes e independientes. El resto de variables latentes se construye
siguiendo el mismo criterio aplicandolo a la covarianza residual que queda en
cada fase del proceso. De esta forma las primeras variables latentes contienen la
informacion relevante sobre la relacidn que existe entre los parametros
cuantificables de las muestras (variables dependientes) y las medidas realizadas
(variables independientes). El siguiente paso consiste en construir el modelo
mediante una regresion multiple en la que se utilizan las variables latentes en
lugar de las variables independientes originales.

Eleccion del numero optimo de variables latentes

Como acabamos de ver el modelo generado a partir de las primeras variables
latentes contendra la informacion relevante de la relacion entre las medidas y
los parametros a predecir, lo que le permitira cuantificar de forma correcta
dichos parametros para nuevas muestras. Sin embargo, para que el modelo sea
realmente robusto, es necesario concretar cual es el nimero de variables latentes
que deben utilizarse para construirlo. Por un lado, si elegimos pocas variables
latentes es posible que parte de la informacion relevante quede fuera del
modelo. Por el contrario, si el nimero de variables latentes es demasiado alto,
ademas de la informacion relevante, el modelo contendra informacion
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especifica de las muestras utilizadas para construirlo con lo que su capacidad de
prediccion de nuevas muestras se vera afectada (sobre-entrenamiento).

Existe una metodologia que ayuda a identificar cual es el nimero de variables
latentes optimo para cada modelo; se trata de la validacion cruzada. En la Figura
29 se muestra un ejemplo de validacion cruzada para una experiencia con 6
muestras. El objetivo de este método es establecer cual es el nimero de
variables latentes que permite obtener un modelo con menor error en la
prediccion. Para ello se construyen en primer lugar modelos con una sola
variable latente. Estos modelos se establecen a partir de los datos de una serie
de subconjuntos de muestras y se validan con los datos correspondientes a las
muestras no incluidas en dichos subconjuntos. Con los valores de validacion
obtenidos para cada uno de estos modelos se construye una grafica de
observado frente a predicho. En esta grafica el eje Y corresponde a los valores
conocidos del pardmetro que se quiere predecir, mientras que en el eje X se
representan los valores predichos mediante el modelo (en ocasiones las
predicciones se representan en el eje Y y lo valores conocidos en el eje X). En
el ejemplo de la figura el primer modelo se obtiene a partir de los datos de las
ultimas 4 muestras y los datos de las 2 primeras se aplican al modelo para
obtener los dos primeros valores predichos. A continuacion se construye otro
modelo con los datos correspondientes a las dos primeras y a las dos ultimas
muestras que se valida mediante los datos de las dos muestras intermedias. Por
ultimo, se genera un modelo con los datos de las 4 ultimas muestras cuya
validacion se lleva a cabo mediante las dos primeras. Los valores predichos por
estos tres modelos se representan en la grafica de observado frente a predicho y
se calcula el error cuadratico medio de validacion cruzada (RMSECYV). Este
parametro indica cudl es el error promedio de nuestra prediccion con respecto a
los valores reales y su expresion es la que aparece en la Ecuacion 13.

< 2
z (Yossi =¥ prepevi)
RMSECV =-

Ecuacion 13

M

Siendo:
= yogsi: valor del parametro y observado (conocido) para la muestra i.
* yprepcvi: valor del pardmetro y predicho mediante el modelo de
validacion cruzada para la muestra i.
=  M: nimero de muestras
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Una vez calculado el RMSECV para los modelos construidos con una sola
variable latente, se lleva a cabo el mismo proceso utilizando dos variables
latentes y se calcula el RMSECV correspondiente. El mismo procedimiento se
repite incrementando en cada iteracion el numero de variables latentes
incorporadas a los modelos. Finalmente se obtiene una grafica que relaciona el
valor del RMSECYV con el numero de variables latentes incluidas en el modelo.
El nimero 6ptimo de variables latentes se correspondera con el primer minimo
que presente dicha grafica. En caso de que la grafica no presente ningiin minimo
se debera elegir el ultimo valor que dé lugar a una disminucién importante del
RMSECV. Por ejemplo si los valores del RMSECYV son: 35 para 1 LV, 27 para
2LV’s,20para3 LV’s, 13 para4 LV’s, 11 para 5 LV’s, 10 para 6 LV’s, etc., el
valor 6ptimo de variables latentes seria 4.

Existen diversas modalidades de validacion cruzada en funcion de coémo se
lleve a cabo la eleccion de las muestras que se utilicen para generar los modelos
y para validarlos:

= Leave-one-out:. para generar los modelos se toman todas las muestras
menos una que es la que se utiliza para validar. De esta forma el niimero
de subconjuntos que se crean para la validacion cruzada es igual al
numero de muestras.

= Venetian Blinds: los subconjuntos de muestras que se utilizan para
construir los modelos se establecen recorriendo la matriz de experiencia y
seleccionando 1 de cada s muestras. El valor s determina el niimero de
subconjuntos que se forman para la validacion cruzada.

= Aleatorio: se crean s subconjuntos de muestras de forma aleatoria de
manera que ninguna muestra aparezca en dos o mas subconjuntos. Con
estos subconjuntos se realiza una validacion cruzada. A continuacion se
realiza una nueva iteracion del mismo proceso y los datos obtenidos se
promedian con los del anterior. El procedimiento se repite » veces. En
este caso el numero de subvalidaciones que se llevan a cabo son s-r.

= Bloques contiguos: se forman s bloques de muestras contiguas. Este
método se corresponde con el ilustrado en la Figura 29.
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Validacion del modelo

Una vez elegido el numero 6ptimo de variables ya se puede construir el modelo
de prediccion. El siguiente paso debe ser la evaluacion de su robustez. En
algunos trabajos dicha valoracion se lleva a cabo utilizando los resultados de la
validacion cruzada. Sin embargo, en la validacién cruzada se utilizan los
mismos datos con los que luego se construye el modelo, y una validacion
rigurosa deberia hacerse con datos totalmente ajenos al modelo. Por ello,
normalmente la validacion del modelo se realiza mediante un nuevo conjunto de
muestras, denominado set de validacion, cuyas caracteristicas (parametro que se
desea predecir) son conocidas. El set de validacion se aplica al modelo
construido y con los valores resultantes se representa la grafica de observado
frente a predicho. Del analisis de esta grafica pueden extraerse conclusiones
importantes sobre la robustez del modelo (ver Figura 30).
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Figura 30. Grafica de predicho frente a observado
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Un modelo perfecto seria aquél en el que los puntos de la grafica predicho
frente observado apareciesen alineados sobre la recta de pendiente 1 y de
ordenada en el origen 0 (linea verde); es decir, aquél para el que el valor
predicho de cada muestra fuese igual a su valor medido u observado. Para
modelos reales lo que se observa es una nube de puntos distribuidos a lo largo
de la recta de tendencia o regresion (linea roja). La calidad del modelo puede
evaluarse a nivel visual observando:

El grado de proximidad de los puntos a la recta de tendencia. Si los
puntos estdn muy separados de la recta de tendencia significa que la
prediccion es mala.

El grado de similitud que exista entre la recta de tendencia y la recta 1:1.
Si los datos estan alineados con la recta de tendencia, pero dicha recta
estd muy separada de la linea 1:1 (ya sea por la pendiente o por la
ordenada en el origen) la prediccion también sera mala.

Pero también puede hacerse una evaluacion numérica del modelo atendiendo a
los siguientes parametros:

R® o coeficiente de determinacién: es el cuadrado del coeficiente de
regresion de la recta de tendencia. Indica el grado de proximidad de los
puntos de la grafica a la recta de tendencia.

La pendiente (A) y la ordenada en el origen (B) de la recta de tendencia:
nos indican numéricamente el grado de similitud entre dicha recta de
tendencia y la recta 1:1.

Error cuadratico medio de prediccion: nos indica cual es en promedio la
diferencia entre los valores predichos y los observados (ver Ecuacion 14).

< 2
Z (Yossi = Yereni)
RMSEP = -

Ecuacion 14

M

Siendo:
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yossi: valor del parametro y observado (conocido) para la muestra .
yerepi: valor del parametro y predicho para la muestra .
M: nimero de muestras.
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Objetivos de la tesis

El objetivo fundamental de esta tesis es el disefio de un sistema de lengua
electronica voltamétrica y el estudio de su aplicacion en el ambito
agroalimentario. Las aplicaciones que se proponen son la determinacién de la
concentracion de antioxidantes en disoluciones simples y binarias y la deteccion
de glifosato en disoluciones simples.

A nivel mas concreto se plantean los objetivos especificos que se enumeran a
continuacion:

Disefio de un equipo electronico capaz de llevar a cabo ensayos de
voltametria ciclica y de pulsos en configuracion de lengua electronica.
Ademas se desarrollara el software que permita su control mediante un
ordenador personal (PC). Dicho software debera incluir herramientas que
faciliten el andlisis, filtrado, compresion, seleccion y organizacion de los
datos generados por el equipo electronico para su posterior tratamiento
con técnicas de analisis multivariante. El sistema disefiado debera ser
caracterizado a nivel de sefales eléctricas y validado experimentalmente
mediante ensayos de voltametria ciclica y de pulsos.

Estudio de la capacidad del sistema de lengua electronica disefiado de
cuantificar mediante electrodos de metales de diversa naturaleza (nobles
y no nobles) el contenido de antioxidantes en disoluciones simples. Se
estableceran los metales mas adecuados para la cuantificacion de
antioxidantes mediante la técnica de voltametria de pulsos. También se
evaluaran distintas metodologias de compresion de los datos generados
mediante dicha técnica. Asi mismo, se estudiardn los efectos de
interferencia de los antioxidantes en disoluciones binarias determinando
la capacidad de discriminacion del sistema disefiado.

Evaluacion de la capacidad de la técnica de voltametria de pulsos
combinada con metales nobles y no nobles de cuantificar el contenido de
glifosato en disoluciones simples. Se determinara cuales de estos metales
presentan mejor capacidad de deteccion del glifosato. Se utilizaran
electrodos rotatorios (RDE) combinados con la voltametria de pulsos para
intentar mejorar la resolucion de la cuantificacion del glifosato.
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Capitulo 1. Desarrollo del sistema de medida

1. Antecedentes. Especificaciones del disefio

En 2008 el IDM disefid un equipo para la implementacion de la técnica de
espectroscopia de impedancias. Dicho equipo permitia realizar ensayos de
espectroscopia de impedancias en un rango de frecuencias de 1 Hza 1 MHz, a 2
electrodos (no disponia de potenciostato) y con 4 escalas de corriente.
Posteriormente, y ya en el marco de esta tesis, este equipo se modificd para
permitir la implementacion de voltametria de pulsos. Sin embargo, la aplicacion
del equipo a medidas de voltametria plante6 una serie de problemas. En primer
lugar, el equipo no disponia de potenciostato y, por tanto, las medidas debian
hacerse a 2 electrodos, lo que implicaba que las medidas variaban mucho en
funcion de las condiciones de ensayo puesto que no se disponia de un electrodo
de referencia (ver apartado 4.2 de la Introduccion). Por otro lado, el rango de
tension de salida para el que se habia fabricado el equipo [-0,5 V; +0,5 V] era
demasiado bajo para algunos ensayos de voltametria de pulsos.

Por todo ello, en 2009 se decidid iniciar el disefio de un nuevo equipo que
permitiese la implementacion de las técnicas de espectroscopia de impedancias,
de voltametria ciclica y de voltametria de pulsos. Dicho equipo debia incorporar
un potenciostato que permitiese realizar las medidas a 3 electrodos. En
voltametria el equipo debia ser capaz de llevar a cabo ensayos sobre un maximo
de 10 electrodos de trabajo multiplexados. Por ultimo se incrementd el namero
de escalas de corriente hasta 32 y se establecio un rango de tension de trabajo de
[-0,5 V; 40,5 V] para espectroscopia de impedancias y de [-2 V; +2 V] para
voltametria. Dado que se deseaban alcanzar frecuencias de hasta 10 MHz para
espectroscopia de impedancias el disefio se basd en una tarjeta de procesado
digital de sefial de ALTERA (Cyclone II DSP Development Board) que
incorporaba una FPGA de gama alta (EP2C70F672-C6) y convertidores D/A
(DAC904E) y A/D (ADS5550) de alta velocidad. Ademas de esta tarjeta el
equipo disefiado contenia una placa con las etapas de adaptacion de sefial y el
potenciostato. Desgraciadamente, cuando el disefio del equipo concluyo6 y se
construy6 el primer prototipo, ALTERA dejo de fabricar la tarjeta de procesado
digital de sefial lo que imposibilitaba la construccion de nuevas unidades del
equipo disefiado necesarias para el gran nimero de experiencias que debian
ponerse en marcha.
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Fue entonces cuando se decidio redisefiar el sistema de medida basandose en
componentes estandar y evitando el uso de tarjetas de desarrollo. Por otro lado,
se intent6 reducir al maximo el coste del equipo manteniendo las prestaciones
del anterior, reduciendo Unicamente la frecuencia maxima de trabajo para
espectroscopia de impedancias de 10 MHz a 200 kHz, lo que permiti6 sustituir
la FPGA por un pC.

Para este nuevo equipo se plantearon una serie de especificaciones basadas en la
experiencia que el IDM habia adquirido en el campo de las citadas técnicas
electroquimicas de medida.

Especificaciones generales:

Sistema flexible, que permita la implementacion tanto de espectroscopia
de impedancias como de voltametria ciclica y de pulsos.

Sistema portatil, cuyas reducidas dimensiones permitan realizar medidas
in situ.

Sistema de facil manejo para el usuario, que no requiera personal
cualificado.

Sistema dotado de aplicacion software que almacene los datos recogidos
y que proporcione herramientas que permitan un rapido y coémodo
analisis de las medidas realizadas.

Sistema fiable, que posea la precision y exactitud necesarias para obtener
una medida de calidad y confianza.

Sistema econdémico, con un disefio adaptado para lograr operatividad con
el menor coste posible.

Especificaciones técnicas:
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Voltametria ciclica:

0 Generacion de sefiales triangulares configurables. Se podran
configurar los valores de la tension inicial, la tension de pico maxima
y la tension de pico minima. Dichas tensiones podran tomar valores
entre -2 Vy 2 V. Asimismo se podra configurar la velocidad de
barrido con valores comprendidos entre 2 mV/s y 10 V/s.

0 Muestreo de la sefial de tension aplicada al electrodo de trabajo y de la
sefial de corriente que circula por el mismo.

0 Representacion de la curva I/V (voltagrama).

0 Almacenamiento de los datos de tension y corriente.
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= Voltametria de pulsos:

(0]

(0]

Generacion de un tren de hasta 50 pulsos cuya amplitud debera ser
configurable en el rango de -2 V hasta +2 V. La duraciéon de los
pulsos también debera ser configurable con valores comprendidos
entre 1 ms y 800 ms.

Muestreo de la sefial de tension aplicada al electrodo de trabajo y de la
sefial de corriente que circula por el mismo.

Representacion grafica de la evolucion temporal de las sefiales de
tension y corriente muestreadas.

Almacenamiento de la evolucion temporal de la sefial de corriente
muestreada.

= Espectroscopia de impedancias:

(0]

(0]

Generacion de sefiales senoidales cuya amplitud debera ser
configurable en el rango de -0,5 V hasta +0,5 V. La frecuencia de la
sefial senoidal podra variar entre 1 Hz y 200 kHz.

Muestreo de la sefial de tension aplicada al electrodo de trabajo y de la
sefial de corriente que circula por el mismo.

Representacion grafica de la evolucion temporal de las sefales de
tension y corriente muestreadas.

Posibilidad de realizar ensayos individuales para una frecuencia
individual o barridos en frecuencia.

Calculo del médulo y la fase de la impedancia medida para cada
frecuencia.

Representacion grafica de los diagramas de Bode (modulo y fase de la
impedancia en funcion de la frecuencia).

= Potenciostato de voltametria ciclica y de pulsos:

(0]

(0]
(0]

Posibilidad de trabajar a 2 electrodos (contraelectrodo y electrodo de
trabajo) o a 3 electrodos (contraelectrodo, electrodo de referencia y
electrodo de trabajo).

Posibilidad de realizar medidas en hasta 10 electrodos de trabajo
multiplexados.

Hasta 32 escalas de corriente (desde 10 pPA hasta 20 mA).

Hasta 9 niveles de estabilizacion del potenciostato.

= Potenciostato de espectroscopia de impedancias:

(0]

Posibilidad de trabajar a 2 electrodos (contraelectrodo y electrodo de
trabajo) o a 2 electrodos (contraelectrodo, electrodo de referencia y
electrodo de trabajo).

Hasta 32 escalas de corriente (desde 3 PHA hasta 5 mA).

Hasta 9 niveles de estabilizacion del potenciostato.
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= Aplicacion software:

0 Configuracion de los ensayos voltametria (seleccion del electrodo de
trabajo, seleccion de la escala de corriente, seleccion del nivel de
estabilizacion del potenciostato, secuenciacion de los ensayos de
voltametria de pulsos para los electrodos de trabajo configurados,
generacion de los patrones de pulsos).

0 Configuracion de los ensayos de espectroscopia de impedancias
(rango de frecuencias, amplitud de sefial, escala de corriente, modo
del potenciostato, nivel de estabilizacion del potenciostato).

0 Representacion grafica de los datos muestreados.

Almacenamiento de los datos muestreados.

0 Pre-procesado (eliminacion, promediado y otros) de los datos
recogidos y generacion de los ficheros de datos para el posterior
analisis estadistico.

(@]

1.1. Diagrama general del sistema de medida

El sistema de medida se compone de tres elementos:

= Aplicacion software
= Equipo Electronico de Medida
= Electrodos

El funcionamiento de la aplicacion software depende de la técnica seleccionada.
Para voltametria ciclica el usuario debe establecer en el formulario
correspondiente de la aplicacion de PC la velocidad de barrido y los valores
inicial, maximo y minimo de la sefial triangular; ademas tiene que seleccionar el
electrodo de trabajo sobre el que se va a hacer la medida, la escala de corriente
y el modo (2 o 3 electrodos) y nivel de estabilizacion del potenciostato. Los
valores digitales de la evolucion temporal de la sefial triangular junto con el
resto de datos necesarios para configurar el ensayo son transmitidos a través del
puerto USB al Equipo Electronico de Medida, éste aplica la sefial triangular al
electrodo seleccionado y muestrea las sefiales de corriente y tension. Dichas
muestras son enviadas al PC donde son representadas graficamente (grafica I/V)
y almacenadas.

En voltametria de pulsos se pueden secuenciar ensayos en varios electrodos de
trabajo. El usuario debe disefiar previamente el patron de pulsos que sera
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aplicado seleccionando el nimero de pulsos, la duracion de los mismos y la
amplitud de cada uno de ellos. A continuacion debe establecer sobre qué
electrodos de trabajo se va a llevar la secuencia de ensayos, la escala de
corriente, asi como el modo y el nivel de estabilizacion del potenciostato. Para
cada uno de los electrodos, la informacion de ensayo (evolucion temporal del
tren de pulsos y datos de configuracion del ensayo) es transmitida al Equipo
Electronico de Medida; el cual aplica el tren de pulsos al electrodo y muestrea
las sefiales de tension y corriente. Los datos de las muestras son enviados al PC
donde son almacenados; a continuacion la aplicacion repite el mismo
procedimiento para el resto de electrodos de trabajo de la secuencia
configurada.

Finalmente para los ensayos de espectroscopia de impedancias se debe
establecer el rango de frecuencias y la amplitud de las sefiales senoidales que se
aplicardn al electrodo de trabajo. La aplicacion software secuencia un ensayo
por cada frecuencia del espectro. Los datos de la evolucion temporal de la sefial
senoidal para la frecuencia correspondiente junto con el resto de informacion
del ensayo (escala de corriente, modo y nivel de estabilizacion del
potenciostato) son enviados al Equipo Electronico de Medida para cada uno de
los ensayos. La sefal senoidal es aplicada al electrodo y las sefales de tension y
corriente son muestreadas. Los datos de las muestras son enviados al PC donde
mediante una Transformada Discreta de Fourier (DFT), se calcula el mddulo y
la fase de la impedancia de la muestra. Una vez completado este proceso para
todas las frecuencias configuradas la aplicaciéon almacena los datos en un
fichero. Los resultados del ensayo pueden ser representados graficamente en
diagramas de Bode.

El Equipo Electronico de Medida recibe la informacion enviada por el PC y la
guarda en memoria. A continuacion establece la configuracion del potenciostato
(electrodo de trabajo, escala de corriente, modo de trabajo y nivel de
estabilizacion) y genera las sefiales correspondientes a la técnica seleccionada
que seran aplicadas a la muestra a través del electrodo. Simultaneamente,
muestrea la tension en el electrodo de trabajo y la corriente que circula por el
mismo, almacenando los datos para posteriormente enviarlos al PC.

Para simplificar el disefio de la etapa de procesado digital y abaratar el coste del
equipo se decidio utilizar un microcontrolador de 16 bits como procesador del
Equipo Electronico de Medida. El uso de este tipo de dispositivos limita la
frecuencia maxima de las sefiales que pueden ser generadas/muestreadas por el
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equipo. Sin embargo, el microcontrolador elegido permite cumplir con las
especificaciones funcionales establecidas. La técnica mas exigente en cuanto a
requerimientos de tiempos de respuesta es la espectroscopia de impedancias en
la que se deben generar sefiales de senoidales de hasta 200 kHz. El
microcontrolador elegido puede trabajar hasta una frecuencia de 16 MHz lo que,
teniendo en cuenta las tareas que se deben llevar a cabo en el ciclo de muestreo,
le permite muestrear sefiales de 200 kHz con 10 muestras/periodo.

Para convertir los valores digitales que maneja el microcontrolador a sefales
analogicas y viceversa se han utilizado un convertidor digital-analégico (DAC)
de 12 bits y dos convertidores analogico—digital (ADC) de 12 bits. Dichos
convertidores van acompafiados de una serie de bloques de adaptacion de
senales disefiados con amplificadores operacionales para adecuar los niveles de
tension con los que trabaja el potenciostato a los niveles de tension de los
convertidores.

Una de las partes mas complejas del desarrollo del Equipo Electronico de
Medida fue el disefio del potenciostato cuya mision es aplicar la tension que
corresponda a los electrodos. Como se vio en el apartado 4.2 de la Introduccion
para realizar medidas fiables, reproducibles y de precision en una celda
electroquimica es necesaria la utilizacion de 3 electrodos:

= El contraelectrodo encargado de suministrar la corriente a la celda.

= El electrodo de trabajo donde se producen los procesos electroquimicos
que se desean caracterizar y donde se mide la sefial de corriente.

= El electrodo de referencia con respecto al cual se aplica la tension al
electrodo de trabajo.

En algunas aplicaciones puede resultar inviable la utilizaciéon del electrodo de
referencia, y en tal caso, la configuracion debe reducirse a 2 electrodos
(contraelectrodo y electrodo de trabajo). El potenciostato disefiado permite
trabajar en las configuraciones de 2 6 3 electrodos. Ademas los potenciostatos
son circuitos intrinsecamente inestables que en determinadas condiciones de
trabajo pueden producir oscilaciones en la sefial que imposibilitan la medida. Es
por tanto necesario habilitar mecanismos de estabilizacion que puedan activarse
cuando las condiciones de funcionamiento del potenciostato asi lo requieran.

En la Figura 31 se muestra el diagrama de bloques general del sistema de
medida desarrollado.
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Figura 31. Diagrama de bloques del sistema de medida
En la Figura 32 se observa la placa electronica del equipo.

Resumiendo, el Equipo Electrénico de Medida presenta los siguientes
elementos:

= Un bloque de procesado digital compuesto por un convertidor USB-
UART y el microcontrolador (uC) de 16 bits PIC24FJ256.

= Un bloque de interconexién entre el bloque de procesado digital y las
etapas analdgicas dotado de dos convertidores A/D y un convertidor D/A.

= Un bloque analdgico integrado por amplificadores operacionales que
llevan a cabo la adaptacion de sefiales de los convertidores A/D y D/A.

= Un potenciostato formado por amplificadores operacionales, resistencias,
condensadores y relés que permiten establecer las diferentes
configuraciones de trabajo. El potenciostato contiene dos circuitos de
control de tensidon: uno para voltametria y otro para espectroscopia de
impedancias; ademds incorpora un circuito de medida de corriente en
configuracion de puente autobalanceado con 32 escalas de corriente. Para
la técnica de voltametria, el potenciostato incluye un circuito de
multiplexacion de los electrodos de trabajo (hasta 10 electrodos de
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trabajo para las técnicas voltamétricas). Tanto los dos circuitos de control
de tension como el circuito de medida de corriente disponen de circuitos
de estabilizacion compuestos por una serie de condensadores.

Figura 32. Detalle de la placa electréonica del equipo de medida

2. Descripcion del hardware del Equipo Electronico de Medida
2.1. Bloque de procesado digital

En las especificaciones del equipo se establecié que éste debia ser capaz de
generar sefiales senoidales de hasta 200 kHz, trenes de pulsos con un ancho de
pulso minimo de 1 ms y sefiales triangulares con una pendiente méxima de 10
V/s. De todos estos requerimientos el mas exigente desde el punto de vista de
respuesta temporal es la generacion de sefiales senoidales de 200 kHz. Si a
dicha frecuencia la sefial senoidal se representa mediante 10 puntos, el sistema
debe ser capaz de generar una muestra cada 500 ns. Para implementar esta
temporizacion caben varias opciones:

= Una FPGA con una memoria no volatil externa de configuracion.

= Una CPLD con una memoria RAM externa.
= Un SoC (System on Chip) o PSoC (Programmable System on Chip).
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= Un microcontrolador de 16 bits.

Por motivos de familiaridad con las herramientas de desarrollo de
microcontroladores PIC y para simplificar el disefio del hardware del sistema se
decidié utilizar un microcontrolador de Microchip de la familia PIC24.

En la Figura 33 se muestra la estructura del bloque de procesado digital. Se
compone un HC PIC24FJ256 y un convertidor de UART-USB.

- L =
FOSC_SZMHE RAO0.RA7 = DATOS
RA9, RA10 [—
T IRrets RA14, RA15 — DAC

RD14, RD15[-— DATOS ADC
REO.RE9 — TENSION

= DATOS ADC
RDO-RDT! = 5 ORRIENTE

MICROCONTROLADOR RB5 — SENAL DE RELOJ DAC Y ADC'’s

PIC24FJ256
RB5.RBO = SELECCION ELECTRODO DE
— TRABAJO VOLTAMETRIA

R11,RB14 = SELECCION RESISTENCIA DE SHUNT DEL
RG14, RG15— CIRCUITO DE MEDIDA DE CORRIENTE

RF4, RF5, RF12, RF13 = SELECCION TECNICA
RB4— (VOLTAMETRIA-E.I.)

D+ |USB RXD | rra —
RG7.RG9 | — ESTABILIZACION POTENCIOSTATO E.I.
D- D] ges RC13.RC14 | —
— UART " RG6 ESTABILIZACION POTENCIOSTATO VOLTAM.

RG12, R'é?z 3 ESTABILIZACION CIRC. MEDIDA CORRIENTE

RB3|— CONFIG. MODO POTENCIOSTATO E.I.
RB2— CONFIG. MODO POTENCIOSTATO VOLTAM.

Figura 33. Diagrama del bloque de procesado digital

El convertidor de UART-USB convierte la interfaz de comunicacién serie
UART del microcontrolador en una interfaz USB. Ademas este convertidor
permite que la aplicacion del PC vea el puerto USB como un puerto COM; es
decir, el uso del convertidor UART-USB permite que tanto la aplicacion del PC
como el codigo del pC trabajen con una interfaz serie UART aunque
fisicamente las sefiales se transmitan a través de una interfaz USB. Esto
simplifica los codigos del PC y del pC evitando la necesidad de disponer de un
puerto COM fisico en el PC.

Las caracteristicas principales del microcontrolador PIC24FJ256 son:
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= 256 kBytes de memoria flash de programa.

= 16 kBytes de memoria RAM de datos.

» Arquitectura Harvard modificada.

» Frecuencia maxima de trabajo: 32 MHz (16 MIPS).

= Seiial de reloj de la CPU configurable.

*= Modos de bajo consumo (sleep, idle y doze).

= Multiplicador hardware 17-Bit por 17-Bit de un ciclo de instruccion.

= Divisor hardware de 32-Bit por 16-Bit.

= 16 registros de trabajo de 16-Bit.

= Set de instrucciones optimizado para compilador C con modos de
direccionamiento flexibles.

= Hasta 83 lineas de E/S distribuidas en 7 puertos (A, B, C, D, E, F y G).

= 16 canales de conversion A/D multiplexados de 10 bits con una velocidad
maxima de 500 ksps.

= 3 modulos SPL

* 3 modulos 12C.

= 4 moédulos UART.

* 1 mddulo USB.

= 5 temporizadores de 16-Bit.

* 9 mddulos de comparacion/captura/PWM de 16-Bit.

Aunque la mayoria de las caracteristicas mencionadas no son utilizadas en el
disefio actual, la eleccion de este microcontrolador permitird en el futuro la
incorporacion de nuevas funcionalidades al equipo sin necesidad de cambiar de
procesador.

Para generar la senal de reloj del uC se utiliza un cristal oscilador de 32 MHz. A
partir de dicho cristal el pC genera internamente la sefial de reloj que marca el
ritmo de trabajo tanto de los periféricos como de la CPU. Para algunos ensayos
en los que se requieran tiempos de muestreo bajos la frecuencia de trabajo de la
CPU se puede reducir mediante la configuracion de un registro de funcion
especial. Se necesitan 2 ciclos de la senal de reloj para la ejecucion de una
instruccion en este microcontrolador, por tanto, el tiempo minimo de ejecucion
de una instruccion sera: Tey = 62,5 ns.

De las 83 lineas de E/S del microcontrolador se utilizan 68 lineas para realizar
las siguientes funciones:
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Lineas de salida de datos al DAC: se trata de las lineas mediante las
cuales el puC transmite al convertidor D/A el valor digital correspondiente
a la tension que se desea aplicar al electrodo de trabajo. Las lineas
utilizadas son RA0...RA7, RA9, RA10, RA14 y RA15.

Lineas de entrada de datos del ADC de tension: se trata de las lineas a
través de las cuales el uC recibe el valor digital generado por el
convertidor A/D que mide la tension en el electrodo de trabajo. Las lineas
utilizadas son RD(...RD11.

Lineas de entrada de datos del ADC de corriente: se trata de las lineas a
través de las cuales el pC recibe el valor digital generado por el
convertidor A/D que mide la tension correspondiente a la corriente que
circula por el electrodo de trabajo. Las lineas utilizadas son RD14, RD15,
REO...RE9.

Linea de la sefial de reloj: tanto el DAC como los dos ADC’s necesitan
una sefial de reloj para funcionar. Dicha sefal es generada por el pC a
través de la linea RB5 que incorpora como funcion secundaria REFO
(Reference Clock Output) que permite la generacion de una sefial
derivada del oscilador principal y cuya frecuencia puede establecerse
mediante los bits RODIV del registro REFOCON. Existen 16 posibles
configuraciones de la frecuencia a partir del oscilador principal.

Lineas de seleccion del electrodo de trabajo para la técnica de
voltametria: el equipo puede llevar a cabo medidas de voltametria sobre
hasta 10 electrodos de trabajo. Sin embargo, solo se dispone de un
potenciostato y de un circuito de medida de corriente. Los 10 electrodos
de trabajo estan, por tanto, multiplexados mediante un circuito
constituido por una serie de relés que se controla mediante 5 lineas de
salida del pC (RB5...RB9).

Lineas de seleccion de las resistencias de shunt del circuito de medida de
corriente: debido a la variabilidad de las muestras que pueden ser
medidas con el equipo, es necesario que éste esté preparado para poder
trabajar con un amplio rango de corrientes. El circuito de medida de
corriente dispone de 32 escalas de corriente que corresponden a 32
combinaciones de 16 resistencias de shunt. La seleccion de la
combinacioén de resistencias de shunt para cada escala de corriente se
lleva a cabo mediante 8 lineas de salida del pC (RB11...RB14, RCI,
RC2,RG14 y RG15).

Lineas de seleccion de la técnica de medida (espectroscopia de
impedancias y voltametria): aunque el disefio incorpora circuiteria
especifica para cada una de las técnicas, existen subcircuitos en la placa
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que son comunes a ambas técnicas (convertidor D/A, convertidores A/D,
circuito de medida de corriente). Es por tanto necesario realizar en
algunos puntos del sistema una multiplexaciéon para establecer las
conexiones oportunas en funcion de la técnica que se desea implementar.
Dicha multiplexacion es llevada a cabo por el uC mediante 5 lineas de
salida: RF4 (selecciona si la sefial de salida del DAC se direcciona al
potenciostato de espectroscopia de impedancias o al de voltametria), RF5
(selecciona si la sefial de entrada del ADC que mide la tension en el
electrodo de trabajo proviene del potenciostato de espectroscopia de
impedancias o del de voltametria), RF12 (selecciona si la sefal de entrada
del ADC que mide la corriente por el electrodo de trabajo proviene del
potenciostato de espectroscopia de impedancias o del de voltametria),
RF13 (selecciona si la salida del circuito de medida de corriente va al
circuito de adaptacion de seiial de espectroscopia de impedancias o al de
voltametria) y RB4 (selecciona si la entrada al circuito de medida de
corriente proviene del electrodo de trabajo de espectroscopia de
impedancias o de voltametria de pulsos).

Lineas de configuracion de la estabilizacion del potenciostato de
espectroscopia de impedancias: un potenciostato es un circuito
electronico inestable que en determinadas condiciones puede entrar en
oscilacion. Uno de los métodos de estabilizacion es colocar en paralelo al
bucle de realimentacion un condensador. Con el fin de disponer de
diferentes niveles de estabilizacion se ha implementado un circuito
compuesto por 3 condensadores y una serie de relés que permite
establecer 4 niveles de estabilizacion: sin estabilizacion (condensadores
de estabilizacion desconectados), estabilizacion débil (conexion del
condensador de valor bajo), estabilizacion media (conexion del
condensador de valor medio) y estabilizacién fuerte (conexion del
condensador de valor alto). La seleccion del nivel de estabilizacion del
potenciostato de espectroscopia de impedancias se lleva a cabo mediante
3 lineas de salida del pC: RG7...RG9.

Lineas de configuracion de la estabilizacion del potenciostato de
voltametria: el potenciostato de voltametria también incorpora un circuito
de estabilizacion que se controla mediante 3 lineas de salida del pC:
RC13, RC14 y RG6.

Lineas de configuracion de la estabilizacion del circuito de medida de
corriente: en ocasiones las oscilaciones en las medidas provienen del
circuito de medida de corriente. En este caso, la estabilizacion se
consigue colocando un condensador en paralelo con las resistencias de
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shunt. El nivel de estabilizacion del circuito de medida de corriente se
controla mediante 3 lineas de salida del uC: RC4, RG12 y RG14.

= Linea de configuracion del modo de trabajo de los potenciostatos: aunque
el potenciostato es un circuito disefiado para realizar medidas a 3
electrodos, en algunas aplicaciones puede resultar interesante medir en
configuracion de 2 electrodos. Ambos potenciostatos han sido disefiados
para poder trabajar a 2 o 3 electrodos. La configuraciéon del modo de
trabajo del potenciostato de espectroscopia de impedancias se lleva a
cabo mediante la linea de salida del pC RB3, mientras que para el
potenciostato de voltametria el modo se establece mediante la linea RB2.

» Lineas de transmision y recepcion del canal de comunicacion serie
UART: el pC se comunica con el PC a través de un canal UART que
incorpora una linea de transmision (TxD/RF3) y una linea de recepcion
(RxD/RF2).

Dado que el microcontrolador se alimenta con una tension de +3,3 V todas las
lineas de E/S trabajan con niveles l6gicos referidos a dicha tension.

El pC dispone de una memoria RAM de datos de 16 kBytes. La aplicacion
requiere un total de 6043 bytes distribuidos de la siguiente forma:

= 33 bytes para variables.

= 10 bytes para datos de configuracion del ensayo.

= 2000 bytes para el bufer de recepcion de los datos enviados por el PC
correspondientes a los valores digitales que describen la evolucion
temporal de la sefial que se quiere generar. Para representar las sefiales se
utilizan como maximo 1000 valores de 12 bits, lo que obliga a disponer
de 2000 bytes para su almacenamiento.

= 2000 bytes para el bufer de transmision de los datos correspondientes al
muestreo de la sefal de tension en el electrodo de trabajo (méaximo 1000
valores de 12 bits).

= 2000 bytes para el bufer de transmision de los datos correspondientes al
muestreo de la sefial de corriente en el electrodo de trabajo (maximo 1000
valores de 12 bits).

El trabajo que desarrolla el bloque de procesado digital es:

» Recepcion y almacenamiento en memoria RAM de los datos enviados
por el PC para la generacion de la sefal.
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= Configuracion del ensayo a partir de la informacion recibida del PC:
seleccion de la técnica de medida (espectroscopia de impedancias o
voltametria), seleccion del modo de trabajo (2 o 3 electrodos) y
configuracion del nivel de estabilizacion del potenciostato, seleccion del
electrodo de trabajo para las técnicas voltamétricas y configuracion de la
resistencia de shunt del circuito de medida de corriente.

= Envio en paralelo al DAC de la secuencia de valores digitales
almacenados en la RAM con la cadencia correspondiente al tipo de sefial
que se desea generar.

= Lectura en paralelo y almacenamiento en RAM de los datos digitales
provenientes de los ADC’s que muestrean las sefiales de tension y
corriente.

= Envio al PC de los datos almacenados.

2.2. Modulo del convertidor digital-analogico (DAC)

La generacion de las sefiales analdgicas que se aplican a la celda electroquimica
se lleva a cabo mediante el convertidor digital-analdégico (DAC) THS5661 de
Texas Instruments. Las caracteristicas fundamentales de este convertidor son:

= Resolucion: 12 bits.

» Frecuencia maxima de trabajo: 125 Msps.

= Salida en corriente diferencial escalable entre 2 mA y 20 mA.

= Tension de referencia interna de 1,20 V compensada térmicamente.
= Interfaz digital compatible CMOS +3 Vy +5 V.

El moédulo del convertidor D/A se muestra en la Figura 34. El convertidor D/A
dispone de un regulador de tension de referencia interno que se activa
conectando el pin EXTLO a AGND (deshabilitando la referencia externa) y
conectando un condensador de desacoplo de 100 nF al pin EXTIO. Para cumplir
con los requerimientos de estabilidad del convertidor es necesario compensar el
amplificador de control interno conectando un condensador de 100 nF entre el
pin COMP1 y +5V AVDD, asi como desacoplar los conmutadores de corriente
de salida mediante un condensador de 100 nF entre el pin COMP2 y AGND.
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Figura 34. Médulo del convertidor D/A

A partir de la tension de referencia interna de 1,2 V es posible establecer el
fondo de escala de la corriente de salida mediante una resistencia (R24) que se
conecta entre el pin BIASJ y AGND. El valor del fondo de escala serd 32 veces
el valor de la corriente que circule por dicha resistencia. Teniendo que la tension
en el pin BIASJ es la tension de referencia interna, el fondo de escala de la
corriente de salida vendra dado por la Ecuacién 15.

IOUTFS :32[4£ Ecuacion 15
R24

Si elegimos una resistencia R24 de 1880 Q el fondo de escala sera de 20,42 mA.
Por otro lado, se han colocado unas resistencias (R22 y R23) conectadas entre
AGND vy las salidas en corriente [OUT1 e IOUT2 que convertiran las corrientes
de salida en tensiones (VOUT1 y VOUT2) cuyo rango de variacion serd [0 V;
IOUTFS/R22 V] y [0 V; IOUTFS/R23 V] respectivamente. Si elegimos
R22=R23=49,9 Q el rango de variacion de ambas tensiones de salida sera [0 V;
1,02 V].

La relacion entre el valor digital de entrada VALDIG y las corrientes de salida
es la que aparece en la Ecuacion 16 y en la Ecuacion 17:
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[0OUT1 = IOUTFS ALDIG Ecuacion 16

4096

E(4095 ~VALDIG)
4096

10UT?2 = IOUTFS

Ecuacion 17

Por tanto, las tensiones de salida tendran las expresiones que se reflejan en la
Ecuacién 18 y en la Ecuacion 19.

VOUT1 = IOUTFS 11[(4)19)61(; [R22 Ecuacion 18

[44095-VALILK})

VOoUT?2 = IOUTFS [R23 Ecuacion 19

Considerando todo ello, la relacion entre el valor digital de entrada del DAC y
su salida diferencial en tension VOUT1-VOUT?2 seria la que se muestra en la
Tabla 1:

Valor digital a la Tension diferencial de salida
entrada del DAC del DAC
(DAC D11..DAC D0) (DAC VOUT1-DAC YVOUT2)
4095 +1,01899 V
2048 0,00025 V
0 -1,01899 V

Tabla 1. Tension diferencial de salida del DAC en funcion de los valores digitales
de entrada

Es decir, el convertidor D/A es capaz de generar una sefial de tension diferencial
entre -1 V y +1 V aproximadamente. Dicha sefial se transmite a los circuitos de
adaptacion de sefial que se encargan de adecuar este rango a los requerimientos
de cada técnica (rango [-0,5 V; +0,5 V] para espectroscopia de impedancias y [-
2 V; +2 V] para voltametria).

El conversor dispone de dos alimentaciones: una analdgica AVDD, conectada a

la alimentacion analégica de +5 V (+5V AVDD) y otra digital DVDD,
conectada a la alimentacion digital de +3 V (+3V DVDD). La alimentacion
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digital se desacopla mediante un condensador de 100 nF (C13) mientras que la
alimentacion analdgica se filtra mediante una ferrita (L13) y dos condensadores
(C15 de 100 nF y C16 de 4,7 pF).

2.3. Modulo del convertidor analogico-digital (ADC)

Las senales de la tension y la corriente en el electrodo de trabajo son
muestreadas por sendos convertidores A/D (ADC) AD9220 de Analog Devices.
Las caracteristicas mas relevantes de este convertidor son:

= Resolucion: 12 bits.

= Frecuencia maxima de trabajo: 10 Msps.

= Alimentacion analdgica tnica de +5 V.

= Circuito de muestreo y retencion y tension de referencia internos.
= Interfaz digital compatible CMOS +3 Vy+5 V.

Dado que la frecuencia maxima de muestreo requerida es 2 MHz
(correspondiente al muestreo de 10 puntos en un periodo de una sefal senoidal
de 200 kHz) este convertidor cumple con los requerimientos del disefio.

El circuito correspondiente al convertidor A/D que muestrea la sefial de
corriente en el electrodo de trabajo se muestra en la Figura 35. El muestreo de la
sefal de tension se lleva a cabo con un circuito analogo.

+5v AvDD
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21 de técnica) = .
R40 3=
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Figura 35. Médulo del convertidor A/D
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El AD9220 dispone de una tension de referencia interna VREF mediante la cual
se establece el rango de variacion de la sefial de entrada diferencial VINA-
VINB. Dicha tension de referencia puede ser configurada con diversos valores
entre 1 y 2,5. Para mejorar las prestaciones a nivel de ruido y de linealidad de
DC el fabricante aconseja trabajar con el rango maximo de variacion de la sefal
de entrada diferencial, razon por la cual se ha elegido trabajar con una tension
de referencia de 2,5 V. Por otro lado, el fabricante también aconseja desacoplar
la tension de referencia mediante la conexion de una red de condensadores
(C26, C27, C28 y C29) conectada a los pines CAPT y CAPB.

Las redes RC conectadas a las entradas VINA (R40 y C36) y VINB (R41 y
C37) permiten filtrar el ruido de alta frecuencia a la entrada del convertidor. Los
valores elegidos son los recomendados por el fabricante para disminuir la
distorsion armonica y mejorar la relacion sefial-ruido (SNR).

El ADC genera una tension en modo comun (pin CML) cuyo valor es igual a la
mitad de la tension de alimentacion analdgica (AVDD/2), es decir, 2,5 V. Esta
tension es utilizada por los circuitos de adaptacion de sefal para elevar la
tension que se quiere muestrear a los niveles de entrada del convertidor A/D
(ver apartado 2.5 de este capitulo). Con objeto de evitar que la conexion a los
circuitos de adaptacion de senal pueda cargar la tension en modo comun se ha
conectado un amplificador en modo seguidor (U14) al pin CML.

Como se ha comentado anteriormente, la tension de referencia establece el
rango de variacion de la sefial diferencial de entrada de forma que siempre se
debe cumplir la condicién de la Ecuacion 20.

—VREF < (VINA-VINB) < +VREF Ecuacién 20

Por otra parte, la relacion entre el valor digital de salida del ADC y la tension
diferencial de entrada es la que aparece en la Ecuacion 21:

(vINA - VINB)+VREF
VREF

VALDIG = (2048 Ecuacion 21

Teniendo en cuenta que la tension de referencia configurada VREF es de 2,5 V,
se puede construir la Tabla 2 que muestra el valor digital generado por el
convertidor A/D para distintas tensiones diferenciales de entrada.
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Tension diferencial de Valor digital de

entrada del ADC salida del ADC
(VINA-VINB) (DB11..DB0)

<25V 0000 0000 0000

25V 0000 0000 0000

ov 1000 0000 0000

+2,5V 1111 1111 1111

>+2,5V 1111 1111 1111

Tabla 2. Valor digital del ADC en funcion de la tension diferencial de entrada

Los pines de alimentacion analogica del conversor A/D (AVDD) se conectan a
la alimentacion analdgica de +5 V de la placa (+5V AVDD) mientras que la
alimentacion digital (DVDD) se conecta a la alimentacion digital de +3,3 V de
la placa (+3V DVDD). Para el filtrado de la alimentacion analogica se utiliza un
filtro compuesto por una ferrita (L15) y dos condensadores (C24 de 100 nF y
C25 de 100 nF) uno para cada pin de alimentacion. La alimentacion digital se
desacopla mediante un condensador (C30 de 100 nF) entre DVDD y DVSS.

2.4. Circuitos de seleccion de técnica

El equipo disefiado permite la implementacion de dos técnicas electroquimicas
con requerimientos eléctricos muy distintos. El rango de tension de trabajo para
espectroscopia de impedancias es [-0,5 V;+0,5 V] mientras que para voltametria
es [-2 V;+2 V]. Por otro lado, cada una de las técnicas dispone de sus propios
electrodos. Y, si bien parte del hardware se ha duplicado para adaptarlo a las
necesidades de cada técnica (circuitos de adaptacion de senal y circuitos de
control de tension del potenciostato), algunos subsistemas deben ser
compartidos por las dos técnicas (convertidor D/A, convertidores A/D y circuito
de medida de corriente). Esto hace que se hayan tenido que incorporar una serie
de circuitos que permitan direccionar las sefales por el hardware
correspondiente a la técnica seleccionada.

En la Figura 36 se muestra la conexion entre los convertidores D/A y A/D y el

resto de la circuiteria analdgica (circuitos de adaptacion de sefial y
potenciostato). En dicha figura se pueden apreciar los 5 bloques de seleccion
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que permite establecer la configuracion del sistema para cada una de las dos

, .
tecnicas.
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vesi ADAPTACION
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DAC3 — DEL DAC DE TENSION [ REy
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DAC7 —
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DACY — CIRCUITO
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SELECCION DE SENAL BLOQUE DE CONTROL
DETECNICA DEL DAC DE TENSION S
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DE IMPEDANCIAS) IMPEDANCIAS)
CIRCUITO ———
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ADCV1  +—| DE SENAL
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(ESPECTROSCOFiA
DE IMPEDANCIAS)

Figura 36. Esquema de conexion de los convertidores D/A y A/D, los circuitos de
adaptacion de seial y el potenciostato

El pC transmite en paralelo al convertidor D/A el valor digital correspondiente a
la tension que se desea generar. El bloque 1 de seleccion de técnica (ver Figura
37) se encarga de direccionar la sefial analogica diferencial generada por el
convertidor D/A al bloque de adaptacion de sefial que corresponda.

La salida de cada uno de estos circuitos de adaptacion de senal esta conectada a
la entrada del bloque de control de tension correspondiente, donde dicha tension
es aplicada a la celda electroquimica. Los bloques de control de tensiéon de cada
una de las técnicas miden la tension aplicada y la transmiten al correspondiente
circuito de adaptacion de sefial. Estos circuitos adaptan dicha tension a los
requerimientos de entrada del convertidor A/D (tensiones diferenciales
positivas). El bloque 2 de seleccion de técnica (Figura 38) establece cual de las
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salidas diferenciales de los dos circuitos de adaptacion se conecta a la entrada
del ADC de tension.

ce Sefial digital de seleccién
proveniente del uC

Sefial diferencial

proveniente del DAC —————Ooacvouriel  Circuitos de adaptacion de

DAC vouT2 O O pacvourzvoLr tENSION de voltametria y

A
DAc voutt & \ O pacvour1voLT Sefiales diferenciales hacia los
\ espectroscopia de impedancias

[—O pacvoutz el

RL1

k2P

Figura 37. Bloque 1 de seleccion de técnica

—_— o = . . .
ADCVINBVOLT - Sefales diferenciales provenientes
O nocvmeeis  de los circuitos de adaptacion de
+5V DVDD ———————0 apcvmavoLT tension de voltametria y

,—O acvimnapis  €spectroscopia de impedancias
RL2
% ” e

I—o apcviNA - Sefial diferencial hacia

Q10 L Ouaocvme el ADC de tensién

Sefial digital de seleccion
proveniente del uC

Figura 38. Bloque 2 de seleccion de técnica

Por otra parte, dentro del potenciostato se dispone de un solo circuito de medida
de corriente. El bloque 4 de seleccion de técnica (Figura 39) determina si la
corriente medida proviene del electrodo de trabajo de espectroscopia de
impedancias o del bloque de multiplexacion de los electrodos de trabajo de
voltametria. Dado que cada una de las técnicas trabaja con rangos de tension
diferentes y que el circuito de medida de corriente esta configurado en modo de
puente autobalanceado, la tension de salida del circuito de medida de corriente
tendra rangos de variacion diferentes en funcidon de la técnica. Por ello, son
necesarios sendos circuitos de adaptacion de sefial que acondicionen dicha sefial
a los requerimientos del convertidor A/D de corriente. El bloque 5 de seleccion
de técnica (Figura 40) enruta la sefial de salida del circuito de medida de
corriente al circuito de adaptacion de sefial que corresponda.
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Figura 39. Bloque 4 de seleccion de técnica
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Figura 40. Bloque S de seleccion de técnica

Por ultimo, el bloque 3 de seleccion de técnica (Figura 41) establece cual de los
circuitos de adaptacion de la sefal de corriente se conecta al ADC de corriente.

Sefal digital de seleccién
proveniente del uC

Sefial diferencial hacia  "°<'™* © O accimavolt  Sefiales diferenciales provenientes
el ADC de corriente ————0 ADCIINAEI de los circuitos de adaptacion de
ADCIING O O apcinsvoLr  t€nsion de voltametria y
\_ O Apcime £l espectroscopia de impedancias
RLA
SoK2FY

Figura 41. Bloque 3 de seleccion de técnica
Todos los bloques de seleccion de técnica tienen una estructura analoga. Se trata
de un relé conmutador de dos contactos G6K-2F-Y5SDC de OMRON disparado

mediante un transistor BJT BC547. Se ha elegido un relé en lugar de un
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conmutador analogico electronico ya que estos Ultimos presentan siempre una
pequefia resistencia en conduccion que afectaria a la sefial analogica que se
desea enrutar. Los bloques 1, 2 y 3 utilizan los dos contactos del relé mientras
que los bloques 4 y 5 solo utilizan uno. El circuito incorpora ademdas una
resistencia que limita la corriente de entrada a la base y un diodo en antiparalelo
a la bobina del relé que evita picos de tension en el colector del transistor
cuando éste se conmuta a OFF, permitiendo la circulacion de la corriente
almacenada en la bobina del relé. La resistencia de base del transistor se ha
disefiado de forma que garantice la saturacion del transistor cuando la linea
digital proveniente del uC se pone a nivel alto.

2.5. Circuitos de adaptacion de serial

Tal y como se aprecia en la Figura 36 en la placa hay un total de 6 circuitos de
adaptacién de sefial:

= Circuito de adaptacion de la sefial proveniente del DAC para la técnica de
voltametria.

= Circuito de adaptacion de la sefial proveniente del DAC para la técnica de
espectroscopia de impedancias.

= Circuito de adaptacion de la sefal que va al ADC que mide la sefial de
tension proveniente del circuito de control de tension de voltametria.

= Circuito de adaptacion de la sefial que va al ADC que mide la sefal de
tension proveniente del circuito de control de tension de espectroscopia
de impedancias.

= Circuito de adaptacion de la sefial del ADC que mide la sefial de la
corriente que circula por el electrodo de trabajo de voltametria.

= Circuito de adaptacion de la sefial del ADC que mide la sefial de la
corriente que circula por el electrodo de trabajo de espectroscopia de
impedancias.

Los dos circuitos de adaptacion de sefial del DAC son idénticos con excepcion
de las resistencias que establecen las ganancias de los mismos.

Los 4 circuitos de adaptacion de sefial de los ADC’s son también equivalentes
entre si con la salvedad de que los dos circuitos correspondientes a la técnica de
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voltametria presentan una ganancia diferente a los de la técnica de
espectroscopia de impedancias.

Circuito de adaptacion de sefial del convertidor D/A

El DAC genera dos sefales diferenciales positivas DAC VOUT1 y DAC
VOUTI1 que cumplen con la condicion que aparece en la Ecuacion 22 (ver
Tabla 1).

-1,019 V<DACVOUTI-DACVOUT2<+1,019V

Ecuacion 22

Estas dos sefiales deben ser convertidas en una sefial unipolar que se aplicara a
los bloques de control de tension del potenciostato. Para voltametria la sefal
unipolar debe variar en el rango de [-2 V; +2 V] mientras que para
espectroscopia de impedancias el rango de variacion de la sefial debe ser [-0,5
V; +0,5 V].

En la Figura 42 se muestra el esquema eléctrico de la etapa de amplificacion
utilizada a la salida del convertidor D/A para voltametria (para espectroscopia
de impedancias el circuito es idéntico cambiando unicamente el valor de las
resistencias que establecen la ganancia).

nnnnn

Sefial proveniente del DAC

(Bloque 1 de selecci6n de técnica)
DAC VOUTZ VOLT

Sefial hacia el bloque de control de tensién de

VPOTVALT yoltametria del potenciostato

AGND -AVDD AGND

Figura 42. Circuito de adaptacion de sefial del convertidor D/A para voltametria
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Se ha elegido una configuracion de entrada diferencial para la etapa
amplificadora mediante el amplificador operacional TLO71. Las caracteristicas
fundamentales de este operacional son: alta impedancia de entrada, alto slew
rate, baja corriente de pérdidas, baja tension de offset y baja corriente en reposo
(Iccq). Estas caracteristicas garantizan una buena respuesta temporal del
amplificador con una buena estabilidad tanto en frecuencia como en
temperatura.

Con objeto de simplificar las ecuaciones, denominamos V1 la tension en la
entrada DAC VOUT1 VOLT y V2 Ia tension en la entrada DAC VOUT2
VOLT. La tension de salida de la etapa amplificadora viene dada por la
Ecuacion 23.

+
VPOTVOLT = M Glﬂ 2- E 1 Ecuacién 23
R3+R4 R2 R2

Eligiendo R2 = R3 y R4 = RS se obtiene la Ecuacion 24.

VPOTVOLT = 2—3 W2-r Ecuacion 24

Para obtener la ganancia requerida en esta etapa se eligieron los valores
R2=R3=750 Q y R4=R5=1600 Q, de manera que el rango de variacion de la
tension aplicada al bloque de control de tension del potenciostato para
voltametria es el reflejado por la Ecuacion 25.

—2,174V <VPOTVOLT <+2,174V Ecuacion 25

Siguiendo el mismo razonamiento se disefiaron las resistencias del circuito de
adaptacion de seiial del DAC para espectroscopia de impedancias eligiendo los
siguientes valores de resistencias: R12=R13=1300 Q y R14=R15=750 Q (R12,
R13, R14 y R15 se corresponden en la Ecuacion 24 y en la Ecuacion 25 con R2,
R3, R4 y RS respectivamente). Con estos valores el rango de variacion de la
tension aplicada al bloque de control de tension del potenciostato para
espectroscopia de impedancias quedaria como aparece en la Ecuacion 26.

—0,588V <VPOT EI < +0,588V Ecuacion 26
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Analizando los rangos de la Ecuacion 25 y de la Ecuacion 26 se observa que en
ninguno de los dos casos se obtienen los valores exactos fijados en las
especificaciones del disefio. Esto se debe en parte a la imposibilidad de obtener
valores estdndar de resistencias que permitan establecer las ganancias
requeridas con total exactitud. Por otro lado, aunque fuese posible encontrar
resistencias que proporcionasen los valores exactos de ganancias dichas
resistencias siempre tendrian una tolerancia que provocaria un error en la
ganancia. Ademads, la tension de offset de los operacionales también provocaria
un cambio en los rangos de variacion de la tension de salida. Todo ello hace
muy complicado obtener, mediante el disefio del hardware, exactitud en la
tension aplicada a la celda electroquimica. Dado que dicha exactitud es una
condicion fundamental de las técnicas electroquimicas, en el presente trabajo se
ha optado por implementar una calibracién software de la tension aplicada la
celda electroquimica que permita corregir todas las desviaciones introducidas en
el disefio del hardware. Dicha calibracion se lleva a cabo desde la aplicacion de
PC y sera explicada en el apartado 4.1.3 de este capitulo.

Circuitos de adaptacion de sefial de los convertidores A/D

Con objeto de homogeneizar y simplificar el disefio se decidio que los rangos de
variacion de las sefales provenientes del circuito de control de tension del
potenciostato y del circuito de medida de corriente fuesen los mismos.
Obviamente dichos rangos variaran segin la técnica ([-2 V; +2 V] para
voltametria y [-0,5 V; +0,5 V] para espectroscopia de impedancias). Por lo
tanto, los circuitos de adaptacion de sefial para el ADC de tension y para el
ADC de corriente seran, para cada una de las técnicas, los mismos. Por otro
lado, la unica diferencia de estos circuitos entre una técnica y otra sera la
ganancia de los mismos.

La funcion de estos circuitos es adaptar la sefial unipolar de alterna que
proviene del circuito de control de tension o del circuito de medida de corriente
en sefiales diferenciales que cumplan con los requerimientos de entrada de los
respectivos convertidores A/D. Estas sefiales diferenciales deben ser positivas y
deben cumplir la condicion de la Ecuacion 20. Por tanto, la mision del circuito
de adaptacion de sefal es elevar y amplificar la sefial de entrada con una
ganancia que dependera de la técnica.

En la Figura 43 se muestra el circuito de adaptacion de sefial del convertidor
A/D de corriente para voltametria.
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Figura 43. Circuito de adaptacion de sefial del convertidor A/D de corriente para
voltametria

El circuito se compone de dos bloques: un bloque seguidor y el bloque
amplificador.

El bloque seguidor funciona como adaptador de impedancias para evitar que la
siguiente etapa cargue a la anterior. Dado que la sefial de entrada al circuito de
adaptaciéon proviene del circuito de medida de corriente del potenciostato es
muy importante que la impedancia de entrada de este bloque seguidor sea muy
alta; ya que como se comentd en el apartado 4.3.2 de la Introduccién el
potenciostato es un circuito electronico muy sensible a los comportamientos no
ideales de los amplificadores operacionales utilizados para su implementacion.
El operacional utilizado en este bloque es un TLO71 que presenta una
resistencia de entrada de 10" Q.

El bloque amplificador hace las funciones de desplazador (para pasar de una
tension de alterna a valores positivos de tension) y amplificador diferencial
(para pasar de una sefial unipolar a sefiales diferenciales con las amplitudes
deseadas). Para implementar este bloque se ha elegido el amplificador THS4131
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de Texas Instruments. Se trata de un amplificador con entrada/salida diferencial
de alta velocidad y bajo ruido cuya aplicacion tipica es la conexion de sefales
monopolares a circuitos con entrada diferencial.

A pesar de ser un amplificador diferencial tanto a la entrada como a la salida, en
este caso se ha establecido una configuracion de entrada monopolar. Las
expresiones de las tensiones de salida VOUT+ y VOUT- para este circuito son
las que aparecen en la Ecuacion 27 y en la Ecuacion 28 (siendo Ap la ganancia
del amplificador).

VyouT+=VCcM +% L4, IN Ecuacion 27
VoUT-=VCM —% (4, VIN Ecuacion 28

En consecuencia, la expresion de la salida diferencial de tension del
amplificador sera el que se indica en la Ecuacion 29:

VOD = A, lVIN Ecuacion 29

Si en el circuito de la Figura 43 se elige R38=R42 y R39=R43 la ganancia de la
etapa amplificadora viene dada por la expresion de la Ecuacion 30.

_R39
R38

b Ecuacion 30

Teniendo en cuenta que R39=2700 Q y R38=2200 Q y que el rango de
variacion de la sefal de entrada monopolar para el circuito de la Figura 43 es [-2
V;+2 V] obtendriamos un rango de variacion de la sefal diferencial de salida [-
2,45 V;+2,45 V]. Siguiendo este mismo razonamiento se obtienen los rangos de
variacion de la tension diferencial de salida para el resto de circuitos de
adaptacion de los convertidores A/D.

En la Tabla 3 se indican cuales son los rangos de salida diferencial para cada
uno de los 4 circuitos de adaptacion de los convertidores A/D.
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Circuito de Ganancia Tension diferencial
adaptacion de seiial de salida
ADC de tension de R26 2700

voltametria A, =——=——=123 | [-245V;+245V]

R25 2200
ADC de corriente de R39 2700
voltametria AG =—=—= 1,23 [-2,45 V;+2,45 V]
R38 2200
ADC de tension de R32 7500
espectroscopia de G- Tt~ [-2,5 V;+2,5 V]
impedancias R31 1500
ADC de tension de R45 7500
espectroscopia de AG = ==—= [-2,5 V;+2,5 V]
impedancias R44 1500

Tabla 3. Valor digital del ADC en funcion de la tension diferencial de entrada

El rango de variacion de la tension diferencial de los circuitos de adaptacion de
sefal para los convertidores A/D de voltametria [-2,45 V;+2,45 V] no se
corresponde con el rango de la sefial diferencial de entrada al ADC [-2,5 V;+2,5
V]. Por otro lado, las tolerancias de las resistencias que fijan la ganancia de los
amplificadores y la tension de offset de los operacionales podrian provocar
cierta desviacion en los rangos de variacion calculados tedricamente, lo que
provocaria a su vez un error en el valor digital capturado de los convertidores
A/D. Para compensar todas esas posibles desviaciones se ha establecido un
procedimiento de calibracion software de las lecturas de los convertidores A/D.
Dicha calibracion se lleva a cabo desde la aplicacion software y sera explicada
en el apartado 4.1.3 de este capitulo.

2.6. Potenciostato

Como se explico en el apartado 4.3 de la Introduccion, el objeto de un
potenciostato es aplicar una tension controlada al electrodo de trabajo con
respecto al electrodo de referencia y medir la corriente que circula por él. Tal y
como se muestra en la Figura 20, el potenciostato consta de un circuito de
control de tension y un circuito de medida de corriente. El circuito de control de
tension debe ser capaz de aplicar una tension entre el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia de forma que dicha tensién no se vea afectada por los
procesos electroquimicos que puedan producirse durante la medida. En cuanto
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al circuito de medida de corriente, éste genera una sefial de tension que es
proporcional al valor de la corriente que circula por el electrodo de trabajo.

Por otro lado, dada la naturaleza inestable del potenciostato, es necesario
incorporar mecanismo de estabilizacion del mismo. Dichos mecanismos
presentan el inconveniente de modificar las sefiales que se aplican y se miden.
Por ello, a Ia hora de introducir mecanismos de estabilizacion debe tenerse en
cuenta lo siguiente:

= La estabilizacion debe aplicarse inicamente cuando sea necesario.

= Si existen varios niveles de estabilizacion siempre se debe trabajar en el
nivel que, garantizando la estabilidad de sistema, afecte lo menos posible
a las senales aplicadas/medidas.

El potenciostato disefiado incorpora dos sistemas de estabilizacion tal y como se
indica en la Figura 22: uno para el circuito de control de tension y otro para el
circuito de medida de corriente.

2.6.1. Circuito de control de tension

En la Figura 44 se muestra el circuito de control de tension para el potenciostato
de voltametria. En €l se aprecia la estructura basica del circuito de control de la
Figura 22 formado por los amplificadores operacionales U2 y U3 y por las
resistencias R6 y R7.

Una cuestion importante que se debe tener en cuenta cuando se disefia un
potenciostato es que la impedancia de entrada de los amplificadores
operacionales utilizados sea alta. En este caso se han utilizado los
amplificadores operacionales OPA551 que presentan una impedancia de entrada
de 10" Q. Otras caracteristicas de estos operacionales son su alta corriente de
salida (200 mA) y su amplio rango de salida en tension (hasta 60 V). Aunque la
tension de salida que se quiere aplicar al electrodo de trabajo esta dentro del
rango de [-2 V; +2 V], el voltaje que debe aplicarse al electrodo auxiliar puede
ser mayor en funcion de las caracteristicas de la celda electroquimica. Por otra
parte, cuando se trabaja a determinadas corrientes el rango de tension de salida
del operacional OPAS551 puede llegar a ser de [-AVDD+3,5 V ; +AVDD-3,5 V]
cuando la corriente de salida alcanza su valor maximo de 200mA. Por todo ello,
y con el objetivo de evitar saturaciones en la sefial de tension en el electrodo
auxiliar, se decidi6 alimentar los amplificadores operacionales a -8 V/+8 V. El
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unico inconveniente de trabajar con tensiones de alimentacion altas es que, si la
corriente en reposo del amplificador operacional es grande, se puede producir
un incremento de la disipacion de potencia en el operacional en reposo, lo que
puede provocar su calentamiento y las consiguientes desviaciones en las
medidas debidas a la deriva térmica. El operacional utilizado presenta una
corriente en reposo relativamente baja (I5=8,5 mA) lo que limita el efecto de
calentamiento por disipacion de potencia en reposo.

Seiial proveniente del Circuito
de adaptacion de senal del
convertidor D/A de voltametria

YOLTAMCE

B Electrodo auxiliar (CE)
de voltametria

RG
wPOTVOLT ———[
=

- . . L., VOLTAMU O———
Seiial hacia el circuito de

adaptacion de senal del ADC de
tension de voltametria

cs LS
r{ AR
ok
158E
= rlua
AGHD N
i VOLTAMREF

omemn Electrodo de referencia (RE)
i de voltametria

Figura 44. Circuito de control de tension del potenciostato de voltametria

En algunas aplicaciones puede resultar inviable el uso de un electrodo de
referencia (por ejemplo en muestras solidas o sistemas de tamafio reducido). Por
otra parte, en algunas aplicaciones las medidas a 3 electrodos resultan mas
ruidosas e inestables que las medidas a 2 electrodos. Para darle mas flexibilidad
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al sistema diseflado se decidié incorporar un mecanismo que permitiese
configurar el potenciostato en un modo de trabajo de 2 electrodos (en el que el
electrodo de referencia desaparece) o en el modo estandar de 3 electrodos. Este
mecanismo consiste en un relé (RL6) que se conmuta desde el pC. Cuando el
relé esta en la posicion de reposo la salida del operacional U3 queda conectada a
la resistencia R7 y el sistema funcionara en modo de 3 electrodos, tal y como
aparece en la Figura 20. Sin embargo, si se conmuta el relé, es la salida del
operacional U2 la que se conecta a la resistencia R7. De esta forma el bloque
del operacional U2 se comporta como un amplificador de ganancia 1 mientras
que el bloque del operacional U3 queda desconectado del resto de circuito; es
decir, la sefial a la entrada del potenciostato se aplicaria directamente al
electrodo auxiliar mientras que el electrodo de referencia queda desconectado
del sistema; estariamos, por tanto, en el modo de 2 electrodos: el electrodo
auxiliar y el electrodo de trabajo.

Por ultimo, el circuito de control de tension del potenciostato incorpora un
mecanismo de estabilizacion. Tal y como se explicé en el apartado 4.3.2 uno de
los métodos de estabilizacion de un potenciostato consiste en la colocacion de
un condensador en paralelo con el amplificador operacional que aplica la sefial
al electrodo auxiliar. El valor de dicho condensador dependera del nivel de
inestabilidad que presente el sistema que a su vez esta relacionado con las
caracteristicas de los electrodos y de la muestra. Dicho condensador afecta a la
medida realizada y por tanto conviene utilizar siempre el menor valor de
capacidad que permita eliminar la inestabilidad alterando lo menos posible las
sefiales aplicadas/medidas. Para dar mayor flexibilidad al mecanismo de
estabilizacion se han incorporado 4 condensadores. Uno de ellos (C103 de valor
22 pF) esta permanentemente conectado. Dado que su valor es muy pequefio su
capacidad de afectar a las medidas es muy limitada, aunque solo permitira
estabilizar el sistema en condiciones de trabajo favorables. Cuando el sistema
presenta inestabilidades mas importantes es necesario aumentar el valor de la
capacidad. Para ello, se han afiadido los otros 3 condensadores (C94, C95 y
C96) que pueden ser conectados y desconectados del circuito mediante tres
relés (RL22, RL23 y RL24) controlados por el UC a través de sendas lineas de
salida. Se pueden establecer, por tanto, 4 niveles de estabilizacion, tal y como se
indica en la Tabla 4:

= Un primer nivel de estabilizacion por defecto en el cual el unico
condensador que actia es el C103 de valor 22 pF que apenas afecta a las
medidas y apenas tiene capacidad de estabilizacion.
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» Un nivel de estabilizacion débil en el cual al condensador C103 se le
conecta en paralelo el condensador C94. En este caso el valor de
capacidad resultante es de 242 pF lo que permite solventar problemas de
inestabilidades débiles afectando ligeramente a las medidas.

= Un nivel de estabilizacion media que corresponde a la asociacion en
paralelo del condensador C103 y el condensador C95. Dicha asociacion
da lugar a un valor de capacidad de 1,022 nF. Su efecto sobre las medidas
empieza a resultar perceptible para sefiales con temporizaciones cortas.

= Un nivel de estabilizacion fuerte en el que el condensador C103 se asocia
en paralelo con el condensador C96. El valor de capacidad resultante es
de 10,022 nF. Esta capacidad puede alterar notablemente las medidas y su
uso debe limitarse a situaciones de alta inestabilidad.

E%f%'f@%ﬂ” RL22 RL23 RL24 | CONDENSADORES | A\ll,ﬁ%?gAD
Por defecto OFF OFF ON C103 22 pF
Débil ON ON OFF C103//C94 242 pF
Media ON OFF OFF C103/C95 1022 nF
Fuerte OFF ON OFF C103//C96 10,022 nF

Tabla 4. Niveles de estabilizacion del circuito de control del potenciostato de
voltametria

El circuito de control de tension para espectroscopia de impedancias es analogo
al de voltametria con la diferencia de que en el bloque de estabilizacion los
valores de los condensadores son menores (ver Tabla 5), dado que la medida de
espectroscopia a altas frecuencias es mucho mas sensible a la presencia de estas
capacitancias que la de voltametria. Ademas, por defecto, el circuito de control
de tension de espectroscopia de impedancia no presenta ninguna capacidad de
estabilizacion.

ESPEg.T Sg '.ﬂﬁ%fﬁcms L2 RE20 RizZ7 || CONREN Ol CA\IQ':LC:?SAD
Por defecto OFF OFF ON C104 0 pF
Débil ON ON OFF C104//C97 22 pF
Media ON OFF OFF C104//C98 220 nF
Fuerte OFF ON OFF C104//C99 TnF

Tabla 5. Niveles de estabilizacién del circuito de control del potenciostato de
espectroscopia de impedancias
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2.6.2. Circuito de medida de corriente

En la Figura 45 se muestra el esquema eléctrico del circuito de medida de
corriente del potenciostato.

wsvown

RLIS

R

Sefial proveniente de los Eﬁ
electrodos de trabajo I
(Bloque 4 de seleccion de técnica)

Sefial hacia el circuito de adaptacion de
sefial del ADC de tension de corriente
(Blogque 5 de seleccion de técnica)

RUwERH

weo— a0

Figura 45. Circuito de medida de corriente del potenciostato

Basicamente su estructura es la que aparece en la Figura 22, solo que en lugar
de una sola resistencia de shunt, el circuito incorpora hasta 16 resistencias (R65
a R80) que pueden ser asociadas y seleccionadas mediante 8 relés (RL14 a
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RL21) de forma que se pueden obtener hasta 32 valores diferentes de resistencia
de shunt (Rsyunt) tal y como se indica en la Tabla 6.

ESTADO RELES
Rshunt
RL14 RL15 RL16 RL17 RL18 RL19 RL20 RL21
OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF R72
OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF ON R72+R80
OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF OFF R72+R76
OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF ON R72+R76+R80
OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF OFF R71
OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF ON R71+R80
OFF OFF OFF ON OFF ON OFF OFF R71+R76
OFF OFF OFF ON OFF ON OFF ON R71+R76+R80
OFF ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF R70
OFF ON OFF OFF OFF OFF OFF ON R70+R79
OFF ON OFF OFF OFF ON OFF OFF R70+R75
OFF ON OFF OFF OFF ON OFF ON R70+R79+R75
OFF ON OFF ON OFF OFF OFF OFF R69
OFF ON OFF ON OFF OFF OFF ON R69+R79
OFF ON OFF ON OFF ON OFF OFF R69+R75
OFF ON OFF ON OFF ON OFF ON R69+R79+R75
ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF R68
ON OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF R68+R78
ON OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF R68+R74
ON OFF OFF OFF ON OFF ON OFF R68+R78+R74
ON OFF ON OFF OFF OFF OFF OFF R67
ON OFF ON OFF OFF OFF ON OFF R67+R78
ON OFF ON OFF ON OFF OFF OFF R67+R74
ON OFF ON OFF ON OFF ON OFF R67+R78+R74
ON ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF R66
ON ON OFF OFF OFF OFF ON OFF R66+R77
ON ON OFF OFF ON OFF OFF OFF R66+R73
ON ON OFF OFF ON OFF ON OFF R66+R77+R73
ON ON ON OFF OFF OFF OFF OFF R65
ON ON ON OFF OFF OFF ON OFF R65+R77
ON ON ON OFF ON OFF OFF OFF R65+R73
ON ON ON OFF ON OFF ON OFF R65+R77+R73

Tabla 6. Valores de las resistencias de shunt

El circuito genera una tension de salida V; que esta relacionada con la corriente
que circula por el electrodo de referencia seglin se indica en la Ecuacion 7.

En base a los 32 valores de resistencia de shunt se pueden construir 32 escalas
de corrientes. Los valores de estas escalas dependen de los valores de las 16
resistencias y de la técnica; para voltametria el valor de cada una de las escalas
de corriente se obtiene aplicando los distintos valores de Rsyynt @ la expresion
de la Ecuaciéon 31, mientras que para espectroscopia de impedancias deberia
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aplicarse la expresion de la Ecuacion 32. Estas expresiones se derivan de la
Ecuacion 7 y del hecho de que las tensiones maximas que se generan en
voltametria y en espectroscopia de impedancias son +2 V y +0,5 V
respectivamente.

: , 2
Escala corriente voltametria = ——— Ecuacion 31
SHUNT
: ;o .05
Escala corriente espectroscopia de impendancias = Ecuacién 32
SHUNT

Por otro lado, el circuito de medida de corriente incorpora un circuito de
estabilizacidon que es analogo al del circuito de control de tension. Se trata de 3
condensadores (C93, C100 y C101) situados en paralelo con el bloque de
seleccion de resistencia de shunt y que pueden ser seleccionados mediante 3
relés (RL28, RL29 y RL30). En este caso no hay ningtin condensador conectado
por defecto. La relacion entre el estado de los relés y el valor de la capacidad
del bloque de estabilizacion se refleja en la Tabla 7.

sevmoiore | mm | mm | ma | cowensoon | oemss,
Ninguna OFF OFF ON - 0 pF
Débil ON ON OFF C93 22 pF
Media ON OFF OFF C100 220 nF
Fuerte OFF ON OFF C101 1nF

Tabla 7. Niveles de estabilizacion del circuito de medida de corriente

2.6.3. Bloque de multiplexacion de electrodos de trabajo

Para la técnica de voltametria el sistema permite llevar a cabo medidas sobre un
total de 10 electrodos de trabajo. Dado que solo hay un circuito de medida de
corriente se ha incorporado un bloque de multiplexacion que conecta los 10
electrodo de trabajo con el circuito de medida de corriente (ver Figura 46).
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J3

VOLTAMWE! O———1-0
————20 7
VOLTAMWEY VOLTAMWEZ O———=10
[————Q VoLTaNKE2 VOLTAMWES ———0
i VOLTAMWES O—— 10
VOLTAMWES O————1-6
w5t ovoo = | Electrodos
e de trabajo
VOLTAMWEE Q————C
VOLTAMWE? ———=10
RL13 VOLTAMWES O————1-0
ot VOLTAMWEY ———=—-0
VOLTAMWEID O—————0
SCtee

. %1 Contraelectrodo

VOLTAMCE 1

VOLTAMREF = Electrodo de referencia

RLVOLTAMWEE [>

0 VOLTAMWES
O VOLTAMWES 0 VOLTAMWET
+5V VDD ——O VOLTAMWES

VOLTAMWE10

RL11

RL12
GaK2FY

GaK2FY

RLVOLTAMWEC [> — RLVOLTAMWED [>

~ DGHD

RL10
GaK2FY

RLVOLTAMWEB [>

[
E) RL9
GOV

Qe vour

RLVOLTAMWEA [>

Seiial hacia el circuito de medida de corriente
wo  (Bloque 4 de seleccion de técnica)

Figura 46. Bloque de multiplexacion de electrodos de trabajo

Este circuito se compone de 5 relés con sus correspondientes circuitos de
disparo (transistor, resistencia de base y diodo) a través de los cuales el pC
puede llevar a cabo la seleccion del electrodo de trabajo sobre el que quiere
realizar la medida. En la Tabla 8 se detalla cual debe ser el estado de los relés
para seleccionar cada uno de los 10 electrodos de trabajo.
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RL9 RL10 RL11 RL12 RL13 ELEI%TARB%I‘)jg DE
ON ON ON OFF ON WE1y
ON ON ON OFF OFF WE2y
ON ON OFF OFF ON WE3y
ON ON OFF OFF OFF WE4y
ON OFF ON OFF OFF WES5y
ON OFF OFF OFF OFF WE6y
OFF ON OFF ON OFF WE7y
OFF ON OFF OFF OFF WES8y
OFF OFF OFF ON OFF WE9y
OFF OFF OFF OFF OFF WE10y

Tabla 8. Seleccion del electrodo de trabajo en voltametria

2.7. Alimentacion del equipo

En el sistema disefado conviven sefales analdgicas con sefales digitales vy,
dado que las sefales analdgicas son muy sensibles al ruido electromagnético
generado por las sefiales digitales de alta frecuencia, se decidid que la
alimentacion de los bloques analdgico y digital fuera independiente. Sin
embargo, las masas de todos los circuitos son comunes ya que aislar
galvanicamente ambos bloques (mediante optoacopladores por ejemplo) habria
resultado excesivamente costoso y complejo. Con el fin de evitar bucles de
tierra en el disefio del PCB se generaron planos de masa independientes para los
circuitos analdgicos y digitales que se unieron en un tnico punto (a la altura de
los convertidores D/A 'y A/D).

Las necesidades de alimentacion de los distintos elementos que componen la
placa del Equipo Electrénico de Medida son las siguientes:

= Tensiones de alimentacion de los circuitos digitales:
0 Tension de +3,3 V (+3.3V DVDD) para la alimentacion del pC, del
convertidor UART-USB y de la parte digital tanto del convertidor
D/A como de los convertidores A/D.
0 Una tension de +5 V (+5V DVDD) para la alimentacion de los relés.
= Tensiones de alimentacion de los circuitos analogicos:
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0 Una tension de +5 V (+5V AVDD) para la alimentacion del bloque
analogico del convertidor D/A y de los convertidores A/D.

0 Unas tensiones de -8 V y +8 V (-AVDD y +AVDD) para la
alimentacion de todos los amplificadores operacionales. En la mayoria
de los casos las tensiones que manejan dichos amplificadores estan en
el rango [-2 V;+2 V]. Sin embargo, los amplificadores operacionales
que aplican la tension al contraelectrodo en los circuitos de control de
tension del potenciostato pueden, en funcion de las caracteristicas de
la celda electroquimica, manejar tension fuera de ese rango. Como
ademas los operacionales utilizados no son rail-to-rail, para evitar
problemas de saturacion de sefiales, se decidid alimentarlos con
tensiones simétricas de -8 Vy +8 V.

En la Figura 47 se muestra el bloque de alimentacion del circuito. Las tensiones
de alimentacion de la parte digital de la placa del Equipo Electronico de Medida
se obtienen a partir de una fuente de alimentacion lineal de +5 V 1 A (FE3 de
CEBEK). Dicha fuente se conecta al conector J7. La tension generada por esta
fuente se utiliza directamente para alimentar los relés (+5V DVDD) y ademas
para generar la tension de alimentacion de +3,3 V (+3.3 DVDD) mediante un
regulador de tension LM3940 (U12).

Las tensiones de alimentacion de los circuitos analdgicos se obtienen mediante
una fuente de alimentacion lineal con salida de tension simétrica +8 V/-8 V.
Dicha fuente se construy6 a partir de una fuente lineal simétrica de -5 V/+5 V
500 mA (FE8 de CEBEK) sustituyendo los reguladores 7805 y 7905 por
reguladores 7808 y 7908 y aumentando el valor de los condensadores de filtro.
Las tensiones generadas por esta fuente se conectan al conector J6 y son
directamente utilizadas para proveer de alimentacion a todos los amplificadores
operacionales (-AVDD y +AVDD). Por otro lado, la tension de +8 V se utiliza
para generar mediante un regulador de tension 7085 (Ull) la tension +5 V
AVDD.

2.8. Tratamiento del ruido

En un sistema electronico en el que se procesan sefiales analdgicas es critico
proteger dichas sefiales del ruido electromagnético ya sea inducido o conducido.
En un circuito electronico el ruido puede provenir del propio circuito o de una
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fuente externa: por tanto, para reducirlo los esfuerzos deben ir encaminados
tanto a hacer nuestro sistema mas inmune al ruido como a atenuar el nivel de
ruido que ¢l mismo genera.

-5V AVDD

SUPPLY &N

+3.3V VDD

J7

Figura 47. Bloque de alimentaciéon

La generacion de ruido electromagnético en sistemas electronicos tiene que ver
con la conmutacion de corriente, y estd relacionado tanto con la magnitud de la
corriente que se conmuta (a mayor corriente mayor nivel de ruido) como con la
velocidad a la que se conmuta (a mayor frecuencia mayor nivel de ruido). Los
circuitos electrénicos mas propensos a la generacion de ruido electromagnético
son los circuitos de potencia que conmutan corrientes altas a velocidades
medias-bajas o los circuitos digitales de alta velocidad que conmutan corrientes
bajas a frecuencias altas. En nuestro caso, el Equipo Electrénico de Medida
incorpora un bloque digital formado esencialmente por un PC que trabaja con
un cristal oscilador de 32 MHz y que puede generar sefiales de hasta 16 MHz.
Las sefiales de alta frecuencia que el LC maneja son: las lineas de salida de
datos hacia el convertidor D/A, las lineas de entrada de datos provenientes de
los convertidores A/D y la linea de salida REFO mediante la cual el uC genera
la sefial de reloj de los convertidores. En el disefio del PCB se ha cuidado
especialmente la colocacion de los componentes y el trazado de las pistas de
forma que las lineas de datos de los convertidores D/A y A/D sean lo mas cortas
posibles y no pasen cerca de ninguna sefial analogica. El mismo cuidado se ha
tenido en el trazado de la sefial REFO. Por otro lado, la frecuencia de la sefial
REFO se ha reducido al maximo adaptandola a las necesidades de cada ensayo
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tal y como se explica en el 3.5 de este capitulo. De esta forma cuando se trabaja
con sefiales de voltametria o de espectroscopia de impedancias que presentan
temporizaciones largas la frecuencia de la sefial REFO se reduce
considerablemente, disminuyendo el nivel de ruido generado por el bloque
digital. Ademas, para el ruteado de las pistas correspondientes a estas sefiales se
ha evitado el uso de angulos rectos que son mas propensos a la radiacion
electromagnética.

Todos los componentes del bloque digital incorporan uno o varios (caso del uC)
condensadores de desacoplo de 100 nF, lo que ayuda a atenuar el ruido que
estos circuitos pueden generar y recibir. Dichos condensadores se han ubicado
lo mas cerca posible de los pines de alimentacion.

Una vez minimizado el ruido generado por los circuitos digitales, el siguiente
paso es evitar que dicho ruido afecte a las sefiales analdgicas. En primer lugar es
aconsejable utilizar alimentaciones diferentes y separar fisicamente los circuitos
analdgicos de los circuitos digitales. En la Figura 48 se muestra la disposicion
de los componentes en la placa del Equipo Electronico de Medida. En la parte
izquierda de la placa se sitian los componentes digitales mientras que en la
parte derecha estan los analdgicos. En medio de ambos se hallan los
convertidores D/A y A/D. Las lineas que conectan el UC con los convertidores
estan todas ubicadas en la parte izquierda de forma que no afecten a las sefiales
analdgicas. Las unicas lineas digitales que pasan a la parte derecha de la placa
son las lineas de control de los relés; pero por estas lineas se transmiten sefiales
digitales cuasi-estaticas que solo se conmutan antes de iniciar el ensayo por lo
que no generan ningin ruido que pueda afectar a los circuitos analdgicos
durante la medida.

Por otro lado, como se explic6 en el apartado anterior, se utilizan
alimentaciones distintas para los circuitos analdgicos y digitales. Sin embargo,
debido a la dificultad y el coste que supondria el disefio de un aislamiento
galvanico entre la parte analogica y la parte digital, las masas de ambos bloques
estdn conectadas. Esta conexion podria representar un problema ya que se
podria producir el efecto de bucle de tierra. Dicho efecto ocurre cuando dos
subsistemas comparten la misma masa y el retorno de las sefiales de uno de los
subsistemas se puede realizar por varios caminos incluyendo zonas de masa que
corresponden al otro subsistema. En nuestro caso el subsistema digital comparte
masa con el subsistema analdgico lo que podria provocar que el retorno de las
senales digitales (que presentan un alto nivel de ruido) transcurriese por zonas
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de masa que estén cerca de los circuitos analdgicos, lo que producira
perturbaciones en las sefales analogicas. Para evitar este efecto, el disefio del
PCB se ha realizado con dos planos de masa independientes, tal y como se
indica en la Figura 48 (uno en la zona de circuitos analogicos y otro en la zona
de circuito digitales). Dichos planos estan unidos en un solo punto a la altura de
los convertidores D/A y A/D. De esta forma el retorno de las sefiales digitales
de alta frecuencia solo se hara por el plano de masa digital no afectando a las
senales analogicas. Las Unicas seflales digitales cuyo retorno transcurre por el
plano de masa analogico son las sefiales de disparo de los relés que, como se ha
comentado anteriormente, se conmutan antes de realizar los ensayos y, por
tanto, no afectan a las medidas.

Alimentacion Alimentacion
digital |:| analdgica :]

Convertidores
A/D

uC s .~
Circuitos analégicos

/

Convertidor L
D/A

PLANO DE MASA DIGITAL PLANO DE MASA ANALOGICO

Figura 48. Disposicion de componentes y planos de masa

Las alimentaciones de todos los circuitos analogicos (+5V AVDD para los
convertidores D/A y A/D y +AVDD y —AVDD para los amplificadores
operacionales) se filtran mediante una red LC compuesta por una ferrita de
100nH y un condensador de 100 nF ubicada lo mas cerca posible de los pines de
alimentacion de los circuitos.

Cualquier parte metalica de un componente que no esté debidamente
apantallada es susceptible de comportarse como una pequefia antena,
recogiendo radiacion electromagnética o radiando ella misma cuando la sefial
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que la recorre es de alta frecuencia. Este es el caso de los pines y los terminales
de los distintos componentes. Con objeto de reducir el tamafio de estos
terminales todos los componentes utilizados en el disefio (con excepcion de los
conectores, los reguladores de tension y los transistores de disparo de los relés)
son de montaje superficial (SMT). De esta forma, se evita que los componentes
digitales generen radiacion electromagnética y que los componentes analdgicos
la recojan.

Dada la complejidad del circuito y las limitaciones a la hora de colocar los
componentes (derivada de la necesidad de separar los componentes analogicos
de los digitales) el disefio del PCB se llevd a cabo a 4 capas, lo que también
permitio la colocacion de amplios planos de masa y alimentacion. La
distribucion de las sefales y los planos de masa y alimentacion en las 4 capas se
hizo conforme se especifica en [142] de la siguiente forma:

= Capa Top: senales analogicas y digitales y planos de masa analogica y
digital en las zonas no ocupadas por sefales.

= (Capa Inner 1: planos de masa analdgica y digital.

» Capa Inner 2: planos de alimentacion analdgica y digital y algunas
sefales analdgicas y digitales (aquellas que no pudieron ser ubicadas en
las capas Top y Bottom).

= (Capa Bottom: sefiales analogicas y digitales y planos de masa analdgica y
digital en las zonas no ocupadas por sefiales.

El tratamiento del ruido no solo se realizéd en el disefio de la placa del Equipo
Electronico de Medida, sino que también hubo que cuidar los aspectos
relacionados con el trayecto de las sefiales desde los electrodos hasta los
conectores de la placa. En este sentido, todas las conexiones provenientes de los
electrodos (electrodos de referencia, contraelectrodo y electrodos de trabajo)
estan apantalladas y las pantallas de los cables estan conectadas al chasis del
Equipo Electronico de Medida que, a su vez, esta conectado a la tierra de la
instalacion. El apantallamiento se realizo tanto en el trayecto de las sefales de
los electrodos al panel frontal como del panel frontal a los conectores de la
placa.
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3. Descripcion del software del Equipo Electronico de Medida.

3.1. Herramientas de desarrollo

Para la elaboracion del codigo del microcontrolador se ha utilizado el entorno
de desarrollo de Microchip MPLAB. Se trata de un software gratuito que
permite trabajar con toda la gama de microcontroladores de Microchip. Este
entorno de desarrollo permite integrar distintos tipos de compiladores, tanto los
oficiales de Microchip como de otros desarrolladores. Con objeto de facilitar la
tarea de programacion, la mayor parte del software del uC se ha escrito en
lenguaje C; sin embargo, aquellas partes que requieren un mayor control de los
tiempos de ejecucion (generacion y muestreo de sefiales) se han desarrollado en
leguaje ensamblador. El compilador de C utilizado ha sido el C30 de Microchip.

Por otro lado, para las tareas de grabacion del codigo maquina en la memoria de
programa del pC y de depuracion del software se ha utilizado el equipo ICD2 de
Microchip. Se trata de un dispositivo que permite no solo la programacion del
microcontrolador sino también la ejecucion paso a paso del programa, la
visualizacion de variables y registros de funcion especial y la introduccion de
puntos de ruptura (hasta 5 puntos de ruptura para el uC PIC24FJ256).

3.2. Descripcion general del codigo del uC

En la Figura 49 se muestra el flujograma simplificado del programa del pC.
Cuando arranca el sistema se lleva a cabo la inicializacion de los periféricos que
consiste basicamente en la configuracion las lineas de E/S del pC segin
corresponda a la funcion que deben desempanar. Ademas se establece la
configuracion de la sefial de reloj externa que se genera desde el pC para los
convertidores D/A 'y A/D.

El bucle principal es el que se encarga de gestionar el funcionamiento del
sistema. Dado que todas las tareas que debe realizar el pC son secuenciales
(primero se deben recibir los datos del ensayo, a continuacion realizar el ensayo
y por ultimo transmitir los valores muestreados) no es necesario el uso de las
interrupciones del canal serie para recibir y transmitir los datos.
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‘ INICIO )

Y

INICIALIZACION DEL SISTEMA:
- CONFIGURACIQN DE LINEAS DE E/S
- CONFIGURACION DE LA SENAL DE RELOJ

4

RECEPCION DE LOS DATOS ENSAYO

v

CONFIGURACION DEL ENSAYO

¢(ENSAYO DE Sl

VOLTAMETRIA?

>
«
CICLOS PRELIMINARES A 4
TRANSMISION AL DAC DEL VALOR
: DEL PUNTO n DE LA SENAL A GENERAR
Y
TRANSMISION AL DAC DEL VALOR ¢

DEL PUNTO n DE LA SENAL A GENERAR
MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LA

¢ MUESTRA n DE TENSION Y CORRIENTE

MUESTREO Y ALMACENAMIENTO DE LA ¢
MUESTRA n DE TENSION Y CORRIENTE

RETARDO CORRESPONDIENTE
¢ AL TIEMPO DE MUESTREO

RETARDO CORRESPONDIENTE
AL TIEMPO DE MUESTREO

¢ ULTIMA MUESTRA?

¢ULTIMA MUESTRA?

TRASMISION DE LAS MUESTRAS DE TENSION
Y CORRIENTE

Figura 49. Flujograma simplificado del programa del pC

Por otro lado, las temporizaciones correspondientes a algunas de las sefales
pueden llegar a ser muy cortas (en espectroscopia de impedancias la generacion
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de una sefial 200 kHz con 10 puntos por periodo requiere temporizaciones de
500 ns). Esto hace inviable el uso de la interrupcion de temporizador para
generar dichas temporizaciones, ya que el tiempo de tratamiento de la
interrupcion seria mayor que la temporizacion que se desea lograr.

La primera tarea que se lleva a cabo en el bucle principal es la recepcion y
almacenamiento en memoria RAM de los datos transmitidos por el PC. Estos
datos incluyen la configuracion del ensayo y los valores digitales de 12 bits
correspondientes a la evolucion temporal de sefal que se desea generar.

A continuacion se realiza la configuracion del ensayo a partir de los datos
recibidos. Es decir, se fija el nivel l6gico de las lineas de salida del pC que
conmutan los relés encargados de:

= Seleccionar el electrodo de trabajo para las técnicas voltamétricas.

= Seleccionar el valor de la resistencia de shunt del circuito de medida de
corriente.

= Rutear las sefiales analdgicas desde el DAC al potenciostato y desde el
potenciostato hasta los ADC’s por los circuitos de adaptacion de senal
que corresponda segin la técnica electroquimica que se desea
implementar.

= Establecer el modo de trabajo de los potenciostatos (2 o 3 electrodos).

= Establecer el nivel de estabilizacion de los potenciostatos.

Una vez se ha establecido la configuracion del ensayo se determina qué técnica
se debe realizar. Para la técnica de voltametria los tiempos de muestreo son mas
largos y, por tanto, el proceso de generacion y muestreo de las sefiales se lleva a
cabo mediante un cédigo especifico. La técnica de espectroscopia de
impedancias requiere tiempos de muestreo menores y su implementacion debe
realizarse mediante una rutina diferente. Aunque en términos generales para
ambas técnicas el proceso es el mismo:

* Primero se coloca en las lineas de salida conectadas al DAC el valor
digital correspondiente al punto de la sefial analogica que se quiere
aplicar al potenciostato.

= Seguidamente se lee a través de las lineas de entrada conectadas a los
ADC’s los valores de las muestras de las sefiales de tension y corriente en
el electrodo de trabajo.
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= A continuacion se lleva a cabo un bucle de espera cuya duracion depende
del tiempo de muestreo establecido.

= Por ultimo, se comprueba si la operacion se ha llevado a cabo para todas
las muestras requeridas. Si no es asi se repite una nueva iteracion de
generacidon y muestreo.

La diferencia entre voltametria y espectroscopia de impedancias es que los
tiempos de muestreo pueden llegar a ser muchos mas largos. Por otro lado, en la
técnica de espectroscopia de impedancias puede resultar interesante no empezar
a tomar muestras hasta que se le hayan aplicado a la muestra una serie de ciclos
de la sefal senoidal. Por ello, se ha preparado una rutina de ciclos preliminares
previa al proceso de generacion y muestreo.

Una vez concluido el proceso de muestreo se procede a la transmision al PC de
las muestras recogidas.

3.3. Organizacion de la memoria

En la Figura 50 se muestra la organizacion de la memoria RAM de datos del
puC. El PIC24FJ256 dispone de 16 kBytes de memoria RAM ubicados entre las
posiciones 800H y 47FFH de la memoria de datos. La zona de memoria de
datos situada entre las direcciones OH a 800H esta reservada a los registros de
funcion especial (registros de la CPU del uC y registros de control de los
periféricos internos).

En la zona baja de la memoria RAM de datos (a partir de la direccion 800H) el
compilador de C ha colocado las variables del programa. En total se han
declarado 17 variables que ocupan un total de 33 bytes.

Por otro lado, se han definido 4 bufers de memoria con las siguientes funciones:

= Bufer de datos de configuracion de ensayo: 2000H-200AH. Se trata de
una zona de 10 bytes donde se almacenan algunos de los datos de
configuracion de ensayo como la técnica, el nimero de puntos, el tiempo
de muestreo o el nimero de ciclos preliminares

= Bufer de datos de generacion de la sefial: 2010H-27DFH. Se trata de una
zona de 2000 bytes en la que se ubican los valores digitales
correspondientes a la evolucion temporal de la sefial analdgica que se
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quiere aplicar al potenciostato. Estos datos son generados en el PC y
transmitidos al uC que los almacena. Durante el proceso de generacion de
la sefal estos datos son leidos del bufer y transmitidos al convertidor
D/A.

0000H
REGISTROS DE FUNCION ESPECIAL

07FFH
0800H VARIABLES

200001 HATOS CONFIGURACION ENSAYO

2010H

BUFER DATOS DE GENERACION DE
SENAL
(2000 BYTES)

27DFH
27EO0H

BUFER DATOS MUESTRAS DE LA
SENAL DE TENSION EN EL
ELECTRODO DE TRABAJO

(2000 BYTES)

2FAFH 16384 BYTES
2FBOH > DE MEMORIA
BUFER DATOS MUESTRAS DE LA RAM DE DATOS
SENAL DE CORRIENTE EN EL
ELECTRODO DE TRABAJO
(2000 BYTES)

377FH

47FFH )

Figura 50. Organizacion de la memoria de datos del pC
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= Bufer de datos de las muestras de la sefal de tension en el electrodo de
trabajo: 27EOH-2FAFH. Se trata de una zona de 2000 bytes en la que se
ubican los valores digitales correspondientes a la evolucion temporal de
la sefial que se muestrea a la salida del circuito de control de tension del
potenciostato. Estos datos son leidos del convertidor A/D de tension y
almacenados en el bufer durante el proceso de muestreo. Una vez
concluido dicho proceso los datos son transmitidos al PC.

= Bufer de datos de las muestras de la sefial de corriente que circula por el
electrodo de trabajo: 2FBOH-377FH. Se trata de una zona de 2000 bytes
en la que se ubican los valores digitales correspondientes a la evolucion
temporal de la sefial de proveniente del circuito de medida de corriente
del potenciostato. Estos valores son leidos del convertidor A/D de
corriente y almacenados en el bufer durante el proceso de muestreo. Una
vez concluido dicho proceso los datos son transmitidos al PC junto con
los datos de las muestras de la sefial de tension.

El acceso a estos bufers se realiza en el programa tanto en las partes escritas en
C como en las partes escritas en ensamblador. El acceso desde el codigo en C se
lleva a cabo mediante un puntero ramptr declarado como una variable global.
En cuanto al acceso desde codigo ensamblador se realiza mediante
direccionamiento indirecto a través de los punteros de trabajo de la CPU
(W0..W15).

3.4. Modulo de comunicacion

Aunque la comunicacion con el PC se lleva a cabo mediante USB dentro del
Equipo Electronico de Medida hay un convertidor USB a RS-232 que permite
que el puC pueda recibir y enviar datos a través del canal de comunicacion serie
UART embebido. En la Figura 51 se muestra la conexion entre el PC y el pC.
Los datos salen del PC a través del bus USB. Dentro del Equipo Electronico de
Medida un convertidor se encarga de transformar el bus USB en un bus RS-232.
Por ultimo, dentro de la placa electronica se ha incorporado un circuito que
convierte los niveles RS-232 a los niveles TTL +3 V que maneja el uC.

Por lo tanto, desde el punto de vista del uC la comunicacion con el PC se realiza
a través de una interfaz UART con la siguiente configuracion:
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= Bits de datos: 8

» Bits de paridad: ninguno

= Bits de stop: 1

= Velocidad de comunicacion: 38400 baudios

EQUIPO ELECTRONICO DE MEDIDA

PLACA ELECTRONICA

RxD
USB usse RS-232 M re2

uC
\ RS-232 TTL (3V) TxD RF3 PIC24FJ256

Figura 51. Interfaz de comunicacion serie entre el PC y el pC

Proceso de recepcion

Para la realizacion de cada ensayo el PC debe transmitir una trama con la
informacion del ensayo al HC. Una vez acabado el ensayo, el uC contesta al PC
con una trama en la que se incluye la informacion recogida en el proceso de
muestreo de las sefiales de tension y corriente. La técnica de voltametria
requiere temporizaciones mas largas que la espectroscopia de impedancias; por
tanto, los datos de configuracion del tiempo de muestreo para las dos técnicas
seran diferentes. En la Figura 52 se muestra el formato de la trama enviada del
ordenador al Equipo Electrénico de Medida con la informacién del ensayo para
la técnica de espectroscopia de impedancias. En la Figura 53 aparece el formato
de esta misma trama para la técnica de voltametria. La unica diferencia entre
ambas radica en la informacion correspondiente al tiempo de muestreo y los
ciclos preliminares. Para la espectroscopia de impedancias las temporizaciones
son mas cortas y, por tanto, el tiempo de muestreo puede configurarse mediante
una sola variable de 16 bits. Sin embargo, en la técnica de voltametria las
temporizaciones pueden ser muy largas por lo que para fijar el tiempo de
muestreo se utilizan 2 variables de 16 bits. Por otra parte, para espectroscopia
de impedancias se ha reservado una variable de 16 bits que permite configurar
el namero de ciclos preliminares que deben ser aplicados antes de empezar a
muestrear.
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DATOS DAC

‘ AAH ‘ 55H ‘ AAH ‘TECNICA‘

RESISTENCIA | ELECTRODO

N°DE DATOS TIEMPO DE MUESTREO | CICLOS PRELIMINARES
L | H L | H | H VOLTAM.

PUNTO 1 PUNTON

| e o o

CLK_DIV
TECNICA

CALIBRACION

87 |B6| 85|84 |B3|B2|B1|BO
ESTAB.
TENSION ESTAB.
CORRIENTE

23 SELECCION
ELECTRODOS ELECTRODO

Figura 52. Trama de envio de datos del ensayo del PC al pC para espectroscopia

de impedancias

DATOS DAC

‘ AAH ‘ 55H ‘ AAH ‘récmm‘

N° DE DATOS TPO DE MUESTREO H | TPO DE MUESTREO L | RESISTENCIA | ELECTRODO
L i w LW L W

PUNTO 1 PUNTON

| e o o

67 |86 | 85| 84|83 B2 |B1| BO
ESTAB.
CLK_DIV TENSION ESTAB.
CORRIENTE
23 SELECCION
ELECTRODOS ELECTRODO

TECNICA
CALIBRACION

Figura 53. Trama de envio de datos del ensayo del PC al pC para voltametria

La informacion contenida en estas tramas es:

Cabecera de trama: Se trata de tres bytes que se colocan al principio de la

trama y cuyos valores son AAH, 55H y AAH. Su mision es permitir al

uC detectar el inicio de la trama. En el proceso de recepcion de la trama
el receptor debe leer estos tres bytes de forma consecutiva antes de
empezar a leer el resto de la informacion.

Campo de técnica: se trata de un byte en el que se especifican los

siguientes parametros de configuracion del ensayo:

0 Estabilizacion del circuito de control de tension del potenciostato (B1
y BO0): hay tres niveles de estabilizacion: B1B0=00 estabilizacion
desactivada, B1B0=01 estabilizacion débil, BIB0=10 estabilizacion
media y B1B0=11 estabilizacion fuerte.

0 Seleccion modo de trabajo (B2): el potenciostato trabaja en modo de 3
electrodos si B2=0 y en modo de 2 electrodos si B2=1.

0 Técnica (B3): se configura el sistema para realizar ensayos de
voltametria si B3=0 y de espectroscopia de impedancias si B3=1.

0 Modo de calibracion del DAC (B4): en el modo de calibracion del
DAC es necesario que el Equipo de Medida Electrénico mantenga la
tension aplicada para que el usuario pueda registrar el valor de dicha
tension. En el resto de modos de trabajo, cuando concluye el ensayo
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dicha tension debe hacerse cero. Si B4=1 se activa el modo de
calibracion del DAC.

0 Configuracion sefial de reloj (B7, B6 y B5): con el fin de reducir el

ruido electromagnético producido por la sefial de reloj externa que el
uC genera para los convertidores D/A y A/D la frecuencia de dicha
sefial se adapta a la duracion del tiempo de muestreo. Cuando se
requieren tiempos de muestreo largos la frecuencia de la sefial de reloj
se disminuye. Por otro lado en la técnica de espectroscopia para lograr
temporizaciones largas (correspondientes a las sefiales de frecuencia
baja) también se reduce la frecuencia de trabajo de la CPU del uC (de
forma que las instrucciones tardan mas tiempo en ejecutarse). La
configuracion de la frecuencia de la sefal de reloj externa y de la CPU
viene dada por el valor de los bits B7, B6, y B5 del campo de técnica
(ver apartado 3.5 de este capitulo).

Campo de numero de puntos: el PC le indica al puC mediante estos dos

bytes cuantos puntos se van a incluir en el campo de datos. Cada punto se

representa mediante dos bytes.

Campo de tiempo de muestreo: para espectroscopia de impedancias este

campo consta solo de 2 bytes mientras que para voltametria se trata de un

campo de 4 bytes. Este campo establece el limite de veces que debe
repetirse el bucle de retardo mediante el cual se implementa el tiempo de
muestreo.

Campo de ciclos preliminares (solo para la técnica de espectroscopia de

impedancias): mediante este campo se establece cuantos ciclos

preliminares de la sefial senoidal deben aplicarse antes de iniciar el
proceso de muestreo.

Campo de seleccion de la escala de corriente: establece qué combinacion

de resistencias de shunt del circuito de medida de corriente se activan.

Cada uno de los 8 bits de este campo establece el estado de cada uno de

los 8 relés de configuracion del circuito de medida de corriente.

Campo de seleccion del electrodo de trabajo: este campo tiene dos

misiones:

0 Seleccion del electrodo de trabajo (solo para voltametria): mediante
los bits B4, B3, B2, B1 y B0 de este campo se establece el estado de
los 5 relés que permiten seleccionar uno de los 10 electrodos de
trabajo.

0 Estabilizacion del circuito de medida de corriente (B7 y B6): hay tres
niveles de estabilizacion: B7B6=00 estabilizacion desactivada,
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B7B6=01 estabilizacion débil, B7B6=10 estabilizacion media y
B7B6=11 estabilizacion fuerte.

INICIO PROCESO DE
RECEPCION

&
l
Y
LECTURA 1° DATO

¢1° DATO = AAH?

SI

LECTURA 2° DATO

22° DATO = 55H?
s

LECTURA 3° DATO

¢3° DATO = AAH?

SI

LECTURA DE LOS CAMPOS DE
TECNICA, N° DE PUNTOS, TIEMPO
DE MUESTREO, CICLOS
PRELIMINARES, ESCALA DE
CORRIENTE Y SELECCION
ELECTRODO DE TRABAJO

A 4

LECTURA DEL BYTE DE
DATOS i

ZRECIBIDO ULTIMO
BYTE DE DATOS?

FIN PROCESO DE
RECEPCION

Figura 54. Flujograma simplificado del proceso de recepcion de datos

Campo de datos del DAC: en este campo se transmiten los valores
digitales correspondientes a la evolucion temporal de la sehal que se
quiere aplicar al electrodo de referencia. Cada uno de los puntos que
establecen dicha evolucion temporal se representa mediante dos bytes (ya
que el convertidor D/A es de 12 bits). El tamafio de este campo viene
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determinado por el dato enviado en el campo de nimero de puntos. El
nimero maximo de puntos que se pueden utilizar para representar una
sefal es de 1000; por tanto, la longitud maxima de este campo de 2000
bytes. Estos datos son almacenados en el bufer situado entre las
direcciones 2010H y 27DFH de la memoria de datos de donde seran
leidos posteriormente durante el proceso de generacion de la sefial.

En la Figura 54 se muestra un flujograma simplificado del proceso de
recepcion. Al no utilizarse la interrupcion del canal serie UART, la recepcion de
cada uno de los bytes de la trama se compone de dos fases: bucle de espera a
que el flag de interrupcion (UIRXIF) se ponga a ‘1’ y luego lectura del byte
recibido del registro UIRXREG.

Proceso de transmision
En la Figura 55 aparece la trama de envio de datos del pC al PC. En dicha trama

el puC incluye los valores digitales correspondientes a las muestras de las sefiales
de tension y corriente en el electrodo de trabajo.

DATOS ADCV DATOS ADCI

N N° DE DATOS PUNTO 1 I I PUNTO N PUNTO 1 | I PUNTO N
‘AAH‘SSH‘AAH‘TECNICA‘ A ‘ P T T T ‘ PR T I TR Y

Figura 55. Trama de envio de resultados del ensayo del uC al PC
Mas concretamente la trama se compone de los siguientes campos:

= Cabecera de trama: se trata de tres bytes que se colocan al principio de la
trama y cuyos valores son AAH, 55H y AAH. Este campo permite al PC
detectar el inicio de la trama.

= Campo de técnica: aunque este campo no es necesario puesto que el PC
ya conoce su contenido, se retransmite desde el uC al PC a efectos de
comprobacion del buen funcionamiento de la comunicacion.

= Campo de nimero de puntos: el uC le indica mediante estos dos bytes al
PC el nimero de puntos que van a incluirse en los campos de datos (dos
bytes por cada punto).

= Campo de datos del ADCV: en este campo se incluyen los valores de las
muestras recogidas por el convertidor A/D de tension. Estas muestras se
corresponden con la evolucidon temporal de la sefial de tension en el
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electrodo de trabajo con respecto al electrodo de referencia. Los datos
enviados se leen del bufer de memoria de datos situado entre las
direcciones 27EOH y 2FAFH.

= Campo de datos del ADCI: en este campo se incluyen los valores de las
muestras recogidas por el convertidor A/D de corriente. Estas muestras se
corresponden con la evolucion temporal de la sefial de corriente que
circula por electrodo de trabajo. Estos datos son leidos del bufer de
memoria de datos situado entre las direcciones 2FBOH y 377FH

INICIO PROCESO DE
TRANSMISION

A 4
ENVIO DE LOS CAMPOS DE
CABECERA, TECNICA Y N2 DE
PUNTOS

A 4

ENVIO DEL BYTE i DEL
CAMPO DATOS ADCV

¢ENVIADO ULTIMO
YTE CAMPO ADCV?2

Y

ENVIO DEL BYTE i DEL
CAMPO DATOS ADCI

¢ENVIADO ULTIMO
BYTE CAMPO ADCI?,

FIN PROCESO DE
TRANSMISION

Figura 56. Flujograma simplificado del proceso de transmisién

En la Figura 56 aparece el flujograma simplificado del proceso de
transmision de datos del uC al PC. Dado que la transmision se realiza sin el
uso de interrupciones y con el fin de evitar sobrescribir el bufer de
transmision del canal serie UART, para la transmision de cada byte se llevan
a cabo dos operaciones: un bucle de espera a que el bufer de transmision
quede libre (bit UITXBF a ‘0’) y la escritura del dato en el registro
UI1TXREG para que sea transmitido.
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3.5. Modulo de configuracion del ensayo

Cuando el pC ha recibido la trama enviada por el PC, antes de proceder a la
operacion de generacion y muestreo, debe configurar el ensayo, es decir,
establecer los modos de trabajo de los distintos modulos que intervienen en el
proceso.

Configuracion de la técnica

La configuracion de la técnica consiste en la conmutacion de los relés que
establecen el ruteado de las sefiales analdgicas entre los convertidores D/A y
A/D vy los circuitos de adaptacion de sefial y entre los circuitos de adaptacion de
sefal y los circuitos del potenciostato. Este ruteado se implementa mediante 5
relés controlados por las lineas RB4, RF4, RF5, RF12 y RF13 (ver Figura 37,
Figura 38, Figura 39, Figura 40 y Figura 41). Antes de iniciar el ensayo el pC
debe establecer el estado de los relés para que el ruteado corresponda a la
técnica seleccionada. En la Tabla 9 se muestra como debe configurar el pC las
lineas de salida que controlan los relés para cada una de las técnicas.

TECNICA RB4 RF4 RF5 RF12 RF13

Voltammetria OFF ON ON ON ON

Espectrocopia

: ON OFF OFF OFF OFF
de Impedancias

Tabla 9. Configuracion de las lineas de salida del C para la seleccion de la técnica
Modo de trabajo del potenciostato

En el potenciostato tanto el circuito control de tension de espectroscopia de
impedancias como el de voltametria pueden trabajar en modo de 3 electrodos
(modo estandar de trabajo) o en modo de dos electrodos (para situaciones en las
que las inestabilidades de la configuracion a 3 electrodos hagan inviables los
ensayos 0 no sea posible la utilizacion del electrodo de referencia). La seleccion
del modo de trabajo de los circuitos de control de tension se lleva a cabo
mediante un relé controlado por las lineas de salida RB2 y RB3. En la Tabla 10
se muestra el estado que deben tener dichas lineas para configurar el modo de
trabajo deseado.
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MODO POTENCIOTATO MODO POTENCIOTATO
VOLTAMETRIA RB2 ESPECTR. IMPEDANCIAS RB3
3 Electrodos OFF 3 Electrodos OFF
2 Electrodos ON 2 Electrodos ON

Tabla 10. Configuracién de las lineas de salida del pC para la configuracion del
modo de trabajo del potenciostato

Estabilizacion del potenciostato

Como se vio en el apartado 4.3.2 de la introduccion el potenciostato es un
circuito electronico que en determinadas condiciones de trabajo puede presentar
inestabilidades que le hagan entrar en oscilacion. La oscilacion puede deberse a
inestabilidades producidas tanto en el circuito de control de tension como en el
circuito de medida de corriente. Para estabilizar el circuito de control de tension
se han colocado tres condensadores de distintos valores en paralelo con el bucle
de realimentacion (ver Figura 44) que pueden ser activados mediante 3 relés
controlados por lineas de salida del uC. Esto permite establecer 4 grados de
estabilizacion:  sin  estabilizacion  (ningin  condensador  conectado),
estabilizacion débil, media y fuerte. En la Tabla 11 aparece la configuracion de
las lineas de salida que permite establecer los distintos grados de estabilizacion
del circuito de control de tension del potenciostato de voltametria (en el caso de
voltametria el circuito incorpora un condensador de 22 pF que esta conectado
por defecto, incluso cuando no se configura ninguna estabilizaciéon), mientras
que en la Tabla 12 se muestra dicha configuracion para espectroscopia de
impedancias.

ESTAstI’_?Z':n'é?rkoiiT“o RC14 RC13 RG6
Ninguna OFF OFF ON

Débil ON ON OFF

Media ON OFF OFF

Fuerte OFF ON OFF

Tabla 11. Configuracién de las lineas de salida del pC para la seleccion del nivel
de estabilizacion del circuito de control de tension del potenciostato de voltametria
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ESPECTR IMPEDANGIAS | RS | Ree | Res
Ninguna OFF OFF ON

Débil ON ON OFF

Media ON OFF OFF

Fuerte OFF ON OFF

Tabla 12. Configuracion de las lineas de salida del pC para la selecciéon del nivel
de estabilizacion del circuito de control de tension del potenciostato de
espectroscopia de impedancias

El circuito de medida de corriente también puede presentar inestabilidades. Para
corregirlas se ha disefiado un circuito formado por tres condensadores de
distintos valores cuya activacioén se controla mediante tres lineas de salida del
puC a través de tres relés (ver Figura 45). La configuracion de estas lineas de

salida para seleccionar los distintos niveles de estabilizacion aparece en la Tabla
13.

WEDIDA CORRIENTE | RG13 | Re1z | Res
Ninguna OFF OFF ON

Débil ON ON OFF

Media ON OFF OFF

Fuerte OFF ON OFF

Tabla 13. Configuracion de las lineas de salida del pC para la selecciéon del nivel
de estabilizacion del circuito de medida de corriente

Seleccion del electrodo de trabajo de voltametria

En la técnica de voltametria se pueden llevar a cabo ensayos sobre hasta 10
electrodos de trabajos que son multiplexados a través de un circuito formado
por 5 relés controlados por sendas lineas de salida del uC (ver Figura 46). Antes
de iniciar un ensayo de voltametria el pC debe establecer el nivel de dichas

lineas de forma que quede seleccionado el electrodo de trabajo sobre el que se
quiere llevar a cabo el ensayo (ver Tabla 14).
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roonmpe O Res | Res | Re7 | REs | Res
WE1 ON ON ON OFF ON
WE2 ON ON ON OFF OFF
WE3 ON ON OFF OFF ON
WE4 ON ON OFF OFF OFF
WE5 ON OFF ON OFF OFF
WE6 ON OFF OFF OFF OFF
WE7 OFF ON OFF ON OFF
WE8 OFF ON OFF OFF OFF
WE9 OFF OFF OFF ON OFF
WE10 OFF OFF OFF OFF OFF

Tabla 14. Configuracion de las lineas de salida del pC para la seleccion del
electrodo de trabajo de voltametria

Seleccion de la escala de corriente

Dada la variabilidad de los ensayos que van a realizarse con el equipo, el
circuito de medida de corriente debe permitir llevar a cabo medidas de precision
en un amplio rango de escalas de corriente. Para ello, se ha dispuesto un circuito
compuesto por 8 relés que permite seleccionar uno de los 32 posibles valores de
la resistencia de shunt del circuito de medida de corriente. El uC establece para
cada ensayo la escala de corriente fijando el nivel de las lineas de salida que
controlan los relés (ver Tabla 15).

La escala de corriente viene determinada por la relacion entre la resistencia de
shunt elegida y el fondo de escala de cada una de las técnicas (ver Ecuacion 31
y Ecuacion 32).

Configuracion de la serial de reloj

El uC genera a través de la linea REFO (linea de salida RB15) la sefial de reloj
requerida por los convertidores D/A y A/D para su funcionamiento. Dicha sefal
debe ser de alta frecuencia para tiempos de muestreo cortos, pero su frecuencia
puede reducirse cuando las temporizaciones de las sefiales son mas largas. La
reduccion de la sefial de reloj redunda en una disminuciéon del ruido
electromagnético generado. Por otro lado, para la obtenciéon de temporizaciones
largas en la técnica de espectroscopia de impedancias es necesario reducir la
frecuencia de trabajo de la CPU del uC de forma que el bucle de pérdida de
tiempo que fija el tiempo de muestreo sea mas largo. Por tanto, para cada
ensayo es necesario adecuar tanto la frecuencia de la sefial de reloj externa

129



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

generada por el uC como la frecuencia de trabajo de la CPU. La configuracion
de estas frecuencias se establece desde la aplicacion del PC en funcion de la
temporizacion de la sefial que se debe generar, y se transmite al uC en los bits
B7, B6 y B5 del campo de técnica. Se pueden establecer 8 niveles configuracion
de las mencionadas frecuencias.

RESISTENCIA DE SHUNT RG14 RG15 RC1 RB14 RC2 RB13 RB12 RB11
R72 OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF
R72+R80 ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF
R72+R76 OFF ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF
R72+R76+R80 ON ON OFF OFF OFF OFF OFF OFF
R71 OFF OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF
R71+R80 ON OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF
R71+R76 OFF ON OFF OFF ON OFF OFF OFF
R71+R76+R80 ON ON OFF OFF ON OFF OFF OFF
R70 OFF OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF
R70+R79 ON OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF
R70+R75 OFF ON OFF OFF OFF OFF ON OFF
R70+R79+R75 ON ON OFF OFF OFF OFF ON OFF
R69 OFF OFF OFF OFF ON OFF ON OFF
R69+R79 ON OFF OFF OFF ON OFF ON OFF
R69+R75 OFF ON OFF OFF ON OFF ON OFF
R69+R79+R75 ON ON OFF OFF ON OFF ON OFF
R68 OFF OFF OFF OFF OFF OFF OFF ON
R68+R78 OFF OFF ON OFF OFF OFF OFF ON
R68+R74 OFF OFF OFF ON OFF OFF OFF ON
R68+R78+R74 OFF OFF ON ON OFF OFF OFF ON
R67 OFF OFF OFF OFF OFF ON OFF ON
R67+R78 OFF OFF ON OFF OFF ON OFF ON
R67+R74 OFF OFF OFF ON OFF ON OFF ON
R67+R78+R74 OFF OFF ON ON OFF ON OFF ON
R66 OFF OFF OFF OFF OFF OFF ON ON
R66+R77 OFF OFF ON OFF OFF OFF ON ON
R66+R73 OFF OFF OFF ON OFF OFF ON ON
R66+R77+R73 OFF OFF ON ON OFF OFF ON ON
R65 OFF OFF OFF OFF OFF ON ON ON
R65+R77 OFF OFF ON OFF OFF ON ON ON
R65+R73 OFF OFF OFF ON OFF ON ON ON
R65+R77+R73 OFF OFF ON ON OFF ON ON ON

Tabla 15. Configuracién de las lineas de salida del pC para la seleccién de la escala
de corriente

En la Tabla 16 se muestran los valores de la frecuencia de trabajo de la CPU, de
la duraciéon del ciclo de instruccion y de la frecuencia de la sefial de reloj
externa REFO para los distintos valores de los bits B7, B6 y B5 del campo
técnica para el caso de espectroscopia de impedancias. La sefial de reloj de la
CPU se puede configurar desde su valor maximo 32 MHz (frecuencia del
oscilador externo) hasta un valor de 0,25 MHz. A la frecuencia maxima cada
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instruccion tarda en ejecutarse 62,5 ns mientras que a la velocidad minima el
tiempo de ejecucion es de 8 us.

Para senales con temporizaciones cortas (sefial senoidal de 200 kHz) la senal
REFO tiene una frecuencia de 2 MHz, mientras que para sefiales con
temporizaciones lentas (sefial senoidal de 1 Hz) dicha frecuencia puede
reducirse hasta 15,625 kHz (ver Tabla 16).

VALOR BINARIO DE | FRECUENCIA DE LA SENAL | DURACION DE UN CICLO DE | FRECUENCIA SENAL DE
B7B6B5 (TECNICA) DE RELOJ DE LA CPU INSTRUCCION (Tcy=2Tosc) | RELOJ EXTERNA (Frero)
000 Fosc=32 MHz 62,5 ns Fosc/16=2 MHz
001 Fosc/2=16 MHz 125 ns Fosc/32=1 MHz
010 Fosc/4=8 MHz 250 ns Fosc/64=0,5 MHz
011 Fosc/8=4 MHz 500 ns Fosc/128=250 kHz
100 Fosc/16=2 MHz 1us Fosc/256=125 kHz
101 Fosc/32=1 MHz 2us Fosc/512=62,5 kHz
110 Fosc/64=0,5 MHz 4us Fosc/1024=31,25 kHz
111 Fosc/128=0,25 MHz 8us Fosc/2048=15,625 kHz

Tabla 16. Configuracion de la frecuencia de la seiial de reloj de la CPU y de la
seiial externa de reloj REFO para espectroscopia de impedancias

VALOR BINARIO DE | FRECUENCIA SENAL DE

B7B6B5 (TECNICA) RELOJ EXTERNA (Fgrero)
000 Fosc/32=1 MHz
001 Fosc/64=0,5 MHz
010 Fosc/128=250 kHz
011 Fosc/256=125 kHz
100 Fosc/512=62,5 kHz
101 Fosc/1024=31,25 kHz
110 Fosc/2048=15,625 kHz
11 Fosc/4096=7,8125 kHz

Tabla 17. Configuracion de la frecuencia de la sefial externa de reloj REFO para
voltametria

En la Tabla 17 se muestra el valor de la frecuencia de la sefial de reloj externa
para los distintos valores de los bits B7, B6 y B5 del campo técnica para el caso
de voltametria. En el caso de esta técnica la frecuencia de trabajo de la CPU se
configura siempre a su valor maximo es decir 16 MHz (duracion de un ciclo de
instrucciéon 62,5 ns)
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3.6. Modulo de generacion de sefial y muestreo

Una vez concluida la configuracion del ensayo el sistema esta listo para
empezar el proceso de muestreo. Dicho proceso es distinto segun la técnica que
se desea implementar. EI uC comprueba el bit B3 del campo técnica de la trama
recibida, si es 0 ejecuta el codigo correspondiente al proceso de muestreo para
voltametria y si es 1 ejecuta el codigo correspondiente a espectroscopia de
impedancias.

El codigo del proceso de muestreo para ambas técnicas estd escrito en
ensamblador para tener mayor control sobre el tiempo de ejecucion. El tiempo
de muestreo se implementa mediante la repeticion de instrucciones en
ensamblador cuya duracién es conocida, ya que depende Unicamente de la
frecuencia de trabajo de la CPU.

Antes de iniciar el proceso de muestreo los valores de los parametros necesarios
para la realizacion de los ensayos se guardan en registros de la CPU (W0...W15)
para poder tener un acceso rapido a dicha informacion. Los registros de la CPU
también se utilizan para tener acceso al bufer del que se leen los datos para el
DAC y a los bufers en los que se escribe la informacion recogida de los ADC’s.

Voltametria

En la Figura 57 se muestra el flujograma correspondiente al proceso de
generacion de sefial y muestreo para voltametria. En primer, lugar deben
inicializarse con el valor correspondiente los punteros mediante los cuales se va
a acceder a los bufers de datos del DAC y de los ADC’s. A continuacion se
inicializa W10 con la parte alta (los 2 bytes mas significativos) del contador de
tiempo de muestreo, mientras que W4 toma el valor de la parte baja. El
siguiente paso es tomar el valor digital correspondiente a la tensiéon que
deseamos generar para la muestra actual (dicho valor se toma del bufer de datos
del DAC) y se vuelca en el puerto correspondiente. Seguidamente se lee el valor
de 12 bits del ADC de tension y se guarda en el bufer correspondiente. En la
siguiente instruccion se realiza la misma operacion para el ADC de corriente.

Cada una de estas tres acciones se lleva a cabo mediante una sola instruccion en
la que ademas se incrementan los punteros que recorren los bufers. El siguiente
paso es la implementacion del retardo correspondiente al tiempo de retardo que
nos permite establecer la temporizacion de la sefial generada. En el bucle de
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retardo primero se decrementa la parte baja y cuando ésta llega a cero se
decrementa la parte alta y se inicializa la parte baja con el valor 65.535. Cuando
concluye el bucle de retardo se comprueba si se ha alcanzado la tltima muestra.
En caso afirmativo se da por concluido el proceso y se pasa a la transmision de
los datos recogidos. En caso contrario se procede a repetir el proceso con la
siguiente muestra.

‘ MUESTREO VOLTAMETRIA )

A 4

INICIALIZACION DE LOS REGISTROS DE
TRABAJO

>
«

Y

INICIALIZACION REG. TIEMPO DE MUESTREO:
-W10: PARTE ALTA

- W4: PARTE BAJA
ESCRIBIR EN LA ENTRADA DEL DAC EL
VALOR DIGITAL DE LA MUESTRA n

v

LEER DE LOS ADC’s DE TENSION Y
CORRIENTE LOS VALORES DE LA MUESTRA n

P 4

DECREMENTAR W4

A

DECREMENTAR W4

¢(ULTIMA
MUESTRA?

P
«

BUCLE DE RETARDO

Figura 57. Flujograma del proceso de generacion de sefial y muestreo para
voltametria

El algoritmo estd implementado con instrucciones en ensamblador cuyo tiempo
de ejecucion es conocido. Gracias a ello es posible obtener la expresion de la
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duracion de un ciclo de muestreo en funcion de los registros W4 y W10. En la
Ecuacion 33 se refleja el valor de los ciclos maquinas correspondientes a un
ciclo de muestreo.

ciclos maquina =14+ W10[327684 + W4 [5 Ecuacién 33

A partir de esta expresion la aplicacion del PC puede calcular el valor de la
parte alta (W10) y la parte baja (W4) del contador del bucle de retardo (ver
apartado 4.2.2 de este capitulo).

Espectroscopia de impedancias

La Figura 58 muestra el flujograma correspondiente al proceso de generacion de
sefal y muestreo para espectroscopia de impedancias.

En las medidas de espectroscopia de impedancias puede resultar interesante
aplicar una serie de ciclos de la sefal antes de empezar a muestrear. De esta
forma la medida se lleva a cabo en estado estacionario y no en transicion. Por
ello, antes de la fase de muestreo se ha establecido la posibilidad de generar (sin
llevar a cabo muestreo) una serie de ciclos preliminares. El nimero de ciclos
preliminares puede ser establecido en la aplicacion de PC.

El primer paso del proceso es la inicializacién de los registros de trabajo
(punteros a los bufers del DAC y ADC’s). También se inicializa el registro W10
con el valor del niimero de ciclos preliminares que se desean generar y W4 con
el contador del tiempo de muestreo.

A continuacion se inicia el bucle de generacion de los ciclos preliminares. Si el
numero de ciclos preliminares es 0 este bucle no se ejecuta. En este bucle se
comprueba si W10 es 0. Si no lo es se vuelca en el puerto A (ver Figura 33) el
valor digital de la tensidon que se desea generar para la muestra actual. Después
se implementa el retardo correspondiente al tiempo de muestreo que consiste en
repetir una misma instruccion el nimero de veces establecido en el contador de
retardo (W4). A continuacion se comprueba si se ha alcanzado la ultima
muestra del ciclo. Si no es asi se repite el proceso para la siguiente muestra. Una
vez alcanzada la ultima muestra se decrementa W10 (numero de ciclos
preliminares) y se vuelve a repetir todo el proceso. Cuando W10 llega a cero se
pasa al proceso de generacion de sefial y muestreo.
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Figura 58. Flujograma del proceso de generacion de sefial y muestreo para
espectroscopia de impedancias

En dicho proceso, en primer lugar, se vuelca a la entrada del DAC el valor de 12
bits correspondiente a la tension que se desea generar para la muestra actual. A
continuacion se leen de los ADC’s de tension y corriente los valores de 12 bits
de las muestras de tension y corriente en el electrodo de trabajo. Seguidamente
se establece el retardo equivalente al tiempo de muestreo mediante la repeticion
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de la instruccion NOP. La ejecucion de dicha instruccion se repite el nimero de
veces marcado por W4 (contador de tiempo de muestreo). Finalmente se
comprueba si se ha alcanzado la ultima muestra y, en caso de no ser asi, se
repite el proceso.

Al igual que ocurre con voltametria es posible establecer el numero de ciclos
maquina que se requieren para un ciclo de muestreo (ver Ecuacion 34)

ciclos maquina = W4 (8 Ecuacion 34

A partir de esta ecuacion la aplicacion de PC puede calcular el valor del
contador de tiempo de muestreo correspondiente a la frecuencia de la sefial
senoidal que se quiere generar (ver apartado 4.4.2 de este capitulo).

4. Cédigo de la aplicacion de PC

La herramienta de desarrollo elegida para generar la aplicacion de PC ha sido el
software Visual Basic 6.0. Se trata de un compilador basado en el lenguaje de
alto nivel basic que permite el desarrollo de aplicaciones con una interfaz
grafica de usuario vistoso (botones, cajas de texto, sliders, barras de progreso,
graficas, interfaz de comunicacion, etc.).

El software dispone de 4 modulos:

*= Moddulo de configuracion.

= Moddulo de voltametria de pulsos.

= Moddulo de voltametria ciclica.

= Moddulo de espectroscopia de impedancias.

4.1. Modulo de Configuracion

Este modulo permite la configuracion de parametros generales del sistema asi
como de parametros especificos de algunos ensayos.
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4.1.1. Configuracion del puerto de comunicacion serie

Aunque la comunicacion entre el PC y el Equipo Electronico de Medida se
realiza mediante una conexién USB, el convertidor USB-UART permite que el
PC vea el puerto USB como un puerto RS-232. Mediante esta opcion el usuario
puede seleccionar a través de cual de los puertos COM disponibles se va a
comunicar con el Equipo Electronico de Medida. Esta seleccion se lleva a cabo
mediante una lista desplegable en la que se muestran los puertos COM
disponibles en el ordenador. La velocidad de comunicacion y el resto de
parametros de configuracion de la interfaz UART son fijos y no pueden ser
modificados por el usuario (38400 baudios, 8 bits de datos, sin bit de paridad y
un bit de stop).

4.1.2. Configuracion de las resistencias de shunt del circuito de
medida de corriente

Tal y como se vio en el apartado 2.6.2 de este capitulo el circuito de medida de
corriente del potenciostato incorpora un total de 16 resistencias de shunt que
permiten implementar hasta 32 escalas de corriente. En funcion de la aplicacion
es posible que sea necesario modificar el valor de alguna(s) de estas resistencias
para modificar dichas escalas. Para ello, seria necesario cambiar fisicamente las
resistencias en la placa del Equipo Electronico de Medida; pero ademas también
deben actualizarse los valores de las resistencias cambiadas en la aplicacion,
puesto que los calculos de los valores de corriente se llevan a cabo a partir de
los valores de las resistencias de shunt configurados. Esta opciéon permite al
usuario modificar los valores de estas resistencias dentro de la aplicacion.

4.1.3. Calibracion del Equipo Electronico de Medida

En el apartado 2.2 de este capitulo se estudid que tanto en el proceso de
conversion D/A como en el posterior tratamiento de la sefial generada hasta que
es aplicada a la celda electroquimica se producian ciertas inexactitudes en el
valor analdgico de dicha sefial (ver Ecuacion 25 y Ecuacion 26). Dichas
inexactitudes pueden verse acentuadas por las tolerancias de las resistencias
utilizadas (1 %) y por el offset de los amplificadores operacionales. Con el fin
de compensar el efecto de estas desviaciones en el valor de la sefial aplicada al
electrodo de trabajo se ide6 un sistema de calibracion del proceso de conversion
D/A.
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De igual modo y, por motivos analogos, en el procesado de las sefiales
analogicas provenientes de los circuitos de control de tension y de medida de
corriente del potenciostato y en la posterior conversion A/D de las sefiales se
pueden producir desviaciones (ver apartado 2.3 de este capitulo). Esto haria que
los valores digitales correspondientes a las muestras de las sefiales de tension y
corriente en el electrodo de trabajo pudiesen presentar errores o desviaciones.
Por lo tanto, también fue necesaria la implementacién de un sistema de
calibracion para el proceso de conversion A/D.

Calibracion del proceso de conversion D/A

Aunque existe un formulario especifico de calibracion del D/A para voltametria
y otro para espectroscopia de impedancias, el proceso que se sigue en ambos
casos es analogo. Para llevar a cabo la calibracion de la conversion D/A es
necesario colocar entre el terminal del electrodo de trabajo y el del
contraelectrodo una resistencia (resistencia de calibracion) de igual valor al
valor de la resistencia de shunt R65. Ademas se debe conectar un multimetro en
bornes de la resistencia de calibraciéon para medir la tension entre el WE y el
CE.

Dentro del formulario de calibracion D/A (ver Figura 59) el usuario selecciona
la modalidad de 2 electrodos y el valor de resistencia de shunt mas baja (de
forma que los valores de la resistencia de calibracion y la resistencia de shunt
sean los mismos). A continuacion el usuario inicia el proceso haciendo clic en el
boton de CALIBRAR DAC. La aplicacion envia al Equipo Electronico de
Medida una trama para que éste genere una sefial de continua que se
corresponda con el valor digital 4095. A continuacion la aplicacién le solicita al
usuario que introduzca el valor de tension real que el multimetro ha medido
entre el WE y el CE. Una vez introducido dicho valor la aplicacioén representa
esta medida en un grafico que muestra el valor digital enviado en funcién de la
tension medida entre el WE y el CE. Este proceso se repite para otros 20 valores
digitales distribuidos de forma lineal entre 4095 y 0 (3891, 3687, 3483, 3279,
3075, 2871, 2667, 2463, 2259, 2055, 1851, 1647, 1443, 1239, 1035, 831, 627,
423, 219 y 0). De este modo al final del proceso se obtiene una grafica de 21
puntos que relaciona el valor digital que se escribe a la entrada del convertidor
D/A con la tension real que se genera entre el WE y el CE.
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CALIBRACION DEL DAC PARA VOLTAMETRIA

- |l

Valar Digital
L1
i)
im]

A

-2500 -2000 -1500 -1000 -500 1] 500 1000 1500 2000 2500

Ten=ian (ms")

Resistencia de Shunt: Moda de medida Estabilizacidn tensidn:
ICALIBRAR DAC]| [100 ~| | # 2Ekctodos Minguna ~
" 3 Electrodos
CERRAR

Figura 59. Formulario de calibracién del proceso de conversion D/A para
voltametria

Para voltametria, en el caso ideal deberia cumplirse que, por ejemplo, si se
escribe el valor 0 a la entrada del DAC la tension generada debe ser -2 V y si se
escribe 4095 la tension debe ser +2 V. En el caso de espectroscopia de
impedancias los valores deberian ser -0,5 V y +0,5V respectivamente. Sin
embargo, por los motivos expuestos anteriormente esto no es asi en la practica.
Por lo tanto, necesitamos establecer algin tipo de mecanismo que nos permita
calcular cudl es el valor digital que debemos colocar a la entrada del convertidor
D/A para que la tension generada entre el WE y el CE sea la deseada. Para ello,
la aplicacion realiza una regresion lineal simple por minimos cuadrados sobre
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los 21 puntos medidos y establece la ecuacion de la recta de regresion tal y
como se indica en la Ecuacién 35.

Y=Apclx+ B, Ecuacion 35
Donde:

= y: valores digitales que deben escribirse en la entrada del convertidor D/A
= x: valores de la tension que queremos aplicar al electrodo de trabajo

= Apac: pendiente de la recta

* Bpac: ordenada en el origen

Una vez establecida dicha ecuacion, cada vez que se desee generar una
determinada tension en el electrodo de trabajo basta con aplicar la Ecuacion 35
para obtener el valor que debemos pasarle al convertidor D/A. En dicha
transformacion ya estan incluidos todos los posibles errores o desviaciones ya
que la ecuacion de la recta se ha calculado a partir de datos experimentales.

Calibracion del proceso de conversion A/D

Dado que el sistema mide la tension y la corriente en el electrodo de trabajo
deben llevarse a cabo dos calibraciones de conversion A/D. Ademas cada una
de estas calibraciones puede realizarse tanto para voltametria como para
espectroscopia de impedancias. Por tanto, hay 4 formularios de calibracion del
proceso de conversion A/D. Sin embargo, el proceso que se sigue es el mismo
para todos ellos. Para poder llevar a cabo una calibracion del conversor A/D es
necesario haber realizado una calibracion del convertidor D/A previamente.

En primer lugar debe colocarse una resistencia (resistencia de calibracion) de
igual valor al valor de la resistencia de shunt R65 entre el terminal del electrodo
de trabajo y el del contraelectrodo. En este caso no es necesario el uso del
multimetro.

El formulario de calibracion A/D para la medida de tension correspondiente a
voltametria aparece en la Figura 60. Con dicho formulario abierto, el usuario
debe seleccionar el modo de medida de 2 electrodos y la resistencia de shunt
mas baja. Al seleccionar la resistencia de shunt mas baja, su valor coincidira
con el valor de la resistencia de calibracion. De esta forma se consigue que el
valor de la tension a la salida del circuito de medida de corriente sea igual al
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valor de la tension aplicada al electrodo de trabajo, lo que facilita la calibracion
del proceso de conversion A/D para la medida de corriente.

CALIBRACION DEL ADC DE TENSION PARA VOLTAMETRIA

2500

2000 _L—I\|\
1500 \|\k
Ml

1000

Tesnidn [
h

)

f=}

7'2.‘ |

-500

-1000

-1500

-2000

“alar Digital

Resistencia de Shunt: Modo de medida

CALIBRAR ADC - (« 2 Electrodos
TENSION 100 - |

" 3Electrados

Figura 60. Formulario de calibracion del proceso de conversion A/D para la
medida de tension correspondiente a voltametria

Una vez configurada la calibracion el usuario inicia el proceso haciendo clic en
el boton de CALIBRAR ADC TENSION para el caso del convertidor A/D de
tension o CALIBRAR ADC CORRIENTE para el caso del de corriente. A
continuacion la aplicacion envia una trama al equipo de medida para que genere
una tension constante de +2 V para la técnica de voltametria y +0,5 V para la de
espectroscopia de impedancias. La aplicacion utiliza la calibracion del
convertidor D/A realizada previamente para calcular los valores digitales que

141



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

permitan la generacion de dicha tension. El Equipo Electronico de Medida
aplica la tension al electrodo de trabajo y muestrea las tensiones provenientes
del circuito de control de tension y del circuito de medida corriente del
potenciostato. El proceso de generacion y muestreo de las sefiales dura unos 100
ms durante los cuales se recogen 1000 muestras. Los valores digitales de dichas
muestras son enviados a la aplicacion que calcula la media de los 800 valores
intermedios (se descartan los 100 primeros valores y los 100 ultimos valores). A
continuacion la aplicacion visualiza el dato en un grafico que representa la
tension aplicada en funcién del valor digital leido del convertidor A/D
correspondiente. El mismo proceso se repite 20 veces mas disminuyendo en
cada iteracion la tension aplicada 200 mV en el caso de voltametria y 50 mV en
el de espectroscopia de impedancias. El proceso es automatico y no requiere de
la intervencion del usuario. De esta forma se obtiene una grafica de 21 puntos
en la que se relacionan los valores de tension aplicada con los valores leidos del
convertidor A/D. Para voltametria el valor leido del A/D al aplicar una tension
de +2 V deberia ser en teoria de 4095; mientras que para espectroscopia deberia
obtenerse ese mismo valor digital para una tensioén de +0,5 V. Sin embargo, tal
y como se ha explicado anteriormente, esto no tiene porque ser asi en la
practica. Sera necesario, por tanto, implementar alguin mecanismo que permita a
la aplicacion establecer el valor de la tension analdgica medida en funcion del
valor digital leido del convertidor A/D. Utilizando las 21 medidas realizadas se
lleva a cabo una regresion lineal simple por minimos cuadrados que permite
establecer la ecuacion de la recta de regresion. Para cada técnica (voltametria y
espectroscopia de impedancias) se obtienen dos ecuaciones: una para la
calibracion del convertidor A/D que muestrea la tension proveniente del circuito
de control de tension del potenciostato (Ecuacion 36) y la otra para la
calibracion del convertidor A/D correspondiente a la tension generada por el
circuito de medida de corriente (Ecuacion 37).

V=A, ooy X+ B0 Ecuacion 36

Donde:

= y: valores de la tension proveniente del circuito de control de tension del
potenciostato

= x: valores digitales leidos del convertidor A/D de tension

* Aapcy: pendiente de la recta

* Bapcv: ordenada en el origen
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V=A,pqlx+ B, Ecuacién 37

Donde:
= y: valores de la tension proveniente del circuito de medida de corriente
del potenciostato
= x: valores digitales leidos del convertidor A/D de tension
* Aapcr: pendiente de la recta
= Bapcr: ordenada en el origen

Mediante estas 2 ecuaciones la aplicacion podra calcular, para cada una de las
técnicas, los valores de tension o de corriente en el electrodo de trabajo a partir
de los valores digitales leidos de los convertidores A/D correspondientes. Dado
que las ecuaciones se han construido a partir de datos experimentales en su
expresion ya estan contempladas las desviaciones debidas a la inexactitud en los
valores de algunas de las resistencias utilizadas y a la tolerancia de los distintos
componentes (resistencias y amplificadores operacionales).

Una vez concluida la calibracion, los valores de las constantes Apac, Bpac,
Aapcv, Babpcv, Aapcr Y Bapcr para cada una de las técnicas son almacenados en
un fichero de calibracion (*.cal) que se lee cada vez que se abre la aplicacion.
Cada equipo dispone de un fichero de calibracion propio.

4.1.4. Configuracion de los electrodos de trabajo de voltametria

El Equipo Electrénico de Medida permite llevar a cabo ensayos de voltametria
en hasta 10 electrodos de trabajo. Dichos electrodos estan conectados al
potenciostato mediante un bloque de multiplexacion que permite seleccionar el
electrodo de trabajo sobre el que se va a llevar a cabo la medida. Dicho bloque
se controla desde el pC mediante lineas de salida digitales. En los ensayos de
voltametria ciclica el usuario puede seleccionar desde la aplicacion sobre qué
electrodo de trabajo quiere realizar la medida y en voltametria de pulsos se
pueden secuenciar ensayos sobre varios electrodos. En el frontal del equipo hay
dos conectores DIN de 6 polos (referencia 593-0600 de DELTRON). El polo
central de cada uno de los conectores corresponde al contraelectrodo mientras
que los otros 5 polos corresponden a los electrodos de trabajo. En total 10
electrodos de trabajo (5 por cada conector).
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Mediante esta opcion de configuracion (ver Figura 61) el usuario puede
establecer el nimero de electrodos de trabajo que se van a utilizar, su nombre y
la posicion que les corresponden en los conectores.

CONFIGURACION DEL SISTEMA

|/ Puerto Sere T Resistencias Shunt T Calibracian
Electrodos ¥C T Configuracion Frecusncias T Wariox
ELECTRODOS
L] L]
8 3
L . [ ) L]
7 9 2 1
»
CE CE
.B l.1 0 l.1 l.5
Mombre | Posicién
I 1
__|Rh 2
__|Pt 4
Au ]
Ao 5
Co 7
BT q ELIMINAR
i 10
ACEPTAR CANCELAR

Figura 61. Formulario configuracion de los electrodos de trabajo para voltametria

Para incorporar un nuevo electrodo de trabajo a la lista el usuario debe hacer
clic en el botéon ANADIR. La aplicacion le solicita el nombre del nuevo
electrodo y a continuacion su posicion en los conectores. Para eliminar un
electrodo basta con seleccionarlo y hacer clic en el boton de ELIMINAR.
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4.1.5. Configuracion del espectro de frecuencias para espectroscopia
de impedancias

Mediante esta opcion de configuracion se establece el espectro de frecuencia
sobre el que se hace la medida de impedancia. El usuario establece la frecuencia
inferior del espectro, la frecuencia superior y el nimero frecuencias que desea
incluir en el espectro. Ademas establece si la distribucion de las frecuencias a lo
largo del espectro debe ser lineal o logaritmica (ver Figura 62).

COMFIGURACION DEL SISTEMA

[ Puerta Serne T Reszistencias Shunt T Calibracin
Electrodos YT T :Configuracion Frecuencias T Yarioz
Nimero | Frec. Tedica
_ |1 1.00 Frecuencia inferiar: 1
N 1,28
_ {3 1ES Frecuencia superior: 200000
K 21
5 2.7 . .
— : Mimero de puntas: li
~|s 347 & 50
|7 446
E 572 ESCALA
3 7.34 .
| .41 " Lineal
1A 1207 o
: 12 1543 f+ Logartmica
|12 1asr
|1s4 2849
KR
~|1s 4sm CALCULAR
|17 sase
~ |18 Ba0s =

ACEPTAR CANCELAR

Figura 62. Formulario de configuracion del espectro de frecuencias para
espectroscopia de impedancias

Por ultimo, el usuario pulsa el boton de CALCULAR vy la aplicacion establece
el valor de las frecuencias a lo largo del rango configurado.
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4.1.6. Otras configuraciones

La aplicacion permite también la configuracion del simbolo que se va a utilizar
para representar la separacion entre el valor entero y los decimales (“.” o ,”)
tanto para la generacion de ficheros como para la lectura de los mismos. Esta
opcion se agregd a la aplicacion con el fin de facilitar la compatibilidad de los
datos generados con otros programas y con cualquier configuraciéon del sistema

operativo relacionada con el separado decimal.

4.1.7. Almacenamiento de los datos de configuracion
Los datos de la configuracién se almacenan en dos ficheros:

» Fichero config.ini: en este fichero se almacenan todos los datos que son
comunes a todos los equipos, es decir: puerto de comunicacion serie,
nimero de frecuencias del espectro, valores de las frecuencias del
espectro, nimero de electrodos de trabajo para voltametria, nombre y
posicion de los electrodos de trabajo, separador decimal para escritura y
separador decimal para lectura.

» Ficheros *.cal: se trata de los ficheros de calibracion. Cada equipo tiene
su propio fichero de calibracion. En €l se incluyen datos especificos de
cada equipo como los coeficientes de las rectas de calibracion y los
valores de las resistencias de shunt del circuito de medida de corriente.

Cada vez que se arranca la aplicacion aparece una ventana en la que se solicita
al usuario que identifica con qué Equipo Electronico de Medida se van a
realizar las medidas (los Equipos Electronico de Medida fabricados hasta el
momento se han identificado con nuimeros del 1 al 4). Cuando el usuario
selecciona el nimero del Equipo Electronico de Medida la aplicacion lee el
fichero de calibracién correspondiente a ese equipo y a continuacion lee el
fichero de configuracion.

4.2. Modulo de Voltametria de pulsos

La Figura 63 muestra el formulario correspondiente a la técnica de voltametria.
En dicho formulario se pueden llevar a cabo las siguientes acciones:
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Generar o modificar patrones: mediante esta opcion se accede a un
formulario en el que se pueden confeccionar o editar los patrones
correspondientes a las sefiales de tension que se van a aplicar al electrodo

de trabajo.

VOLTAMETRIA DE PULSOS

2000

E e,
£ 0 L ; et f =T
2 a0 400 150 200 250 300 La] 50 g0 GENERAR/MODIFICAR
#2000 PATRON
Tiempo (ms)
GRAFICA DE PULS0S
10
]
03
oy
g 05
505
E i — Tension
ik = Corriente
0.3
032
o1
o0 t t uy t t t t t t
a 50 100 150 200 250 300 3450 400 450 S00
Tiempo (me)
‘Escala Electrodo: Ez:??ilgnte {(ua): Estabilizacidn tensidn:
(* Tenzion + =l
Ir -> detergentes3.ptr A |s666 j Modo de medida Ninguna
" Cormiente Rh -» detergentes2 pi
Pt > detergentesd.pt SIGNAR " 2 Electrodos Estabilizacion corriente:
AU —> detergentes3.pr i PATRON * 3Electodos Ninguna ~
COPIAR AL Ag -= detergentes3.p ok
PORTAPAPELES Co -» detergentes3.p-
Cu -> detergentes3.p ¥ INICIAR YER TRATAMIENTO CERBAR
E E 2 ENSAYO ENSAYOS DATOS
MNimero de iteraciones: |1 -
CLE: 0

Figura 63. Formulario de voltametria de pulsos

Asignar un determinado patréon a cada de uno de los electrodos: esta
asignacion se puede llevar a cabo de forma individualizada o en grupo. Es
decir, se puede asignar un patron diferente a cada uno de los electrodos.
Configurar los parametros basicos del ensayo como la escala de corriente,
el modo de trabajo del potenciostato (2 o 3 electrodos) o su nivel de
estabilizacion. También se puede fijar el nimero de iteraciones, es decir,
el nimero de veces que se va a repetir el ensayo de forma automatica.
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Iniciar el ensayo lo que provocara que se realice de forma automatica y
secuenciada un ensayo de voltametria de pulsos por cada electrodo
configurado. Cuando se ha configurado més de una iteracion los ensayos
se repetiran el nimero de veces fijado por el usuario.

Visualizar en una grafica las sefiales de tension y corriente en el electrodo
de trabajo. Una vez visualizada la grafica también se puede copiar al
portapapeles.

Llevar a cabo el tratamiento de los datos recogidos: mediante esta opcion
el usuario accede a un formulario en el cual se pueden hacer una serie de
operaciones sobre los datos recogidos durante los ensayos de voltametria
de pulsos (visualizar graficamente los datos, eliminar parte de los datos,
realizar promedios sobre los datos, agrupar los datos en ficheros para su
posterior tratamiento estadistico y otros).

4.2.1. Generacion de patrones

Cuando se selecciona la opcion GENERAR/MODIFICAR PATRON se abre el
formulario (ver Figura 64)

GENERACION DE PATRONES DE VOLTAMETRIA DE PULSOS

Arpliud (v

DISERIO DEL PATRON
Pulso: Amplitud pulsos:
Namero de pulsos: |25 e 12 L/ |
3 |1 1]
i6 . 4 MODIFICAR »> 2 200
Duracién del pulso: |27 ms g B -3 B
14 400
Nimero de puntos: Amplitud: 15 0
0 my s £00
7 n i
13500
1000 ]
500 —
0 —— S—t t t
500 S0 100 150 200 250 11 1] I ISSD 400 450 S0o
-1000 —
-1500
Tiempo (ms)
PATRON PATRON SALIR
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Mediante el patron de pulsos se establece cual va a ser la amplitud y la duracion
de los pulsos que se van a aplicar a los distintos electrodos en cada ensayo. El
sistema disefiado permite generar un patrén de hasta 50 pulsos, con amplitudes
entre -2 V y +2 V y una duracién que puede ir desde 1 ms hasta 800 ms.

Para construir el patron el usuario debe en primer lugar establecer el nimero de
pulsos y su duracion. A continuacion debe asignar a cada uno de los pulsos la
amplitud deseada. La forma de onda del tren de pulsos se visualiza mientras éste
se estd construyendo. Una vez finalizada la construccion del patron, éste puede
guardarse. Los ficheros de patrén se almacenan con la extension .ptr. Este
formulario también permite abrir patrones creados anteriormente |y
modificarlos.

4.2.2. Ensayo de voltametria de pulsos

Antes de iniciar un ensayo de voltametria es necesario configurarlo. Para ello,
se deben llevar a cabo las siguientes tareas:

= Asignar a cada uno de los electrodos configurados un fichero de patrén.

= Seleccionar la escala de corriente mas adecuada para el ensayo. Se debe
escoger una escala de corriente lo suficientemente grande como para que
ninguna de las sefiales recogidas supere los limites de dicha escala; Pero,
por otro lado, seleccionar una escala demasiado grande para medir
sefales pequenas implicaria que dichas sefiales se verian muy afectadas
por el ruido del sistema y su representacion digital tendria menos
resolucion. Por tanto, es importante seleccionar la mayor de las escalas
que permita obtener sefiales que no saturen la entrada del convertidor
A/D. Por lo general, se hace una serie de ensayos previos para establecer
la escala de corriente Optima para cada experiencia. En ocasiones puede
ser necesario el cambio de escala al pasar de un ensayo a otro cuando se
producen cambios en la amplitud maxima de las sefiales de corriente.

= Establecer el modo de trabajo del potenciostato: normalmente se debe
trabajar a 3 electrodos ya que es el modo en el que mejor reproducibilidad
se puede obtener y permite centrar el estudio en los fenémenos que
ocurren en el electrodo de trabajo. Sin embargo, cuando por diversos
motivos resulte imposible la utilizaciéon de un electrodo de referencia las
medidas pueden hacerse en modo de 2 electrodos.

= Configurar el modo de estabilizacion del potenciostato: si al realizar las
medidas se observan oscilaciones en la sefial de corriente y/o en la sefial
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de tension puede ser necesario activar el sistema de estabilizacion del
potenciostato. Existen tres niveles de estabilizacion para el circuito de
control de tension y otros tres para el circuito de medida de corriente. La
estabilizacion afectard ligeramente a las medidas que se lleven a cabo
(deformara ligeramente las sefiales de tension y corriente), por tanto, en la
medida de lo posible debe evitarse; y si se aplica debe hacerse con el
nivel mas bajo posible. Por otro lado, una vez se ha establecido un nivel
de estabilizacion, éste debe mantenerse para toda la experiencia de forma
que todos los ensayos se vean afectados de la misma forma.

= Establecer el numero de iteraciones, es decir, el nimero de veces que se
va a repetir el ensayo. En principio si se selecciona una sola iteracion se
llevard a cabo una medida de voltametria de pulsos para cada electrodo
de trabajo. Si se configuran mas iteraciones, cuando concluya la medida
del ultimo electrodo de la lista se iniciara automaticamente de nuevo el
proceso de medida para todos los electrodos. Este bucle se repetira hasta
que se haya completado el nimero de iteraciones establecido.

Una vez configurado el ensayo el usuario puede dar comienzo al mismo
haciendo clic en el boton de INICIAR ENSAYO. En primer lugar la aplicacion
solicita al usuario que introduzca el nombre del fichero en el que se van a
guardar los datos recogidos.

W Numero de iteraciones
W Numero de electrodos

Nombre de electrodos

@HNL’Jmem de pulsos Iteracion 1
Numero de puntos Datos electrodo Ir  Datos electrodo Rh Datos electrodo Au
(500—Duracion tren /
{[-1.327478;-4.809521;...;101.277@;[-2.124489;-3.186446;...;-200.37478} ....... [;-1.823245;-5.3245‘98;...;-50.3562]}
{[—1 .196894;-4.243567;...;104.2468)(-2.337814;-3.723289;...;-204.18472}.......... t-2.042456;-4.924625;...;-53.227&}
Iteracion 2

Figura 65. Estructura del fichero de ensayo de voltametria de pulsos
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Los ficheros correspondientes a los ensayos de voltametria de pulsos se guardan
con la extension .vpd. En la Figura 65 se muestra el formato de los ficheros
.vpd. En las primeras lineas se almacenan los datos del nimero de iteraciones, el
numero de electrodos, los nombres de cada uno de los electrodos, el nimero de
pulsos, el nimero de puntos con el que se describen las sefiales de corriente y la
duraciéon del tren de pulsos. A continuaciéon se escriben los datos
correspondientes a la evolucion temporal de las sefiales de corriente
muestreadas en PA. Cada linea de datos se corresponde con una iteracion. En
primer lugar se escriben los datos correspondientes al primer electrodo. El
numero de valores que se escriben para cada electrodo coincide con el niimero
de puntos.

A continuacion la aplicacion prepara los datos que debe enviar al Equipo
Electronico de Medida para que éste lleve a cabo el ensayo sobre el primer
electrodo de la lista. Para ello, la aplicacion debe leer el fichero de patron
asignado al electrodo y extraer la informacion necesaria:

= Numero de puntos que se van a utilizar para generar/muestrear las
senales. Este nimero debe establecerse de forma que todos los pulsos que
componen el tren tengan el mismo numero de pulsos. El nimero de
puntos maximo que permite el sistema es 1000. Por tanto, el numero
maximo de puntos por pulso sera el que aparece en la Ecuacion 38 (donde
fix() es una funcion que redondea un valor real al valor entero
inmediatamente inferior eliminando la parte decimal).

1000
Puntos por pulso = fix(— ) Ecuacion 38
Numero pulsos

A partir del valor del ntimero de pulsos y del nimero de puntos por pulso
es facil calcular el nimero de puntos necesarios para representar el tren
de pulsos completo (ver Ecuacion 39 )

Numero puntos = Numero pulsos L Puntos por pulso  Ecuacion 39

» Tiempo de muestreo: una vez establecido el nimero de puntos por pulso
y conocida la duracion de cada pulso (dato incluido en el fichero de
patrén), el tiempo de muestreo Ts (es decir, el ritmo al que se deben
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generar/muestrear las sefiales) se obtiene facilmente aplicando Ia
Ecuacion 40.

Duracion pulso
Ts =
Puntos por pulso

Ecuacion 40

La aplicacion debe generar la informacion que necesita el Equipo
Electronico de Medida para implementar correctamente el retardo
correspondiente al Ts. Como se vio en el apartado 3.6 de este capitulo el
tiempo de muestreo para la técnica de voltametria se implementa
mediante un bucle de retardo cuya ejecucion requiere un cierto nimero de
ciclos maquinas, nimero que depende de los valores iniciales de los
registros W10 y W4 segun lo establecido en la Ecuacion 33. La
aplicacion debe calcular cual debe ser el valor inicial de dichos registros
de modo que el tiempo de ejecucion del bucle se corresponda con Ts.
Teniendo en cuenta que para voltametria la CPU del pC funciona siempre
a la maxima frecuencia de trabajo (es decir que Fcy=16 MHz) y
aplicando la Ecuacién 33 se pueden establecer de forma teérica las
expresiones algebraicas de los valores iniciales de W10 y W4
(CONTADORH y CONTADORL respectivamente). A partir de las
expresiones de la Ecuacion 41 y de la Ecuacion 42 la aplicacion calcula
los valores que debe enviar al Equipo Electronico de Medida.

1600° O, —14

CONTADORH = fix( ) Ecuacion 41
327684
6 —
LOHO°LTs =14 _ conraporm) 327684 -
CONTADORL = — 327684 cuacion
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Configuracion de los relés de seleccion de la resistencia de shunt en el
circuito de medida de corriente. El valor de escala de corriente
establecida por el usuario, permite determinar cudles son la(s)
resistencia(s) que deben seleccionarse. A partir de este dato y la
informacion de la Tabla 15 la aplicacion puede establecer cudles de las
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lineas de salida del pC deben activarse para seleccionar dicha(s)
resistencia(s).

= Configuracion de los relés de seleccion del electrodo de trabajo. De igual
modo, para establecer la configuracion de las lineas de salida del uC que
controlan los 5 relés que seleccionan el electrodo de trabajo la aplicacion
hace uso de la informacion contenida en la Tabla 14.

= Valores digitales correspondientes a la evolucion temporal del tren de
pulsos que debe aplicarse al electrodo de trabajo. Estos son los datos que
el uC debe enviar al convertidor D/A para que éste genere la sefial
analogica correspondiente al tren de pulsos. Para calcular cada uno de
estos valores digitales la aplicacion lee las amplitudes de los pulsos
establecidas por el usuario en el fichero de patron. Para cada uno de los
puntos, el valor de amplitud es convertido al dato digital correspondiente
aplicando la ecuacion de la recta de calibracion correspondiente (ver
Ecuacion 35). De esta forma la amplitud de la sefial aplicada al electrodo
de trabajo después de hacer la conversion D/A coincidira con la amplitud
establecida por el usuario en el patron.

Ademas la aplicacion establece la configuracion de los relés que permiten
configurar la técnica de voltametria (Tabla 9) y el modo de trabajo (Tabla 10) y
el nivel de estabilizacion (Tabla 11 y Tabla 13) del potenciostato.

Con toda esta informacion se construye la trama que debe enviarse al Equipo
Electronico de Medida para que éste pueda llevar a cabo el ensayo de
voltametria para el primero de los electrodos de trabajo. El formato de esta
trama viene descrito en la Figura 53.

Una vez realizado el ensayo el Equipo Electrénico de Medida envia al PC una
trama de respuesta que contiene los datos de las medidas de tension y corriente
en el electrodo de trabajo (ver Figura 55). La aplicacion recibe la trama,
comprueba el encabezamiento de la misma y lee los valores digitales
correspondientes al muestreo de las sefiales de tension y corriente. A las
muestras de la sefial de tension se les aplica la ecuacion de la recta de
calibracion de conversion A/D de tension (Ecuacion 36); de esta forma se
obtienen los valores de la evolucion temporal de la tension analdgica aplicada al
electrodo de trabajo. En cuanto a las muestras de la sefial de corriente en primer
lugar se les aplica la ecuacion de la recta de calibracion de conversion A/D de
corriente (Ecuacion 37) y, a continuacion, los valores resultantes se dividen por
el valor de la resistencia de shunt correspondiente a la escala de corriente
seleccionada; obteniendo asi los valores analdgicos de la corriente que circula
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por el electrodo de trabajo. Los datos son representados en la grafica de pulsos
(ver Figura 63, en rojo la sefial de tension y en verde la sefial de corriente) y los
valores de la evolucion temporal de la sefial de corriente son almacenados en el
fichero de datos de voltametria de pulsos tal y como se indica en la Figura 65
(los datos de la tension aplicada no se utilizan en el tratamiento estadistico
posterior, solo se recogen para confirmar que la sefial de tension se esta
generado correctamente).

Una vez finalizado el proceso de medida sobre el primer electrodo de trabajo, la
aplicacion procede a repetir los mismos pasos para el siguiente electrodo de la
lista. Los datos recogidos para el nuevo electrodo son almacenados en el fichero
de datos a continuacion de los del primero (sin cambiar de linea). El proceso se
repite para cada uno de los electrodos de lista.

Cuando se llega al ultimo electrodo, la aplicacion comprueba si se ha
configurado mas de una iteracion. Si es asi se vuelve a recorrer la lista de
electrodos repitiendo todos los pasos del proceso descrito. Los datos de todos
los electrodos para la nueva iteracion se almacenan en una nueva linea del
fichero de datos de voltametria de pulsos.

4.2.3. Tratamiento de datos de voltametria de pulsos

En los ensayos de voltametria de pulsos se recogen los datos de la evolucion
temporal de la corriente que circula por electrodo de trabajo al aplicarle una
serie de pulsos de tension. El objetivo final es utilizar estos datos para generar
modelos que permitan agrupar las muestras en base a alguna de sus
caracteristicas o predecir el valor de alguno de sus parametros fisicoquimicos.
Dado que en este tipo de ensayos normalmente el numero de variables
dependientes (valores de corriente) es mayor que el nimero de muestras la
generacion de estos modelos de prediccion debe realizarse mediante
herramientas de analisis multivariante. Sin embargo, antes de proceder al
estudio multivariante de los datos de las medidas es posible que se deba realizar
un tratamiento previo de los mismos que puede consistir en visualizarlos,
promediarlos o generar los ficheros de datos que se vayan a utilizar en el
analisis posterior.

La aplicacion permite llevar a cabo las siguientes operaciones sobre los datos de
voltametria de pulsos:
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= Visualizar los datos de los ensayos.

= Eliminar datos de iteraciones de un fichero de ensayo.

= Eliminar datos de electrodos de un fichero de ensayo.

= Eliminar datos de pulsos de un fichero de ensayo.

= Promediar datos de iteraciones de un fichero de ensayo.

» Promediar datos de electrodos de un fichero de ensayo.

= Restar datos de un fichero de ensayo a otro.

» Promediar datos de varios ficheros de ensayo para generar un nuevo
fichero de ensayo.

= Agrupar varios ficheros de ensayo para generar un fichero de experiencia.

= Visualizar los datos de un fichero de experiencia.

Visualizacion de ensayos de voltametria de pulsos

Mediante esta opcion el usuario puede visualizar graficamente las sefales de
corriente recogidas en los ensayos de voltametria de pulsos. Se pueden
visualizar hasta 100 ficheros de ensayo, cada uno de los cuales puede contener
hasta 5 iteraciones realizadas en hasta 10 electrodos.

= REPRESENTACION GRAFICA DE LAS SENALES DE YOLTAMETRIA DE PULSOS
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Figura 66. Formulario de visualizacion de ensayos de voltametria de pulsos
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Solo se pueden visualizar simultdneamente ensayos que tenga el mismo niimero
de iteraciones y de electrodos. Una vez elegidos los ficheros de ensayo que se
quiere visualizar, el usuario puede seleccionar qué iteraciones y qué electrodos
deben representarse (ver Figura 66). Existen tres modos de visualizacion:

= Por electrodo: en este caso las iteraciones se representan unas
superpuestas sobre las otras mientras que los electrodos se representan
uno a continuacion del otro.

= Por iteracion: en este caso son los electrodos los que se representan unos
superpuestos sobre los otros mientras que las iteraciones se visualizan
una a continuacion de la otra.

= Mixto: en el modo mixto tanto las iteraciones como los electrodos se
representan unos superpuestos sobre los otros.

Eliminacion de iteraciones

En algunos ensayos puede resultar interesante llevar a cabo varias iteraciones
(repeticiones sucesivas de un mismo ensayo) para luego promediarlas. Sin
embargo, si en cada iteracion se producen modificaciones sobre la superficie del
electrodo es posible que interese centrar el estudio en la primera iteracion, 6 si
en algunas de las iteraciones se ha producido alglin error en la medida es posible
que se desee eliminar dicha iteracion antes de llevar a cabo el promediado de las
mismas. Mediante este formulario el usuario puede eliminar las iteraciones que
no desee incluir en el estudio posterior.

El usuario debe en primer lugar seleccionar los ficheros de los que se quieren
eliminar iteraciones. Solo se permite la seleccion de ficheros que tengan el
mismo numero de iteraciones y de electrodos. A continuacion, en la lista de
iteraciones, debe seleccionar Unicamente aquélla(s) que desee mantener. Por
ultimo, el usuario debe hacer clic en el boton GUARDAR DATOS para que la
aplicacion sobrescriba los ficheros seleccionados incluyendo tnicamente los
datos correspondientes a las iteraciones elegidas.

Eliminacion de electrodos

La seleccion de electrodos puede hacerse en el momento de generar el fichero
de experiencia. Sin embargo, en ocasiones puede ser interesante seleccionar
electrodos en los ficheros de ensayo con el fin de hacer estudios previos o
comparaciones con otros ensayos. El proceso que se debe seguir es analogo al
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descrito para la eliminacion de iteraciones: seleccion de los ficheros de ensayos,
eleccion de los electrodos que se quiere mantener y almacenamiento de los
datos seleccionados en los ficheros de ensayo.

Eliminacion de pulsos

Al igual que ocurre con los electrodos, la seleccion de pulsos puede hacerse en
el momento de generar el fichero de experiencia, sin embargo, en determinadas
circunstancias (estudios comparativos o particulares de algunos ensayos) puede
resultar interesante realizarla sobre los ficheros de ensayo. De nuevo el proceso
es el mismo: se seleccionan los ficheros de ensayos de los que se desea eliminar
algunos pulsos, se eligen los pulsos que se desean mantener y se hace clic en el
boton de GUARDAR DATOS para almacenar los datos elegidos en los ficheros
de ensayo.

Evaluacion algebraica de la dispersion de las seriales

A la hora de realizar promedios es importante utilizar inicamente aquellos datos
que no presenten una dispersion grande con respecto a los demas. En algunos
casos estas dispersiones pueden apreciarse visualmente sobre una
representacion grafica cuando alguna de las curvas estd claramente alejada del
resto. Sin embargo, las curvas correspondientes a las medidas de voltametria se
componen de una gran cantidad de puntos (se pueden tener 1000 puntos por
sensor, lo que para 8 sensores daria un total de 8000 puntos), y, por lo tanto,
puede resultar dificil evaluar de forma visual cudl es la dispersion existente
entre ellas. Por ello, se ha disefiado un método algebraico para evaluar la
dispersion de las sefiales que permite establecer de forma numérica qué senales
se alejan mas del resto. Para explicar el método disefiado se consideran 4
sefnales de voltametria de pulsos A, B, C y D, tal y como se representan en la
Figura 67.

Cada una de estas sefales se representa mediante N puntos que corresponden a
la evolucion temporal de corriente que circula por el electrodo de trabajo. En
primer lugar para cada uno de los N puntos se calcula la mediana de las 4
sefiales. Para ello en primer lugar se ordenan los 4 valores en orden ascendente.
Si, como es el caso del ejemplo, el nimero de valores es par, la mediana se
obtiene calculando la media atrimética de los dos valores centrales. Si el
numero de valores es impar la mediana se corresponde con el valor central de
los datos ordenados.
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Figura 67. Evaluacion de la dispersion en sefiales de voltametria de pulsos

A continuacion se calcula para cada uno de los puntos de cada una de las
senales la diferencia entre el valor medido y el valor de la mediana.
Seguidamente, para cada sefial se suman los N valores absolutos de las
diferencias y se divide por el nimero de puntos. El valor resultante se define
como la Dispersion Media con respecto a la Mediana (DMM) y da una
indicacion numérica de cuan alejada estd una grafica de las demas considerando
todos los puntos que la describen. En la Ecuacion 43 se muestra la expresion de
la Dispersion Media con respecto a la Mediana de la sefial A (DMM,).

N
Z|Mei _Ai|
DMM , == N

Ecuacion 43

Evaluando el valor de la DMM para cada una de las sefiales que se desea
promediar se puede establecer algebraicamente si alguna de las sefiales presenta
una dispersion excesiva y conviene no incluirla en el calculo del promedio.

Promediado de iteraciones

Las iteraciones son repeticiones sucesivas de las medidas sobre una misma
muestra (es decir, entre iteracion e iteracion los electrodos no se limpian).
Pueden utilizarse para estudiar los cambios producidos en el electrodo de
trabajo al realizar sobre ¢l medidas sucesivas. Pero normalmente el objetivo de
realizar iteraciones es llevar a cabo un promedio de los valores obtenidos con el
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fin de atenuar el efecto de las desviaciones que se puedan producir en cada una
de ellas. De hecho en los estudios estadisticos a cada muestra debe
corresponderle un unico conjunto de medidas y por tanto antes de generar el
fichero de experiencia es necesario o bien promediar las iteraciones o quedarse
con una sola de ellas. El formulario de promediado de iteraciones permite
realizar el promediado de las interacciones. El usuario debe seleccionar los
ficheros correspondientes a los ensayos sobre los que desea realizar el promedio
de las iteraciones. Solo se pueden seleccionar ficheros que tengan el mismo
numero de iteraciones y de electrodos. La aplicacion analiza cada uno de esos
ficheros y muestra una lista con las iteraciones disponibles y calcula la DMM de
cada una de ellas. Basandose en los valores las DMM el usuario puede
establecer para cada fichero de forma independiente cudles son las iteraciones
que quiere incluir en el proceso de promediado. Una vez revisadas y elegidas las
iteraciones de cada uno de los ficheros seleccionados, el usuario debe hacer clic
en el boton de PROMEDIAR ITERACIONES. La aplicacion recorrera todos los
ficheros seleccionados calculando el promedio de las iteraciones elegidas y
sobrescribiendo los valores obtenidos en el fichero.

Promediado de electrodos

Generalmente los electrodos de trabajo que se incluyen en una lengua
electronica son de distinta naturaleza y cada uno de ellos aporta informacion
especifica. Sin embargo, en los ensayos de voltametria de pulsos el contacto del
electrodo con la muestra es un punto crucial puesto que la sefial de corriente
estd directamente relacionada con la superficie de la interfaz electro-electrolito.
Para alguna experiencia sobre muestras solidas se pueden dar casos de
problemas de contacto que pueden dar lugar a errores en la medida. Una posible
solucion para detectar y reducir estos errores de medida es construir lenguas
electronicas que contengan varios electrodos de trabajo de la misma naturaleza.
En un mismo ensayo se llevaran a cabo medidas sobre todos ellos, y para el
posterior estudio estadistico se promediaran las medidas eliminando aquellas
que presenten una dispersion excesiva. El formulario de promediado de
electrodos permite llevar a cabo el promediado de los datos correspondientes a
electrodos de trabajo de la misma naturaleza. El proceso que se debe seguir es
analogo al descrito para el promediado de iteraciones. El usuario selecciona los
ficheros sobre los que quiere realizar el promediado de los electrodos y la
aplicacion analiza los datos y calcula para cada fichero la DMM de cada una de
las sefiales correspondiente a cada uno de los electrodos. En base a los valores
del DMM, el usuario selecciona para cada fichero qué electrodos quiere incluir
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en el promediado y por tltimo, da la orden de llevar a cabo el proceso. Los
nuevos datos promediados sobrescriben a los originales.

Eliminacion de la base

Normalmente las sefales de voltametria se analizan sobre los valores absolutos
obtenidos. Sin embargo, en ensayos en los que se quiera discriminar bajas
concentraciones de un producto que ha sido afiadido a una disolucion base,
puede ser mas interesante analizar las diferencias de las sefiales con respecto a
la base (concentracion cero). En estos casos en lugar de trabajar con los valores
de voltametria de pulsos, tal y como los genera el sistema, se pueden restar los
valores de la senal de corriente para la disolucion base a los valores de las
senales de las disoluciones compuestas por la base mas el producto.

El formulario de eliminacién de base permite llevar a cabo esta operacion. En
primer lugar el usuario debe seleccionar los ficheros sobre los que quiere restar
los datos de la base y a continuacion establece el fichero que se debe restar.
Cuando la operacion es confirmada, la aplicacion resta para cada punto de los
ficheros seleccionados el valor correspondiente del fichero base sobrescribiendo
los datos de los ficheros originales.

Promediado de repeticiones

Se denomina repeticion de un ensayo al acto de volver a medir una misma
muestra después de haber limpiado los electrodos. Esto implica que los
electrodos deben ser extraidos de la muestra, limpiados (mediante el
procedimiento descrito en el apartado 5.3 de este capitulo) y vueltos a colocar
en la muestra (a diferencia de las iteraciones en las cuales los ensayos se repiten
de forma sucesiva sin tocar los electrodos). Una de las principales dificultades
de las técnicas voltamétricas es obtener una buena reproducibilidad cuando se
repite un ensayo en condiciones aparentemente iguales. Esta dificultad se deriva
de los siguientes hechos:

= La sefal de corriente que se mide en voltametria esta estrechamente
relacionada con la superficie de contacto entre el electrodo y la muestra.
En ocasiones no es facil conseguir una superficie de contacto idéntica en
todos los ensayos, fundamentalmente cuando se trabaja con muestras
solidas.

160



Capitulo 1.  Desarrollo del sistema de medida

» Durante los ensayos de voltametria se pueden producir reacciones que
modifiquen la composicion de la superficie del electrodo; de ahi que sea
necesario limpiar dicha superficie antes de iniciar un nuevo ensayo. Una
limpieza incompleta o defectuosa podria redundar en un empeoramiento
de la reproducibilidad. Por otro lado, si para la limpieza se requiere un
proceso de lijado es posible que la superficie del electrodo se vea
modificada lo que provocaria desviaciones en la medida.

Por todo ello, cuando hacemos un tnico ensayo sobre una determinada muestra
es dificil garantizar que la medida realizada sea correcta, ya que es dificil de
saber a priori si el electrodo esta limpio y si esta haciendo buen contacto con la
muestra. Es, por tanto, necesario repetir varias veces la medida sobre una misma
muestra y comprobar que no existe excesiva desviacion en dichas repeticiones.
Se necesitan al menos 3 repeticiones con un nivel de dispersion bajo para poder
considerar que las medidas son correctas. Una vez identificadas las repeticiones
que presentan un nivel de dispersion aceptable, ya se puede efectuar el
promediado de las mismas para obtener los datos con los que se llevara a cabo
el estudio estadistico.

El formulario de promediado de repeticiones permite ambas cosas, la seleccion
de aquellas repeticiones que presenta una dispersion aceptable y el promediado
de las repeticiones seleccionadas. Para ello, el usuario debe elegir las
repeticiones que desea sean analizadas. Los ficheros de ensayo correspondientes
a las repeticiones deben contener unicamente una iteracion. A continuacion la
aplicacion calcula la DMM de cada una de las repeticiones y la muestra en
pantalla para que el usuario pueda seleccionar aquellas que presentan un grado
de dispersion aceptable. El grado de dispersion puede variar en funcion del tipo
de experiencia; por ejemplo las experiencias con muestras solidas presentan un
grado de dispersion mayor que aquellas en las que las medidas se realizan sobre
liquidos. Por ultimo, el usuario debe hacer clic en el boton de PROMEDIAR
REPETICIONES e introducir el nombre del fichero en el que se van a guardar
los datos. La aplicacion realiza el promedio de las sefiales correspondientes a las
repeticiones seleccionadas y almacena los valores resultantes en un fichero con
la misma estructura que los ficheros de experiencia sobre los que se ha realizado
el promedio (ver Figura 65).
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Generacion del fichero de experiencia

El objetivo final de la aplicacion de la voltametria de pulsos en el campo de las
lenguas electronicas es la generacion de modelos predictivos cualitativos o
cuantitativos que permitan determinar parametros fisicoquimicos de las
muestras a partir de los valores de la evolucion de temporal de la corriente en el
electrodo de trabajo. Para ello, se disefian experiencias que consisten en llevar a
cabo una serie de ensayos sobre muestras controladas. Los datos recogidos
durante estos ensayos son posteriormente procesados mediante algin tipo de
herramienta multivariante (PCA, PLS, redes neuronales). Para poder realizar los
estudios multivariante es necesario agrupar los datos recogidos en ficheros que
puedan ser leidos por estas herramientas. El formulario de generacion de fichero
de experiencia posibilita la generacion de estos ficheros, permitiendo ademas la
seleccion de alguno de los datos que se incluyen.

Por otro lado, la técnica de voltametria consiste en muestrear los valores de la
evolucion temporal de la corriente que circula por el electrodo de trabajo
cuando se le aplican una serie de pulsos de tension. Para tener una buena
resolucion en las medidas el sistema ha sido disefiado para que recoja hasta
1000 valores de corriente por electrodo. Si tenemos en cuenta que algunas
experiencias se llevan a cabo utilizando 8 electrodos de trabajo nos podemos
encontrar con ficheros de experiencia que contienen 8000 variables
independientes. El manejo de ficheros de experiencia de gran tamafo puede
dificultar y ralentizar el analisis multivariante. Ademas la informacion aportada
por un nimero tan elevado de variables independientes en ocasiones puede ser
redundante. En el apartado 6 de la Introduccion se coment6 que algunos autores
han trabajado en la reduccién del niimero de datos de voltametria de pulsos
basandose en diversas técnicas. En la presente tesis se ha evaluado la
posibilidad de llevar a cabo una reduccion de los datos de voltametria de pulsos
mediante dos metodologias:

* Por un lado, la aplicacion permite seleccionar el nimero de puntos que se
quieren incluir en el fichero de experiencia. Por ejemplo si, para una
experiencia de 8 electrodos, en lugar de tomar todos los puntos se toman
1 de cada 5 puntos la cantidad de variables independientes de reduciria de
8000 a 1600. La aplicacion se ha disefiado para permitir al usuario reducir
el nimero de puntos que se incluyen en el fichero de experiencia. Por
ejemplo, se puede generar un fichero de experiencia en el que solo se
incluya 1 de cada 2 puntos que contengan los ficheros de ensayo. Las
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opciones disponibles son desde incluir todos los puntos hasta incluir 1 de
cada 10 puntos (pasando por el resto de combinaciones).

= Por otro lado, la aplicacion puede llevar a cabo una reduccion de los
datos mediante una aproximacion polindmica de orden 4 de las sefiales de
corriente correspondientes a cada uno de los pulsos. Cuando se genera el
fichero de experiencia, ademas del fichero con los datos de la evolucion
temporal de la sefial de corriente, la aplicacion puede crear un fichero que
contenga los coeficientes correspondientes a los polinomios que
aproximan cada uno de los pulsos.
El algoritmo implementado consiste en aproximar un polinomio P(x) de
grado 4 (ver Ecuacion 44) al conjunto n de pares (Xo;¥o0), (X1;¥1), +oer (Xo-
1;3¥n1) que describen la evolucion temporal de la sefial para un pulso
(siendo x; el valor del tiempo e y; el valor de la corriente).

P(x)=a, *+a, X +a, O ta, 3+ a, & Ecuacion 44

Para ello, se define S como la suma cuadratica de las diferencias entre el
valor real y; y el valor aproximado mediante el polinomio P(x;) para cada
una de muestras i (ver Ecuacion 45).

n-1 n-1
S= Z(P(xi) _yi)z = Z(ao ta Ui, +a, DC,'Z +a, DC; ta, DC,‘4 _y,-)z Ecuacién
i=0 i=0 45

Un criterio para aproximar el comportamiento del polinomio al
comportamiento de las muestras de la sefial de corriente (y;) es obtener los
valores de los coeficientes ay, a;, a,, a; y a4 que minimizan el valor de S.
Ello implica encontrar los valores de los coeficientes que anulan las
derivadas parciales de S con respecto a cada uno de ellos, tal y como se
indica en la Ecuacion 46.
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n—1
95 =20 (a,+a, & +a, & +a, & +a, 3" - y) =0
ao i=0
oS

n-1
2§(a0+ach+aZDc +a3Bc +a, & —yl)Dc 0

aal pry

n-l

SS —2@(004'6115( ta,3F +a, &’ +a, & -G’ = Ecuacion 46
a,
A

-zDZ(aowlac ta,F +a, & +a, 0 -y) &’ =
da, pr
OS n-1
3 —2§:(a0+a15c ta, O +a, & +a, &' - y) G =
Cl4 i=0

Definimos las expresiones sy y ti tal y como aparecen en la Ecuacion 47 y
la Ecuacion 48.

n-l1
=Y x" (k=0,..8) Ecuacién 47

n—1
t,=> x' 0, (k=0,..4) Ecuacién 48

Eliminando el valor 2 que aparece multiplicando los sumatorios y
agrupando términos las expresiones de la Ecuacion 46 se convierten en un
sistema de 5 ecuaciones con 5 incognitas tal y como se refleja en la
Ecuacion 49.

a,ls,+als +a,ls,+a,ls; +a,ls, =t
a, 8, +a, L8, +a, 3, +a, 3, +a, 05, =¢
a, 8, +a, 8, +a, 8, +a, 8, +a, 3, =t, Ecuacion 49
a, L8, +a, B8, +a, 8, +a, L8, +a, 3, =¢,
a, 8, +a 8, +a, 8, +a, 13, +a, 8, =1,

La aplicacion calcula los términos sy y tc a partir de los valores y; y X; y
resuelve el sistema de ecuaciones utilizando la regla de Cramer.

Tras obtener el valor de los coeficientes ag, a;, a, a3 y a4 para el primer
pulso, el proceso se repite para cada uno los pulsos y los valores de los
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coeficientes van almacenandose en el fichero de coeficientes. Una vez

recorridos los pulsos de todos los electrodos para cada uno de los ficheros

seleccionados se obtiene un fichero de datos que puede ser utilizado para
llevar a cabo el analisis multivariante.

Este método plantea dos ventajas:

0 Por una parte, reduce el nimero de variables, por ejemplo en una
experiencia en la que se aplique un patron de 20 pulsos el nlimero de
puntos por electrodos seria de 1000. Sin embargo para esa misma
experiencia el nimero de coeficientes seria de 100 por electrodo.

0 Por otro lado, la aproximacion polindmica de 4° grado permite el
filtrado del ruido de las sefiales de corriente.

Sin embargo, cuando la sefial de corriente correspondiente a un pulso
presenta un comportamiento especial (por ejemplo debido a la presencia de
varios procesos redox) la aproximacion mediante un polinomio de orden 4
puede no resultar adecuada o suficiente.

En la Figura 68 se muestra un ejemplo de aproximacion polindmica para una
sefal de 4 pulsos. En ella se puede apreciar como la aproximacion puede
resultar mas o menos exacta en funcién de la forma de onda del pulso.

Electrodos: RDE

800

BO0

400

200

— D_Co_25e-5_rot
il 4 6l | 190 120 140 160 — D_Co_25e-5_rot_AP

Comicnba (U}
o

-200

-400

-600

-800
Tiempo (ms)

Figura 68. Aproximacion polinémica de orden 4
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= GENERACION FICHERO DE DATOS DE VOLTAMETRIA DE PULSOS (=3
Ficheros disponibles: Ficheros seleccionados:
0014 ~
> 0.01B
ESTABLECER 0.01C
DIRECTORID DE 0024
DATOS 0.02B
<< 0.02C
0.03A b
Electrodos: Pulsos: Puntos a incluir: 1decada§
wiir v 17 S
v/Rh v/ 18
v Pt ¥ 13 Aproximacion Polindmica
v/ Au v| 20 ) -
v Ag v 21 " Mo generar fichero de coeficientes
¥ Cu v| 22 . : - .
VI v 23 @+ {Generar fichero de coeficientes:
v| 24
v E v
GENERAR
FICHERDS DE
DATOS DE CERRAR
EXPERIENCIA

Figura 69. Formulario de generacion de fichero de experiencia

Para generar el fichero de datos de experiencia (ver Figura 69) en primer lugar
el usuario debe seleccionar los ficheros de ensayo que quiere incluir en el
fichero de experiencia. A continuacion puede establecer cuales de los electrodos
y cuales de los pulsos desea incluir en el estudio seleccionandolos de las
correspondientes listas. Ademas puede configurar qué cantidad de puntos se
deben incluir en el fichero de datos (todos los puntos, 1 de cada 2, 1 de cada 3,
..., 1 de cada 10). Y, por ultimo, establece si quiere que se genere el fichero de
coeficientes de la aproximacion polindmica. Una vez configuradas todas estas
opciones el usuario confirma la operacion haciendo clic en el boton de
GENERAR FICHERO DE DATOS DE EXPERIENCIA. La aplicacion genera
los siguientes ficheros:

= Fichero de datos (*.vpt): se trata del fichero que incluye los valores
correspondientes a la evolucion temporal de la sefal de corriente en los
electrodos de trabajo. Este fichero incorpora una linea por cada fichero de
ensayo que se haya incluido en el estudio. En cada linea se almacenan los
valores correspondientes a la evolucion temporal de la corriente en cada
uno de los electrodos de trabajo seleccionados (ver Figura 70).
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Datos electrodo Ir

Ensayo 1

Datos electrodo Rh Datos electrodo Au

{[—1 .327478;-4.809521;...

:101.2778}{-2.124489;-3.186446;...;-200.37478}

T
[;-1.823245;-5.324598;...;-50.3562}

{[-1.196394;-4.243567;...;1o4.2468]{-2.337814;-3.723239;...;-204.18472} ........ E-z.o42456;-4.924625;...;-53.2278]}
Ensayo 2 ¢
L]
. Ensayo N
(-2.452348;-6.723454;...;258.2345{-4.122397;-5.273572;...;-283.19723}......... (;-4.735163;-8.245597;...;-69.2835)

Figura 70. Estructura del fichero de datos de experiencia de voltametria de pulsos

Fichero de coeficientes (*.vap): en este fichero se incluyen los

coeficientes de la aproximacion polinémica de orden 4 para cada uno de
los pulsos de cada uno de los electrodos de trabajo. El fichero dispone de
una linea por ensayo, y en cada linea hay 5 coeficientes (ay, a;, a, a3 y as)
por cada uno de los pulsos (ver Figura 71). Este fichero solo se genera si
el usuario activa la opcion correspondiente.

Datos electrodo Rh

Coeficientes
pimer pulso

Coeficientes
ultimo pulso

Ensayo 1

Datos electrodo Au

Coeficientes
pimer pulso

Coeficientes
ultimo pulso

[[-31 .462714;3.952705;“.;-0.000604}..{-16.536233;0345676;...;4}.001334)}“..A..A....

..A......[{-45.553652;9.945634;A..;-0.003459}..(-22.529423;0A565393;..A;-o.037547jﬂ

[{[-26.355673;2.567534;A..;-o.uozue}..A[-27.532655;0186578;...;4.002356\}.A..A..A....

..A......[{-67.453589;7.324565;“.;-0.001891}.“(-65.532914;&134838;..‘;-0.021537]}

/

Ensayo 2

Ensayo N

[[[-28.637836;4.678465;...;-0.002307}...[-25.728458;0.123457;...;41.002317\]............

.........[(-sz.es7839;3.5s7824;...;-0.002563}...(-41.746591 ;0.726354;...;-o.ossus]ﬂ

Figura 71. Estructura del fichero de coeficientes de aproximacion polinémica de

experiencia de voltametria de pulsos

Fichero de nombres de ensayos (*.vpn): este fichero contiene el nombre

de los ficheros correspondientes a los ensayos que se han incluido en el
fichero de datos de experiencia. Los nombres de los ficheros se
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almacenan en el mismo orden en el que se han escrito los datos de los
ensayos.

» Fichero de informacion de experiencia (*.vpi): este fichero incluye
informacion general sobre la configuracion de la experiencia como
numero de electrodos, nombre de los electrodos, ntimero de puntos
utilizados para describir la evolucion temporal de las sefiales de corriente,
numero de pulsos y duracion del tren de pulsos.

Visualizacion del fichero de experiencia

La Figura 72 muestra el formulario de visualizacion de los datos contenidos en
el fichero de experiencia. El usuario puede ver todos los datos simultaneamente
o limitar la visualizacion a los datos correspondientes a los ensayos y electrodos
seleccionados. También se pueden visualizar las graficas correspondientes a los
polinomios de aproximacion polindmica.

= REPRESENTACION GRAFICA DE LAS SENALES DE YOLTAMETRIA DE PULSOS DE UN EXPERIENCIA

Electrodos: Cu

300

200

100 4}& - }‘E l
0 | - z — B0
E 1qo 140 2o 290 200 340 agp —BS5E3
— B.5E4
— BsEs

-100 .
— B.OAP

B_SE-3_4P

e — B_5E-4_AF

B_SE-5_AP

Comiente {ud}

-300

-400

-500
Tiempo (ms)

ENSAYDS: ELECTRODO: ~MoDo
COPIAR AL
PORTAPAPELES B @ For electiodo
o252 ¢ Mistn
CARGAR B -
EXPERIENCIA | FE g
- CERRAR
v ¥ Representar aproximacion polindmica

Figura 72. Formulario de visualizacién de datos de experiencia
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4.3. Modulo de Voltametria ciclica

Este modulo permite la realizacion de ensayos de voltametria ciclica. Como se
vio en el apartado 2.4 de la Introduccion, en los ensayos de voltametria ciclica
el electrodo de trabajo es sometido a una tension triangular y se miden las
sefiales de tension y corriente. El resultado de la medida de voltametria ciclica
se refleja en un voltagrama en el que la corriente medida se representa en
funcion de la tension aplicada. La Figura 73 muestra el formulario de
voltametria ciclica.

VOLTAMETRIA CICLICA

A
él‘UU -1goa 15p0
B
5 h
£ ¢
5] -
‘:,.,--«"-"" )
‘"“‘“w«-._h r A
St 4
3
1 4
Tensidn (i)
|
) S A R S TN ST ST R s e S A R s B S N S e
TENSION: ----- CORRBIENTE: - Cursor Wisualizar
COPIAR GRAFICA Electrodo: DIFERENCIAL CORRIENTE: - & Sefial Musstreada Drigen I~ Sersih
Ir % - Modo de medida  Barida " Sefial Muestieads Filtrads = Sefislh
i) i i
Est: Corrlente (un). € 2Electindos I 12 Banido ¢ Sefial Cargada Diigen ¥
6666 T O |0t | I | B e T
Pendiente: [550  mV/s & 3Elestiodos ¥ 22 Barida " Sefial Cargada Filrada v [BeRalCargada Fitrady
e [ lmv Estabilizacidn tensidn:
. Minguna =
Punto 1= o m¥Y poeabilizacion corriente: INICIAR CARGAR VISUALIZAR CERRAD
Punto 2= [qo0 mV W ENSAYO VOLTAGRAMA | VOLTAGRAMAS

Figura 73. Formulario de voltametria ciclica
4.3.1. Ensayo de voltametria ciclica

Antes de iniciar un ensayo debe llevarse a cabo la configuracion del mismo que
consiste en los siguientes pasos:

= Configuracion de la sefial triangular que se debe aplicar: en la Figura 74
aparece la forma de onda de la sefal triangular que se genera indicando
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Tensién (V) 1° BARRIDO 2BARRIDO—— 4

ORIGEN

170

los parametros que deben ser configurados por el usuario. En ocasiones
resulta conveniente analizar el comportamiento electroquimico del
electrodo de trabajo cuando el sistema ya tiene una cierta inercia; por este
motivo la sefial generada incluye dos barridos idénticos.

PUNTO 1

PENDIENTE

Tiempo (s)

PUNTO 2

Figura 74. Seial triangular aplicada en los ensayos de voltametria ciclica

Los parametros que deben ser configurados por el usuario son:

0 Pendiente (velocidad de barrido): indica el ritmo al que se
incrementa/decrementa la sefial de tension y se expresa en mV/s. El
usuario puede establecer una velocidad de barrido que varie entre 2
mV/s'y 10000 mV/s.

0 Origen: es el valor con el que se inicia la sefial triangular y puede
tomar cualquier valor entre -2 V y +2 V, aunque normalmente su
valor es siempre 0.

0 Punto 1: es el primer valor maximo que alcanza la sefial desde el
origen. La aplicacién permite que este valor pueda tomar cualquier
valorentre -2 Vy+2 V.,

0 Punto 2: se trata del segundo valor minimo que alcanza la sefial antes
de volver al valor origen y puede ser configurado a cualquier valor
que esté en el rango [-2 V;+2 V].

Seleccion del electrodo de trabajo: cada ensayo de voltametria ciclica se

realiza sobre un solo electrodo de trabajo. Antes de iniciar el ensayo el

usuario debe seleccionar el electrodo.

Eleccion de la escala de corriente: este parametro es importante porque

una escala de corriente inadecuada podria dar lugar a la saturacion de la

sefial de corriente (si se elige una escala demasiado pequefia) o a un
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exceso de ruido en la sefial de corriente (si la escala seleccionada es
demasiado grande para el nivel de la sefial que se estd midiendo).

= Configuracion de la estabilizacion de tension y corriente del
potenciostato: cuando se detectan inestabilidades en las sefiales de tension
o de corriente, éstas pueden corregirse aplicando la estabilizacion que
corresponda. Se debe procurar siempre reducir al maximo el nivel de
estabilizacion ya que éste introduce cierta deformacion en las sefiales
medidas.

Una vez configurado el ensayo el usuario puede dar comienzo al mismo
haciendo clic en el boton de INICIAR ENSAYO. La aplicacion solicita al
usuario que introduzca el nombre del fichero en el que se van a almacenar los
resultados del ensayo. Los ficheros de ensayo de voltametria ciclica se
almacenan con la extension .vtg y su estructura es la que se muestra en la Figura
75. Cada linea de dicho fichero incluye los datos de uno de los 1000 puntos. En
primer lugar se escribe el valor de la tension en mV y a continuacion el valor de
la corriente en HA.

Tension Corriente
Datos Punto 1
(1.623047{-0.207289

0{-0.120238
.821533{1.533733

.lﬁ

—

-10.773930 0.05386}
-5.6086430.576171

()

Datos Punto 1000

|

Figura 75. Estructura del fichero de ensayo de voltametria ciclica

Seguidamente la aplicacion prepara la informacion que debe transmitir al
Equipo Electronico de Medida para que éste pueda llevar a cabo el ensayo:

= Numero de puntos: el nimero de puntos es siempre 1000. Dado que

siempre se realizan dos barridos se reservan 500 puntos para el primer
barrido y los otros 500 para el segundo.
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TpoBarrido =

172

Tiempo de muestreo: para determinar el tiempo de muestreo en primer
lugar la aplicacién calcula el tiempo que dura un barrido de la sefial
triangular TpoBarrido utilizando la expresion de la Ecuacion 50

Voricen = VPUNT01| + |VPUNT01 B VPUNT02| + |VPUNT02 —Vorigen

PENDIENTE

A partir del tiempo de barrido, el valor del tiempo de muestro Ts se
deduce facilmente aplicando la Ecuacion 51.

_ TpoBarrido
500

Ecuacion 51

T

El objetivo es obtener los valores iniciales de los registros W10 y W4
mediante los cuales el pC del Equipo Electronico de Medida implementa
el bucle de retardo que establece el tiempo de muestreo. Dado que para
las técnicas voltamétricas el IC funciona siempre a la méaxima frecuencia
de trabajo de la CPU (Fcy=16 MHz) dichos valores iniciales
(CONTADORH y CONTADORL) pueden calcularse aplicando la
Ecuacion 41 y la Ecuacion 42.

Configuracion de los relés de seleccion de la resistencia de shunt en el
circuito de medida de corriente, de seleccion del electrodo de trabajo y de
configuracion del modo de trabajo y nivel de estabilizacion del
potenciostato. Dicha informacion se obtiene, tal y como se explica en el
4.2.2 de este capitulo, a partir de la Tabla 15 (seleccion resistencia de
shunt), de la Tabla 14 (seleccion del electrodo de trabajo), de la Tabla 10
(modo de trabajo del potenciostato) y de la Tabla 11 y de la Tabla 13
(nivel de estabilizacion del potenciostato).

Valores digitales correspondientes a la evolucion temporal de la sefial
triangular. El calculo se lleva a cabo para el primer barrido y la aplicacion
envia dos veces los mismos valores. Cada barrido se puede dividir en tres
tramos: el primer tramo va desde el origen hasta el punto 1, el segundo
tramo del punto 1 al punto 2 y el tercer tramo del punto 2 al origen de
nuevo. El primer paso es establecer cuantos puntos debe haber en cada
uno de los tramos NT1, NT2 y NT3. Para que los 500 puntos se repartan
de forma homogénea a lo largo del tiempo de barrido los valores de NT1,

Ecuacion

50
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NT2 y NT3 se calculan mediante las expresiones de la Ecuacion 52, la
Ecuacién 53 y Ecuacion 54.

Voricen ~ VPUNT01| (500

NT1 = round PENDIENTE
TpoBarrido

Ecuacion 52

Veunror = VPUNT02| (500

NT?2 = round PENDIENTE
TpoBarrido

Ecuacion 53

VPUNTOZ - VORIGEN (300

NT1 = round PENDIENTE
TpoBarrido

Ecuacion 54

A continuacion la aplicacion calcula para cada tramo los valores de la
amplitud de la sefal V(i) aplicando las expresiones de la Ecuacion 55
(primer tramo), la Ecuacion 56 (segundo tramo) y la Ecuacion 57 (tercer

tramo).
V(i) =V +- [(VPUNT;\;T_IVOR’GEN) i=0..NT1-1 Ecuacion 55
Vo) = Voo, + [(VPUNT;’VZT;VPUNTOI) i=NT1..NT2-1  Ecuacion 56
Vo) =V s+ [(VOR'G’?V’ T_3VPUNT02) i=NT2..NT3-1  Ecuacion 57

Por ultimo aplicando la ecuaciéon de calibracion del convertidor D/A
(Ecuacion 35) a los valores de V(i) la aplicacion obtiene los valores
digitales que deben escribirse a la entrada de convertidor D/A para que la
sefial triangular aplicada al electrodo de trabajo se corresponda
exactamente con la establecida por el usuario.

Una vez recogida toda esta informacion, la aplicacion la transmite al Equipo
Electronico de Medida (con el formato descrito en la Figura 53), el cual aplica
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la sefial triangular al electrodo de trabajo seleccionado y mide las sefiales de
tension y corriente en dicho electrodo. Cuando el ensayo concluye el Equipo
Electronico de Medida transmite al PC una trama de respuesta (ver Figura 55)
en la que se incluyen los valores digitales capturados de los convertidores A/D
de tension y corriente. Aplicando a los datos de tension recibidos la ecuacion de
la recta de calibracion del proceso de conversion A/D para la sefial de tension
(Ecuacion 36), la aplicacion obtiene los valores de la evolucion temporal de la
amplitud de la sefial de tension en el electrodo de trabajo. Los datos de las
muestras de corriente son igualmente procesados mediante la ecuacion de la
recta de calibracion para el proceso de conversion A/D de corriente (Ecuacion
37); y a continuacion los valores resultantes son divididos por la resistencia de
shunt correspondiente a la escala de corriente seleccionada. De esta forma se
obtienen los valores de la evolucion temporal de la sefal de corriente en el
electrodo de trabajo. Todos estos valores son almacenados en el fichero de datos
de voltametria ciclica y reflejados en un voltagrama en el que el valor de la
corriente que circula por electrodo de trabajo se representa en funcion de la
tension aplicada al mismo.

4.3.2. Visualizacion de los datos de voltametria ciclica

Los datos de voltametria ciclica se visualizan en forma de voltagrama. Los
voltagramas permiten extraer determinadas conclusiones sobre el ensayo
realizado como por ejemplo la tension de oxidacion o reduccion de un
compuesto. Para poder extraer dichas conclusiones se debe cumplir que la
grafica del voltagrama sea lo mas nitida posible con el fin de permitir la
identificacion exacta de las tensiones en las que se producen los fendémenos
electroquimicos de interés. En ocasiones las sefiales tanto de tension como de
corriente son medidas con cierto nivel de ruido lo que dificulta la determinacién
de estas tensiones caracteristicas. Por ello, la aplicacion incorpora un sistema de
filtrado que permite eliminar el ruido de dichas sefiales, sin alterar su
comportamiento a bajas frecuencias que en definitiva es el que aporta la
informacion relevante.

Para el disefio del filtro se recurrid al Toolbox Filter Design de Matlab tal y
como se muestra en la Figura 76. Las caracteristicas del filtro disefiado son:
= Tipo de filtro: Filtro FIR pasa-bajo.
= Orden del filtro: 29
= Especificaciones en frecuencia: dado que la frecuencia de las sefales de
tension y corriente dependen de la configuracion de la sefial triangular
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(tensiones de origen, del punto 1 y del punto 2 y velocidad de barrido) el
filtro no podia disefiarse para una frecuencia de corte en concreto. Se
disefio el filtro de forma que todas las frecuencias ubicadas mas alla de la
banda correspondiente al primer quinto del espectro de la sefial fueran
atenuadas 80dB. En cuanto al comportamiento de la ganancia del filtro en
la banda pasante es el que aparece en la Figura 76.

Con este filtro se consigue eliminar las componentes de alta frecuencia de las
sefales (que corresponden al ruido) manteniendo intactas las de baja frecuencia
(que contienen la informacion relevante para el estudio del voltagrama).

) Filter Design & Analysis Tool - [...:\Tesis\Documento de tesis\Varios\Filtro\Filtro.fda]
File Edit Analysis Targets View Window Help
hedal 220X DR MR LM B W

— Currert Fitter Infornstion — hlagnitude Response (dE)

Structure:  Direct-Form FIR —_
Oreler: 28 g
Stable: Yes 2
Source: Dresigned %
=3
o
=
. Normalized Frequency (=R radizample]
Fitter Manager ...
— Responsze Type — Fitter Crrcler — Freguency Specifications — _ Magnitude Specifications
@ |Lowpass ’:j ) Specity arder: | Units: |Mormalized (0101) ’j Urits: | .:J
() Highpass oo |
(%) Minimurm order : kY [
() Bandpazs Apass: !1_
() Bandstop __ Optiohs: wpass: |0 1 o o —
. - - ap;
) |Differentiator - Densit: g i
o ’_j ensity Factor. |16 ety
I'@ | Design Method
=l O [Butterworth |
o ki s o |
& FR .Equwripp\e =]
= Eaurope |

IILoaci\ng segsion file ... done.

Figura 76. Diseiio del filtro para la visualizacion de los voltagramas de voltametria
ciclica

Una vez disefiado el filtro, Matlab genera los 30 coeficientes by, by, ..., by

correspondientes al filtro de orden 29 a partir de los cuales se puede aplicar el
algoritmo de filtrado a las sefiales de tension y corriente. Si consideramos que
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x(i) son los valores de la evolucion temporal de la sefial que se quieren filtrar e
y(i) son los valores de la evolucion temporal de la sefal filtrada el algoritmo de
filtrado viene dado por la Ecuacién 58.

29
— o - Ecuacion
y(n)—lzzo:b[ B(n—i) n=0..999 .

En principio, tal y como esta planteado este algoritmo, para el calculo del valor
filtrado correspondiente a una determinada muestra se requieren los 29 valores
anteriores de la muestra. Ello supone que para el calculo del valor filtrado de las
primeras 29 muestras faltarian datos. Dado que la sefial triangular aplicada parte
del origen y vuelve al origen en el algoritmo del filtro disefiado se incluy6é un
mecanismo por el cual las muestras que faltan en la parte inicial de las sefiales
se toman de la parte final. En la Figura 77 se muestra el voltagrama
correspondiente a la sefial muestreada original (color naranja) superpuesto con
el voltagrama de la sefal filtrada (color rojo). Como puede apreciarse el nivel de
ruido en la sefal filtrada es practicamente nulo y la tendencia de ambos
voltagramas es muy parecida lo que prueba la eficacia del filtro disefiado.

Y S i T R ;; |
F £
;r ¥ ¥
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1 i
!. e s ‘)!'f ‘v“,'.(t"'r
=
. ’J
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3 P F A e~ 74
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1

Tensidn (myv)

Figura 77. Aplicacion del filtro a una sefial de voltametria ciclica

Una vez visualizado el voltagrama con nitidez se puede proceder a la tarea de
identificar los valores tension a los que se producen determinados fenomenos de
interés. Por ejemplo, cuando se detecta un pico de corriente en un voltagrama
puede resultar interesante conocer con exactitud el wvalor de tension
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correspondiente. Para ello, es necesario detectar de forma precisa el punto en el
que la corriente alcanza su maximo. Para facilitar esta tarea se ha implementado
una herramienta consiste en un cursor que recorre los 1000 puntos del
voltagrama. Para cada punto en el que se sitia el cursor la aplicacion muestra
los valores de la tension y la corriente en dicho punto y el valor diferencial de
corriente dI. Dicho valor se define en la Ecuacion 59, donde I(n) es el valor de
la corriente en el punto n. El valor de dI solo esta definido para los valores de n
de 0 a 998. Cuando n es igual 999 se toma el valor de dI obtenido para n igual a
998.

dI(i) = I(n+1)—1(n) n=0..998 Ecuacion
I(n) 59

El valor de dI indica si la corriente en el voltagrama esta creciendo (dI positivo)

o decreciendo (dI negativo). Teéricamente cuando dI es igual a cero se alcanza

un maximo o un minimo. El valor de dI se visualiza en azul cuando es positivo

y en rojo cuando es negativo. De esta forma si recorremos el voltagrama con el

cursor el usuario podra identificar los puntos de maximo y minimo de la

corriente simplemente detectando cuando el valor de dI cambia de color.

Los datos de voltametria ciclica se pueden visualizar en dos formularios:

» Formulario de voltametria ciclica (ver Figura 73): en este formulario se
visualizan las sefales recogidas en el tltimo ensayo realizado y ademas
se permite la visualizacion de un voltagrama almacenado previamente
(con objeto de poder comparar). En total se pueden visualizar 4 sefiales:

0 La sefial muestreada origen: se trata de la sefial correspondiente al
ultimo ensayo sin filtrar.

0 La sefial muestreada filtrada: se trata de la sefial correspondiente al
ultimo ensayo después de aplicarle el filtro.

0 La sefal cargada origen: se trata de la sefial que ha sido cargada y se
muestra sin filtrar.

0 La senal cargada filtrada: se trata de la sefial que ha sido cargada y se
muestra en este caso filtrada.

El usuario puede seleccionar cuales de las 4 sefiales desea que se

muestren en la grafica, y sobre cudl de las sefales desea aplicar el cursor

para realizar las medidas correspondientes.
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En los ensayos de voltametria la aplicacion realiza dos barridos. Sin
embargo, no siempre interesa visualizar simultaneamente ambos barridos.
La aplicacion permite la visualizacion tanto conjunta como

individualizada de los barridos.

» Formulario de visualizacion de voltagramas de voltametria ciclica (ver
Figura 78): en este formulario se pueden visualizar hasta 10 sefales
simultaneamente. Las sefiales pueden visualizarse tanto filtradas como sin
filtrar y el usuario puede elegir a cual de ellas desea aplicar el cursor.

También se puede establecer cual de los barridos se desea mostrar.

= REPRESENTACION GRAFICA DE VOLTAGRAMAS

o + Ascérbico_AdF
k" + Ascérkica_AuF
5 4 Ascdrbico_F
E + mschrbico_NF
= +  Ascérbico_PIF
8 Ascérkicn_RhF
+ Ascérbico_CuF
¥ CURSOR
a0 200 40 600 800
i
.................................................................... i R
TENSION; -248.49463 CORRIENTE: -29.89013 - Cursor Wisualizar
COPIAR GRAFICA DIFERENCIAL CORRIENTE: 0.38545 € Sefial Cargada Drigen I~ Sefial Cargada Origen
& Sefal Cargada Fitrada ¥ Sefial Cargada Filtrads
AGREGAR DATOS | [&:obico_Co oo ta
DE DTROS Azcirbico_su Barrido
DIRECTORIOS 3> | |Ascérico_lr
= Azcorbico_Mi I~ 1% Banido
ESTABLECER v 22 Banido
DIRECTORIO DE << CERRAR

Figura 78. Formulario de visualizacion de voltagramas de voltametria ciclica

4.4. Modulo de Espectroscopia de Impedancias

En este modulo se procesan los ensayos de espectroscopia de impedancias (ver
Figura 79). Se pueden realizar ensayos manuales (medida del modulo y la fase
de la impedancia para una sola frecuencia) o andlisis espectrales (medida del
modulo y la fase de la impedancia para un rango de frecuencias preestablecido).
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En el caso de los andlisis espectrales los datos son almacenados para su
posterior estudio estadistico.

ESPECTROSCOP[A DE IMPEDANCIAS

Frec: 34973,57 Hz / Escala I: 1282,05 uA / Amplitud: 70 mV / Modo: X electrodos / Estab. V: Media / Estab. I: Media

&0o

E00

4
N4 \

t t t t — Tensian
/ 5 10 15 \< 25 30 == Corriente
-200

-400

Corricrte uA )
o

-600 o

-500
Tiempo (us)

Escal itud: i : Modo d did m = A=
scala Amplitud Escala corriente (uA) odo de medida Estabilizacién tensidn:

~ .
ey 70 my 1282,05 - {+ 2Electrados Media -

&+ Carignte

q q Fec] " 3 Electrodos

Frecuencias: Ciclos preliminares: Estabilizacién corriente:
COPIAR AL 3497357 RdlaG 100  ciclos Media -
PORTAPAPELES | Modulo (3497357} 0.101,23
Fase (3497357  4.29 AMNALISIS ENSAYOD VISUALIZAR CERBAR
ESPECTRAL MANUAL GRAFICAS
GENERACION PROMEDIADO CLk: 0/ 0/ 57/ Frec. Real: 35087.7192982456
FICHERO DATOS REPETICIONES

Figura 79. Formulario de espectroscopia de impedancias

4.4.1. Configuracion de los ensayos
Antes del inicio de los ensayos el usuario debe llevar a cabo la configuracion de

los mismos. Para ello se deben establecer los siguientes parametros de
funcionamiento del sistema:
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= Seleccion de la amplitud de la sefial senoidal que se aplicara al electrodo
de trabajo.

= Seleccion de la frecuencia del ensayo: esta opcion esta solo disponible en
los ensayos manuales; para los analisis espectrales la aplicacion recorre
de forma automatica el rango de frecuencias establecido.

= Escala de corriente: en el caso de los ensayos manuales el usuario
selecciona la escala de corriente antes de iniciar el ensayo mientras que
en el caso de los analisis espectrales es la aplicacion la que, para cada
frecuencia, establece la escala de corriente dptima.

= Numero de ciclos preliminares: con el objeto de que el sistema haya
alcanzado el estado estacionario en el momento de hacer la medida se
pueden aplicar una serie de ciclos preliminares antes de empezar a
muestrear las sefiales de tension y corriente.

= Modo de trabajo del electrodo (2 o 3 electrodos).

= Estabilizacion del potenciostato en tension: mediante esta opcion el
usuario establece si se quiere habilitar el condensador de compensacion
del circuito de control de tension del potenciostato (ver 2.6.1 de este
capitulo), y en caso afirmativo establece cual debe ser el valor de dicho
condensador (estabilizacion débil 22 pF, estabilizacion media 220 pF y
estabilizacion fuerte 1 nF)

= Estabilizacion del potenciostato en corriente: en este caso el usuario
establece si quiere habilitar el condensador de compensacion del circuito
de medida de corriente del potenciostato (ver 2.6.2 de este capitulo),
fijando cual debe ser el valor dicho condensador (estabilizacion débil 22
pF, estabilizacion media 220 pF y estabilizacion fuerte 1 nF).

4.4.2. Ensayo Manual

Una vez configurado, el ensayo puede iniciarse. En el caso del ensayo manual
se genera una sefal senoidal con la amplitud y frecuencia configuradas, se
aplica dicha sefial al electrodo de trabajo y se leen los valores correspondientes
a la evolucion temporal de las sefiales de tension y corriente en él. Dichas
sefnales son mostradas en la grafica de formulario. Ademas se calcula el modulo
y la fase de la impedancia y se muestran los valores obtenidos. No se almacena
ningtin dato; este tipo de ensayos normalmente sirven para depurar algin
problema o para comprobar que el funcionamiento del sistema es correcto antes
de llevar a cabo un anélisis espectral.
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Antes de iniciar el ensayo la aplicacion prepara los datos que deben enviarse al
Equipo Electronico de Medida para que éste lleve a cabo la generacion y el
muestreo de las sefiales. Basicamente estos datos son:

El nimero de puntos que se van a utilizar para describir la sefial senoidal.
Este parametro, junto con el tiempo de muestreo de la sefial, se calcula a
partir de la frecuencia de la sefial senoidal. Para el célculo de estos dos
parametros hay que tener en cuenta que el intervalo minimo de tiempo
que el puC puede temporizar es de 0,5 us. El valor maximo de numero de
puntos es 1000. Cuanto mayor sea dicho valor mayor serd la resolucion
con la que se generara la sefial. Sin embargo, dado que el intervalo
minimo de tiempo que el puC puede temporizar es de 0,5 us, para
frecuencias superiores a 2 kHz no se pueden mantener los 1000 puntos.
En la Tabla 18 se muestran los valores del ntimero de puntos y del
periodo de muestreo para algunas frecuencias de la sefial senoidal.

FRECUENCIA PERIODO DE MUESTREO

SENAL SENOIDAL (Hz) | NUMERO DE PUNTOS (us)
1 1000 1000
10 1000 100
100 1000 10
1000 1000 1
10000 200 0,5
200000 10 0,5

Tabla 18. Valores del niimero de puntos y periodo de muestreo de la seiial senoidal

El periodo de muestreo de la sefial senoidal: una vez obtenido el valor del
periodo de muestreo la aplicacion debe calcular los datos que necesita el
uC para poder implementar el retardo correspondiente. Esos datos, tal y
como se explicod en el apartado 3.6 de este capitulo, son la duracién del
ciclo de instruccion y el nimero de veces que el uC debe repetir el bucle
de retardo. Dado que cada iteracion del bucle de retardo requiere 8 ciclos
de la sefial de reloj, la relacidon entre el tiempo de muestreo de la seial
senoidal (Ts), la duracion del ciclo de instruccion (Tey) y el contador de
repeticion del bucle (CONTADOR) viene dado por la Ecuacion 60.

_ 8ICONTADOR _
T, = 7 Ecuacién 60
cy
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En primer lugar la aplicacion fija la frecuencia de trabajo de CPU en base
a los criterios que aparecen en la Tabla 19. Para temporizaciones cortas la
CPU trabaja a la maxima frecuencia, mientras que conforme aumenta el
tiempo de muestreo la frecuencia de trabajo disminuye.

TIEMPO DE DURACION DE UN CICLO DE
MUESTREO (Ts) INSTRUCCION (Tcy)
0,5us<Ts<1us 62,5 ns

Tus<Ts<2us 125 ns
2us<Ts<4us 250 ns
4us<Ts<8us 500 ns
8us<Ts< 16 us 1us
16 us < Ts <32 us 2us
32us < Ts <64 us 4 us
64 us<Ts<128 ms 8 us

Tabla 19. Configuracién de la duracion del ciclo de instruccion en funcion del
tiempo de muestreo

Una vez establecida la duracion del ciclo de instruccion se calcula el
valor del contador aplicando la Ecuacion 60. Por otro lado, para reducir el
nivel de ruido la frecuencia de la sefial de reloj REFO generada por el uC
para los convertidores A/D y D/A se adecua al valor de la duracion del
ciclo de instruccion segun se establece en la Tabla 16.

= Configuracion de los relés de seleccion de resistencia de shunt, de
seleccion del electrodo de trabajo y de configuracion del modo de trabajo
y del nivel de estabilizacion del potenciostato. Al igual que ocurre con las
técnicas voltamétricas la aplicacion debe establecer cuadl debe ser el
estado de estos relés. Para determinar el estado de los relés que
seleccionan la resistencia de shunt del circuito de medida se recurre la
informacion de la Tabla 15. A partir de la informacion de la Tabla 14 se
establece la configuracién de los relés que seleccionan el electrodo de
trabajo. Por ultimo, de la Tabla 10, de la Tabla 11 y de la Tabla 13 se
obtiene la configuracion de los relés que determina el modo de trabajo y
el nivel de estabilizacion del potenciostato.

= Los datos de la evolucion temporal de la sefial senoidal que debe
aplicarse al electrodo. La sefial senoidal se describe mediante una serie de
valores numéricos que corresponden a las amplitudes de dicha sefal en
los instantes marcados por el tiempo de muestreo. Estos valores de
tension se pueden calcular mediante la formula de la Ecuacion 61.
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20nli
Viil=V Bin(——— Ecuacion 61
[ ] AMPL (NPunZOS)
Donde:
V[i]: valor correspondiente a la amplitud de la tension para el
punto i.

VampL: amplitud de la sefial senoidal que viene fijada por el usuario
en la configuracion del ensayo.

NPuntos: nimero de puntos que se van a utilizar para describir la
sefal.

A partir de los valores de tension para cada uno de los puntos se calcula
el valor digital que se le pasard al DAC para que éste genere la sefial
analogica correspondiente. Para ello se debe aplicar a los valores de
tension la formula de la Ecuacion 35 correspondiente a la calibracion del
proceso de conversion D/A.

Una vez recopilada toda esta informacion, la aplicacion prepara y transmite la
trama que debe enviar al Equipo Electronico de Medida para que éste lleve a
cabo el ensayo de espectroscopia de impedancia. El formato de la trama
transmitida por el PC es el que aparece en la Figura 52. A continuacién el
Equipo Electronico de Medida aplica la sefial senoidal al electrodo de trabajo y
muestrea las sefales de tension y corriente. Los datos leidos de los
convertidores A/D de tension y corriente son transmitidos al PC dentro de la
trama de respuesta (ver Figura 55). Una vez recibida la trama en el PC, la
aplicacion procesa los datos correspondientes a la sefial de tension mediante la
ecuacion de la recta de calibracion del proceso de calibracion A/D de tension
(Ecuacion 36). En cuanto a los datos correspondientes a la sefial de corriente,
tras aplicarles la ecuacion de la recta de calibracion del proceso de conversion
A/D de corriente (Ecuacion 37), la aplicacion divide los valores resultantes por
la resistencia de shunt correspondiente a la escala de corriente seleccionada. De
esta forma se obtienen los valores de la evolucion temporal de las senales de
tension y corriente en el electrodo de trabajo seleccionado. Dichos valores son
visualizados en la grafica del formulario y a continuacion utilizados para
calcular el médulo y la fase de la impedancia de la muestra.

Para calcular la impedancia es necesario obtener la amplitud y el desfase de las
sefiales de tension y corriente. Para ello se aplica un algoritmo de transformada
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discreta de Fourier DFT (Discret Fourier Transform) a los valores de la
evolucion temporal de ambas sefiales. El algoritmo DFT permite obtener las
componentes frecuenciales X(k) de una sefial a partir de las N muestras x(n)
correspondientes a la evolucidon temporal de dicha sefal [143], tal y como se
indica en la Ecuacion 62.

_ 20

X (k)= NZ‘i NOIIER

Ecuacion 62

Dado que los sistemas medidos son lineales la inica componente frecuencial
que interesa para el calculo de la impedancia es la componente fundamental (la
primera componente frecuencial, &=1), cuya expresion se detalla en la Ecuacion
63.

Ecuacion 63

2 07lh 2@@)}

X(l)zg{x(n)ﬂzos( )+ B Bin

A partir de esta expresion se pueden deducir los valores de la parte real
Xgrear(1) y de la parte imaginaria Xjvacg(1) que se muestran en la Ecuacion 64 y
en la Ecuacion 65 respectivamente.

N-1 2

X pear () =D x(n) os( E]’vﬂl) Ecuacion 64
n=0
“ 2

X () =D x(n) Bin( E;Vﬂ’) Ecuacion 65
n=0

Tal y como se indica en la Ecuacion 66 la componente fundamental puede
expresarse en términos de parte real e imaginaria o magnitud (Xyag(1)) y fase

(Xo(1)).

X=X, D+ XD =X,,.DOX, (1) Ecuacion 66

Los valores de la magnitud y la fase se derivan de los valores de la parte real e
imaginaria mediante la Ecuacion 67 y la Ecuacion 68 respectivamente:
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XD = \/X;EAL (D + X6 (1) Ecuacion 67
X 1

Xo() =arctg Ko ) Ecuacion 68
Xrear (D)

El valor de la magnitud de la componente fundamental no se corresponde
exactamente con su amplitud [1]. Cuando la sefial discreta x(n) es real la
relacion entre ambas viene reflejada en la Ecuacion 69.

Xy (D)
N/2

Ecuacion 69

XAMPL (1) =

Para obtener los valores de la parte real y la parte imaginaria de la componente
fundamental de las sefiales de tension y corriente en el electrodo de trabajo
basta con aplicar la Ecuacion 64 y Ecuacion 65 a los valores de la evolucion
temporal de dichas sefiales. A continuacion la aplicacion utiliza la Ecuacion 67,
la Ecuacién 68 y la Ecuacion 69 para obtener los valores de la amplitud y la fase
de la tension aplicada (Vampr(1) ¥ Vo(1)) y de la corriente medida (IampL(1) y
Io(1)). A partir de estos valores y aplicando la Ecuacion 70 y la Ecuacion 71 se
obtiene el valor del médulo (|Z]) y la fase (¢z) de la impedancia de la muestra.
Una vez calculados, dichos valores son visualizados en el formulario.

V 1
|Z | = AMPL( ) Ecuacion 70
1 ypp (D)
¢, =Ve()—1,(1) Ecuacién 71

4.4.3. Ensayo Automdtico

El ensayo automatico consiste en realizar de forma automatizada un ensayo
individual para cada una de las frecuencias configuradas. La aplicacion recorre
la lista de frecuencias empezando por la de mayor frecuencia y para cada una de
ellas lleva a cabo un ensayo similar al ensayo manual.

Dado que la impedancia medida para cada una de las frecuencias no va a ser la
misma (normalmente cuanto mayor es la frecuencia menor es el moédulo de la
impedancia), es posible que la escala de corriente 6ptima para hacer la medida
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tampoco deba ser la misma (escalas de corriente grandes para altas frecuencias
y pequeias para bajas frecuencias). Para optimizar la medida en cada frecuencia
se ha implementado un algoritmo de seleccion automatica de escala de
corriente. En principio el ensayo automatico siempre se inicia en la escala de
corriente mas alta, cuando se recibe la primera lectura de la sefial de corriente la
aplicacion calcula el modulo de la sefial de corriente (que se corresponde con el
valor maximo de la senoide). A partir de ese valor se establece cual es la escala
de corriente mas adecuada para realizar la medida y se repite el ensayo con la
nueva escala de corriente. Una vez realizado el ensayo para la primera
frecuencia se pasa a la siguiente manteniendo la misma escala de corriente. Con
los datos del nuevo ensayo se vuelve a calcular el modulo de la sefial de
corriente. Si dicho valor sobrepasa el 95 % del valor de la escala de corriente
significa que la medida de corriente o bien esta saturada o bien estd muy
proxima a la saturacion. Para evitarlo se pasa a la escala de corriente superior y
se repite el ensayo. Si por el contrario el médulo de la corriente esta por debajo
del 65 % del valor de la escala de corriente significa que la escala de corriente
seleccionada es demasiado grande para la medida realizada lo que puede
aumentar el nivel de ruido en la sefial de corriente. Para reducir el nivel de ruido
se pasa a la escala de corriente inferior y se repite el ensayo.

4.4.4. Visualizacion de espectros de impedancia

La aplicacion dispone de un formulario en el que se pueden visualizar los
espectros de impedancia de los diferentes ensayos (ver Figura 80). En primer
lugar, el usuario selecciona de la lista de ensayos disponibles aquellos que
quiere visualizar. Se pueden visualizar hasta un maximo de 20 espectros
simultaneamente. La aplicacion muestra una grafica del modulo o de la fase de
la impedancia en funcién de la frecuencia. Inicialmente la escala de frecuencia
es logaritmica, aunque el usuario puede pasar a escala lineal seleccionando la
opcion correspondiente. La aplicacion dispone de un sistema de zoom que
permite limitar la visualizacion a un rango de frecuencia determinado.
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= REPRESENTACION GRAFICA DE LOS DIAGRAMA DE BODE DE ESPEC TROSCOPIA DE IMPEDANCIAS
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Figura 80. Formulario de visualizacion de los espectros de impedancias
4.4.5. Promediado de ensayos

Al igual que ocurre en voltametria de pulsos, por lo general, se suelen realizar
varias repeticiones de los ensayos de espectroscopia de impedancias sobre una
misma muestra con el fin de garantizar la fiabilidad de la medida. A
continuacion se seleccionan aquellas repeticiones que presentan un nivel de
dispersion aceptable y se realiza el promedio de las mismas.

El formulario de promediado de ensayos de espectroscopia de impedancia
permite al usuario evaluar cual es el grado de dispersion que hay entre una serie
de espectros de impedancia correspondientes a repeticiones de medidas sobre
una misma muestra. De esta forma el usuario puede descartar aquellas
repeticiones que presenten desviaciones excesivas con respecto a las demas
antes de llevar a cabo el promediado de las medidas. Para ello se utiliza el
método analitico descrito en el apartado Evaluacion algebraica de la dispersion
de las sefniales del punto 4.2.3 de este capitulo. Aplicando la expresion de la
Ecuacion 43 se calcula la Dispersion Media con respecto a la Mediana (DMM)
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de cada una de las senales. Los datos de las DMM se muestran en pantalla de
forma que el usuario pueda marcar solo aquellos ensayos que presenten un valor
de DMM bajo y, por tanto, un grado de desviacién con respecto al resto
aceptable. El margen de dispersion admisible dependera de cada experimento y
deberan llevarse a cabo una serie de ensayos previos para determinarlo. A
continuacion el usuario debe hacer clic en el boton de PROMEDIAR
REPETICIONES para que la aplicacion realice el promediado de las
repeticiones que hayan sido marcadas y almacene los valores resultantes en un
fichero que tendra la misma estructura que los ficheros de ensayo.

4.4.6. Generacion de ficheros de experiencia

Para poder llevar a cabo el estudio estadistico de los datos de una experiencia de
espectroscopia de impedancias de una forma comoda y sencilla es conveniente
agrupar las medidas recogidas en un solo fichero. El formulario de generacion
de ficheros de experiencia de espectroscopia de impedancias permite la creacion
de un fichero de datos de experiencia para su posterior tratamiento mediante las
herramientas de analisis multivariante. El usuario debe en primer lugar
seleccionar los ficheros de ensayo que quiere incluir en el fichero de
experiencia. La aplicacion permite elegir el tipo de datos que se van a incluir.
Por un lado, se pueden seleccionar aquellas frecuencias cuyos valores de
impedancia se van a incluir en el fichero. También se puede elegir si se desea
introducir los datos de modulo, de fase o de ambos. Por altimo, el usuario hace
clic en el boton de GENERAR FICHERO DE EXPERIENCIA y la aplicacion
genera tres ficheros con la informacion de la experiencia:

» Fichero de datos (*.eit): es un fichero que contiene los datos de todos los
ensayos incluidos en la experiencia. Su estructura se compone de una
linea por cada ensayo; y en cada linea se almacenan los datos de las
medidas del médulo y/o la fase para todas las frecuencias seleccionadas.
(en primer lugar se guardar los valores del moédulo y a continuaciéon los
de la fase).

* Fichero de nombres de ensayo (*.ein): en este fichero se escriben los
nombres de los ficheros de ensayo que se han incluido en la experiencia.
Los nombres se almacenan en el mismo orden en el que se guardan los
datos en el fichero de datos.

= Fichero de informacion de experiencia (*.eii): es un fichero en el que se
almacenan los valores de las frecuencias a las que se han realizado los
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ensayos de la experiencia asi como la escala de corriente en la que se ha
medido cada una de esas frecuencias.

5. Electrodos

En la presente tesis se han utilizado dos tipos de configuraciones para los
electrodos: una configuracion en formato de lengua electronica ET (Electronic
Tongue) en la que electrodos de trabajo de distinta naturaleza se agrupan en un
mismo encapsulado y otra configuracion en RDE (Rotating Disk Electrodo) en
la que un unico material se encastra en una estructura para que pueda ser
acoplado al rotor de un sistema giratorio. La primera configuracion se utiliz6 en
las experiencias de antioxidantes y pescado y en la primera parte de las
experiencias con glifosato. En cuanto a la configuracion RDE se utilizo en la
segunda parte de la experiencia con glifosato a fin de mejorar la resolucion de la
medida

5.1. Lengua electronica (ET)

El disefio de la lengua electronica (ET) se basa en un disefio anterior creado por
Winquist [20] que consiste en integrar electrodos de trabajo de 4 metales
diferentes en una estructura cilindrica hueca de acero inoxidable tal y como se
muestra en la Figura 81.

Los electrodos de trabajo son hilos de distintos materiales metalicos de 1,5 cm
de longitud. Los 4 hilos metalicos se encapsulan en la estructura cilindrica
mediante un epoxi. El cilindro de acero inoxidable hace las funciones de
contraelectrodo.

El proceso de fabricacion de la lengua electronica viene descrito en la Figura
82. Consta de las siguientes fases:

» En primer lugar los hilos de metal que se van a utilizar como electrodos

de trabajo se sueldan a unos cables multifilares y la conexion se refuerza
y aisla mediante un trozo de tubo retractil (Figura 82-a). Si el material del
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Contraelectrodo

190

electrodo de trabajo no permite la soldadura, el contacto eléctrico se
consigue mediante la presion mecanica que ejerce el tubo retractil.

A continuacion los electrodos de trabajo se insertan en un pieza circular
de plastico cuyo diametro coincide con el diametro interior del tubo de
acero inoxidable (Figura 82-b).

Conector

x Electrodos de trabajo

Epoxi

Figura 81. Lengua Electrénica

Seguidamente el conjunto de la pieza de plastico con los electrodos de
trabajo se introduce en el cilindro de forma que los electrodos de trabajo
sobresalgan ligeramente por uno de los extremos del cilindro (Figura 82-
c).

Se prepara el epoxi (referencia RS 199-1468) mezclando la resina con el
endurecedor. Se introduce epoxi por el otro extremo del cilindro hasta
que las conexiones entre los cables y los electrodos de trabajo queden
cubiertas (Figura 82-d). Se deja secar durante 24 horas.

Se prepara de nuevo epoxi y se introduce por el extremo del cilindro por
el que sobresalen los electrodos de trabajo hasta cubrirlos completamente
(Figura 82-¢). Se deja secar durante 24 horas.
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Los cables conectados a los electrodos de trabajo se sueldan al conector
modelo DIN de 6 polos (referencia JR2712 de MULTICOMP), tal y
como se indica en la Figura 82-e. A continuacion el conector se embute
en el extremo del cilindro que ha quedado hueco utilizando un epoxi
conductivo de plata (referencia 186-3616 de RS). Se deja secar durante
24 horas.

Por ultimo, se lija la lengua electronica por el extremo por el que
sobresalen los electrodos de trabajo. En primer lugar se utiliza una lima
para metal para eliminar la capa de epoxi sobrante. A continuacion se lija
la superficie con un papel de lija de textura gruesa (referencia 011K de
3M) primero y después con papel de lija de textura fina (referencia 213Q
de 3M). Por ultimo, la lengua electronica se pule primero con alimina
gruesa (aluminio 6xido 90 estandardizado referencia 1.01097.1000 de
Merck) y a continuacion con alimina fina (referencia: 319767-25¢g de
Aldrich) para obtener una superficie homogénea de los electrodos de
trabajo.

Figura 82. Proceso de fabricacion de la lengua electronica

Para las experiencias realizadas se construyeron dos tipos de lenguas. Para la
implementacion de los electrodos de trabajo se eligieron materiales con
comportamientos diferentes que pudiesen dar lugar a respuestas electroquimicas
variadas.

En la primera se incluyeron 4 metales nobles:

Ir: Iridio 99,9 % (referencia IR005140 de GoodFellow)
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= Rh: Rodio 99,9 % (referencia RH005130 de GoodFellow)
= Pt: Platino 99,99+ % (referencia PT005155 de GoodFellow)
= Au: Oro 99,999 % (referencia AU005172 de GoodFellow)

En la segunda se incorporaron 4 metales no nobles:
= Ag: Plata 99,99 % (referencia AG005160 de GoodFellow)
= Co: Cobalto 99,99+ % (referencia CO005120 de GoodFellow)
= Cobre: 99,98+ % (referencia CU005293 de GoodFellow)
= Ni: Niquel 99,98 % (referencia NI005171 de GoodFellow)

En todos los casos el diametro de los hilos fue de 1mm.

El contraelectrodo estad constituido por la estructura cilindrica de acero
inoxidable de la ET. Las dimensiones del cilindro son: longitud 10 cm, diametro
interno de 16 mm y didmetro exterior de 18 mm. El grado del acero inoxidable
utilizado es 316L.

Como electrodo de referencia se utiliza un electrodo de calomelanos (referencia
XR110 de Radiometer Analytical).

5.2. Electrodo rotatorio (RDE)

Cuando se desea aumentar la resolucion de la medida de voltametria se recurre
a los electrodos RDE que permiten maximizar la respuesta en corriente. Dichos
electrodos tienen la capacidad de girar mientras se lleva a cabo el ensayo lo que
permite:

= Desalojar los productos de las reacciones.

= Reducir los fenomenos de fisisorcion.

= Aumentar el flujo de materia hacia el electrodo potenciando la difusion.

= Eliminar los residuos de la corrosion del electrodo y de las reacciones de
oxidacion/reduccion.

Todo ello hace que las sefiales de corriente recogidas presenten mayores valores

de amplitud con lo que en principio se podria mejorar la capacidad de
discriminacion del sistema de medida.
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Eje del
rotor

V))))))))

Pieza
metalica
con rosca

Cilindro

exterior de S
metacrilato Conexion
interna

P

Epoxi Electrodo
P de trabajo

Figura 83. Electrodo RDE

En la segunda parte del ensayo con glifosato, con objeto de aumentar la
resolucion de la medida y poder detectar/cuantificar concentraciones bajas del
producto, se recurrio a un electrodo RDE. Para hacer girar el electrodo se utilizo
un rotor para RDE de la empresa METROHM modelo 1.628.0020. El equipo
incorpora un electrodo de platino, pero dado que las medidas debian hacerse
con cobalto y cobre hubo que fabricar electrodos con estos dos materiales que
se pudiesen acoplar al equipo rotor.

El electrodo se compone de los siguientes elementos (ver Figura 83):
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Un cilindro de metacrilato de 7 cm de largo con un diametro interior de 7
mm y un didmetro exterior de 10 mm.

El metal del electrodo que consiste en un trozo de cable del material
correspondiente de 2,5 cm de longitud y un diametro de 2 mm. Para esta
tesis los metales utilizados fueron cobre Cu 99,99+ % (referencia
CU007905 de GoodFellow) y cobalto Co 99,99+ % (referencia
C0O007902 de GoodFellow).

Una pieza cilindrica metalica con una rosca interior que permitira llevar a
cabo el ensamblado mecénico y la conexion eléctrica entre el electrodo y
el eje del rotor.

Un epoxi no conductivo (referencia RS 199-1468).

Para la fabricacion del electrodo RDDE se deben seguir los siguientes pasos:

En primer lugar, se lleva a cabo una conexion eléctrica mediante un cable
multifilar de cobre entre el electrodo y la pieza metalica. En los casos en
los que sea posible (por ejemplo para el electrodo de cobre) la conexion
entre el cable y el electrodo de trabajo se debe implementar mediante una
soldadura; en los que no se debe recurrir a una conexién mecanica
mediante crimpado.

El conjunto electrodo-pieza metalica se introduce en el cilindro de
metacrilato junto con el epoxi procurando que los ejes del electrodo de
trabajo y de la pieza metalica queden alineados con el eje del cilindro.
Esta es la parte mas critica del proceso ya que si los ejes no estan
alineados se produciran desviaciones del movimiento rotatorio del
electrodo que daran lugar a fendmenos no deseados durante los ensayos.
Se deja secar el epoxi durante un dia y se lija con una lija fina (referencia
213Q de 3M) y, por ultimo, se pule primero con alumina gruesa
(aluminio 6xido 90 estandardizado referencia 1.01097.1000 de Merck) y
a continuacion con alimina fina (referencia: 319767-25g de Aldrich).

5.3. Limpieza de los electrodos de trabajo

La limpieza de los electrodos de trabajo es uno de los procesos mas criticos
dentro del proceso de medida. Durante los ensayos de voltametria en la
superficie de los electrodos de trabajo se producen los siguientes fendmenos
electroquimicos:
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= Reacciones de corrosion del material del electrodo.

= Reacciones de oxidacion-reduccion de algunas de las sustancias presentes
en el electrolito.

= fendomenos de fisisorcion.

* Fendmenos de quimisorcion.

Todos estos fenomenos tienden a generar sobre la superficie del electrodo una
capa residual cuya naturaleza difiere de la del metal. La corriente que circula
por electrodo estd directamente relacionada con la superficie de contacto entre
el metal y la muestra. Electrodos de trabajo parcial o completamente cubiertos
por una capa de naturaleza quimica diferente daran lugar a sefales de corriente
diferentes. Por tanto, si la capa residual no es eliminada antes de llevar a cabo
un nuevo ensayo el resultado de la medida se vera distorsionado. En algunas
ocasiones (por ejemplo en ensayos sobre antioxidantes con cobalto) el espesor
de la capa residual generada puede ser tal que el paso de corriente por el
electrodo quede bloqueado totalmente, lo que imposibilita la realizacion del
ensayo. Es, por tanto, necesario eliminar la capa residual antes de cada ensayo.
La naturaleza, el espesor y la dureza de la capa dependen del tipo de metal y de
su interaccion electroquimica con la muestra. Los metales no nobles presentan
mayor capacidad de corrosion que los nobles y, por tanto, son mas propensos a
la creacion de la capa residual. Pero también ocurre que en una experiencia
sobre antioxidantes se generara mayor capa residual que en una sobre azicares.
En consecuencia, el proceso de limpieza debera adaptarse a la naturaleza de los
electrodos utilizados y al tipo de experiencia.

Otro aspecto que debe tenerse en consideracion es que el proceso de limpieza
no debe alterar demasiado la superficie del electrodo; por ejemplo si llevamos a
cabo un lijado con una lija gruesa se produciran una serie de irregularidades que
haran que el valor de la superficie aumente, lo que afectara a las medidas. Por
tanto después de un lijado es necesario llevar a cabo siempre un pulido que
homogenice la superficie.

De forma general existen 4 pasos que se pueden llevar a cabo en un proceso de
limpieza aunque casi nunca se implementan juntos:

» Lijado con lija gruesa (referencia 011K de 3M): este paso se utiliza
cuando la capa depositada es gruesa y tiene un alto grado de dureza.
También se suele recurrir a este lijado cuando los electrodos llevan
mucho tiempo sin utilizarse.
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» Lijado con lija fina (referencia 213Q de 3M): este paso se utiliza para los
electrodos de trabajo no nobles en algunas experiencias (ver Figura 84-a).

= Pulido mediante alimina gruesa (referencia 1.01097.1000 de Merck) y/o
fina (referencia: 319767-25g de Aldrich). Este es el proceso de limpieza
mas comun. Se coloca aliimina en un pafio extendido fijado a una base de
madera y se aflade un poco de agua destilada. A continuacion la
superficie del electrodo de trabajo se frota contra el pafio con un
movimiento circular. El pulido con alimina puede utilizarse como tnico
proceso de limpieza cuando la muestra no presenta una alta reactividad
con los electrodos de trabajo. Ademas se utiliza para suavizar la
superficie del electrodo después de un proceso de lijado (ver Figura 84-
b).

* Pulido mediante polvo de diamante. Este pulido se realiza cuando se
quiere obtener una superficie del electrodo de trabajo completamente lisa,
sin irregularidades después de un proceso de pulido.

a)

Figura 84. Limpieza de la lengua electrénica

6. Caracterizacion eléctrica del Equipo Electronico de Medida

Con objeto de caracterizar el equipo a nivel de sefial eléctrica se hicieron una
serie de ensayos preliminares sobre componentes eléctricos de valores
conocidos. El objetivo final de estos ensayos era determinar la precision y la
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exactitud del equipo tanto para la técnica de voltametria como para la técnica de
espectroscopia de impedancias.

6.1. Caracterizacion eléctrica del Equipo Electronico de Medida para
voltametria

En este caso se llevo a cabo un ensayo de voltametria de pulsos aplicando el
patron de la Figura 85. Este patréon se compone de 41 pulsos de 20 ms cuyas
amplitudes varian dentro del rango de -2000 mV a +2000 mV. El patron esta
disefiado de forma que se imitan los diversos tipos de sefiales que se utilizan en
voltametria de pulsos. Los ensayos se realizaron sobre una resistencia de 100 Q
en modo de 2 electrodos y en una escala de corriente de 20000 HA. Se llevaron
a cabo 5 repeticiones del ensayo.

2000
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1000 _'_'_'_'_Ll_,—l"_l
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t t t t
100 200 300 400 a0 =1 ] 7

=]
=
w
[=]

-500

Amplitud {mV)
|

-1000

-1:300
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Tiempo (ms)

Figura 85. Patron para la caracterizacion eléctrica del Equipo Electrénico de
Medida en voltametria

Precision

En primer lugar se llevo a cabo un estudio de la precision de las medidas
realizadas con objeto de evaluar la reproducibilidad del sistema. Los 984
valores correspondientes a la evolucion temporal de la corriente medida para las
5 repeticiones se muestran en la Figura 86. Para cada uno de los puntos se
calculé la desviacion estandar de las 5 repeticiones; el punto con mayor
desviacion estandar (32 MA para una amplitud de 17986 UA) presentaba una
desviacion relativa del 0,18 %.
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Electrodos: RESISTENCIA
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Figura 86. Representacion grafica de las S repeticiones de medida sobre una
resistencia de 100 Q

Exactitud

Electrodos: RESISTENCIA
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Figura 87. Representacion grafica del valor medio de 5 repeticiones y del valor
tedrico
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En la Figura 87 se muestra la representacion grafica de la sefial correspondiente
a la media de 5 repeticiones junto con la sefial que tedricamente deberia
obtenerse al aplicar el patron de la Figura 85 a una resistencia de 100 Q. Se
calculd para cada uno de los 984 puntos el valor absoluto de la diferencia entre
el valor medio y el valor tedrico. El punto con mayor diferencia con respecto al
valor tedrico (163 HA para una amplitud de 19978 JA) presentaba un error
relativo del 0,82 %.

Con estos ensayos se demostrd que el equipo presentaba unos elevados niveles
de reproducibilidad y exactitud tanto en la generacion como en la medida de
senal eléctrica que permitian realizar ensayos de voltametria de confianza.

Resolucion

El Equipo Electronico de Medida incorpora unos convertidores A/D de 12 bits
que determinan la resoluciéon de las medidas. En voltametria se pueden
establecer dos tipos de resolucion: la resolucion en tension y la resolucion en
corriente. Para las medidas de la tension aplicada al WE la resolucion de la
medida viene dada por la Ecuacion 72 en la que AV representa el rango de
variacion de la tension (entre -2 Vy +2 V).

resolucion V =———= 2095 =9,768 mV Ecuacion 72

En cuanto a la resoluciéon en la medida de la corriente que circula por el
electrodo de trabajo, ésta depende de la escala de corriente que se haya
seleccionado para llevar a cabo la medida, que, a su vez, viene dada por el valor
de la resistencia seleccionada en el circuito de medida de corriente. Su
expresion se muestra la Ecuacion 73 en la que Al representa el rango de
variacion correspondiente a la escala de corriente seleccionada.

Al 4V
22 =1 4095[Rg, s

resolucion I = Ecuacién 73

Por ejemplo si se selecciona una resistencia de shunt de 100 Q, la escala de
corriente seria [-20 mA;+20 mA] y la resolucion 9,768 pA. Sin embargo, si la
resistencia de shunt es de 100 kQ, la escala de corriente correspondiente seria [-
20 pA;+20 pA] con una resolucion de 9,768 nA.
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6.2. Caracterizacion eléctrica del Equipo Electronico de Medida para
espectroscopia de impedancias

Para espectroscopia de impedancias se realizaron 5 ensayos sobre la red RC que
aparece en la Figura 88. Para cada ensayo se midio la impedancia de dicha red a
25 frecuencias dentro del rango de 1 Hz a 200 kHz. Los ensayos se llevaron a
cabo en modo de 2 electrodos.

C1
R1 10nF
1kQ R2

2kQ

Figura 88. Red RC de caracterizacion del Equipo Electronico de Medida para
espectroscopia de impedancias
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Figura 89. Diagrama de Nyquist de los 5 ensayos de caracterizacién para
espectroscopia de impedancias

La Figura 89 muestra el diagrama de Nyquist de los ensayos. Para evaluar
cuantitativamente la precision del sistema se calculd la desviacion estandar
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entre las 5 medidas para cada una de las 25 frecuencias. El calculo se hizo tanto
para la parte real de la impedancia como para la parte imaginaria. Para la parte
real la frecuencia con mayor desviacion estdndar fue 200 kHz que presentaba
una desviacion de 1,66 Q para un valor medio de 1033 Q lo que supone una
desviacion relativa de 0,16 %. En cuanto a la parte imaginaria la frecuencia que
mayor dispersion estandar presentd fue también la frecuencia de 200 kHz con
un valor de 1,26 Q para un valor medio de -25,77 Q lo que supone una
desviacion relativa de 4,89 %.

Exactitud

En la Figura 90 se representan los diagramas de Nyquist correspondientes a la
media de los 5 ensayos y la respuesta que teéricamente deberia dar la red RC de
la Figura 88. Para cada frecuencia del espectro se calculo el valor absoluto de la
diferencia entre el valor medio y el valor teérico. Para la parte real la frecuencia
con mayor diferencia fue de 447 Hz y la diferencia fue de 46 Q para un valor
medio de 2238 Q lo que da una error relativo de 2,06 %. En cuanto a la parte
imaginaria la frecuencia que mayor diferencia presentd fue 269 Hz con 74 Q
para un valor medio de 680 Q, lo que corresponde a un error de 6,47 %.
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Figura 90. Representacion grafica del valor medio de 5 repeticiones y del valor
tedrico

Con estos ensayos se demostrdo que el equipo tenia unos niveles de

reproducibilidad y exactitud a nivel de sefial eléctrica aceptables para la técnica
de espectroscopia de impedancias.
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7. Validacion experimental del sistema de medida

Aunque el sistema disefiado permite la implementacion de ensayos de
voltametria y de espectroscopia de impedancias, en la presente tesis su
aplicacion se ha limitado a voltametria de pulsos y voltametria ciclica. En este
apartado se presenta la validacion experimental del equipo para estas dos
técnicas.

7.1. Validacion experimental del sistema de medida para voltametria
ciclica

Dado que existen equipos comerciales que permiten la implementacion de
medidas de voltametria ciclica, un método de la validacion adecuado es llevar a
cabo un ensayo con el equipo comercial y con el sistema disefiado y comparar
los resultados. En este caso se llevo a cabo un ensayo de voltametria ciclica con
las siguientes caracteristicas:

= Electrodos: se utiliz6 la lengua electronica descrita en el apartado 5.1.
Como electrodo de trabajo se utiliz6 el Pt, siendo la carcasa cilindrica de
la lengua el contraelectrodo. El electrodo de referencia empleado fue un
electrodo de calomelanos (referencia XR110 de Radiometer Analytical).

» Muestra: los ensayos de voltametria ciclica se llevaron a cabo en una
disolucion de 7,7,8,8-Tetraceanoquinodimetano CH;,H4N, (referencia
157635 de Aldrich) al 5:10° M en una base de perclorato de
tetrabutilamonio (TBACIO,;) en acetonitrilo (CH3;CN) con una
concentracion de 10 M.

= La configuracion de la sefal aplicada al electrodo de trabajo fue:

Potencial inicial: 0 V

Tension maxima: +1,2 V

Tension minima: -1 V

Velocidad de barrido: 100 mV/s

O O O O

Se llevd a cabo un ensayo utilizando el equipo Autolab PGSTATI100 y otro
ensayo mediante el sistema disefiado. Los voltagramas correspondientes a
ambos ensayos se muestran en la Figura 91. En dichos voltagramas se observa
que ambas sefiales son muy similares dando lugar a tensiones de pico idénticas.
Las diferencias que se observan en algunas zonas de las graficas se deben
probablemente al hecho de que los ensayos no se llevaron a cabo en atmoésfera
de Argon y a que el equipo disefiado no realiza la compensacion de la
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resistencia de la disolucion mientras que el potenciostato PGSTAT100 si que lo
hace.

10 4

500 1000 15

Corriente (UA)

00 —
e FraPlus Mini
== Autolab

20

Tension (mV)

Figura 91. Resultados de validacién experimental de voltametria ciclica

7.2. Validacion experimental del sistema de medida para voltametria de
pulsos

Para la validacion experimental de la técnica de voltametria se preparé una
experiencia con tres tipos de zumos de frutas. El objetivo del ensayo era
comprobar si el sistema de lengua electronica voltamétrica disefiado era capaz
de establecer una discriminacion entre los distintos zumos.
Para ello se tomaron las siguientes muestras:

= Zumo de Naranja marca DIA.

= Zumo Pifa-Uva marca DIA.

=  Zumo Melocotén-Uva marca CONSUM

De cada tipo de zumo se tomaron 2 muestras cada una de las cuales se midio
tres veces. En total se llevaron a cabo 18 medidas.

Las medidas se llevaron a cabo mediante el array de pulsos que aparece en la
Figura 92.
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Figura 92. Patron de pulsos para la validacion experimental de voltametria de
pulsos

Las medidas se hicieron mediante dos lenguas electrénicas; una de ellas
constituida por 4 electrodos de trabajo nobles (Ir, Rh, Pt y Au) y la otra por
electrodos de trabajo no nobles (Ag, Co, Cu y Ni); siendo en ambos casos la
carcasa cilindrica de acero inoxidable el contraelectrodo. Como electrodo de
referencia se utilizd6 un electrodo de calomelanos (referencia XR110 de
Radiometer Analytical). En cada medida se recogieron los datos de la evolucion
temporal de la sefial de corriente en cada uno de los 8 electrodos (1000 valores
por cada electrodo). En total se obtuvieron 8000 valores para cada medida. Los
datos recogidos fueron procesados mediante el software PLS Toolbox de
Eigenvector Research Inc., aplicandoles un Analisis de Componentes
Principales (PCA). En la Tabla 20 se muestran los valores del porcentaje de
varianza explicada para las 4 primeras componentes principales.

C;I;}Ezil;)e;te % Varianza
1 45.85
2 13.41
3 9.14
4 5.31

Tabla 20. Porcentaje de varianza del PCA de zumos
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En la Figura 93 se muestra la grafica de la distribucion de las muestras en el
plano formado por las 2 primeras componentes principales. Se pueden observar
tres grupos separados de muestras, un grupo por cada tipo de zumo lo que
demuestra la capacidad del sistema de lengua electronica voltamétrica disefiado
de establecer discriminaciones entre muestras de diferente naturaleza
fisicoquimica.
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Figura 93. Analisis de Componentes Principales (PCA) para tres tipos de zumo de
frutas

8. Aspecto final

En la Figura 94 puede apreciarse el aspecto final del Equipo Electronico de
Medida integrado en una caja con los conectores de los electrodos en el frontal.
La técnica de espectroscopia de impedancias dispone de un conector para el
electrodo de referencia y conector en el que se integran el electrodo de trabajo y
el contraelectrodo. En cuanto a la voltametria el equipo dispone de un conector
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para el electrodo de referencia y dos conectores para los 10 electrodos de
trabajo que ademads incorporan un polo que corresponde al contraelectrodo.

g

[EL
[ O
el

Figura 94. Aspecto exterior del Equipo Electronico de Medida

9. Conclusiones

Se ha desarrollado un sistema de lengua electronica que permite implementar
ensayos de voltametria de pulsos, de voltametria ciclica y de espectroscopia de
impedancias. El sistema disefiado se compone de un Equipo Electrénico de
Medida, una aplicacion de PC y unos electrodos.

El Equipo Electronico de Medida cumple con las especificaciones de disefio
establecidas inicialmente en lo que se refiere a la generacion y muestreo de las
sefales para la implementacion de cada una de las técnicas. Asi mismo presenta
unos niveles de precision y exactitud excelentes para las técnicas voltamétricas
y aceptables para la espectroscopia de impedancias. Una de las caracteristicas
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fundamentales del equipo disefiado es su flexibilidad en cuanto al modo de
trabajo del potenciostato permitiendo configuraciones de 2 o 3 electrodos y con
distintos grados de estabilizacion. Para las técnicas voltamétricas el sistema
puede llevar a cabo ensayos sobre hasta 10 electrodos de trabajo de forma
automatica. Se trata ademas de un equipo de bajo coste y portatil.

Por otro lado la aplicacion de PC ha sido disefiada en base a la experiencia
adquirida por el IDM en los ultimos afios en el ambito de las lenguas
electronicas. El software permite no solo la configuracion y realizacion de
ensayos para las tres técnicas electroquimicas sino también la visualizacion de
los datos recogidos, su almacenamiento, su preprocesado (analisis, filtrado,
seleccion, eliminacion y promediado de datos) y la generacion de los ficheros
necesarios para el tratamiento posterior mediante herramientas de analisis
multivariante. La enorme flexibilidad que presenta la aplicacion tanto en el
preprocesado de los datos como en la generacion de los ficheros de trabajo
permite la realizacion de multitud de estudios diferentes de forma sencilla y en
plazos muy cortos de tiempo.

En comparacién con los sistemas existentes en el mercado actualmente el
equipo disefiado presenta las ventajas de su bajo coste, su gran flexibilidad y su
adecuacion a las necesidades de las experiencias de lenguas electronicas.

La plataforma desarrollada constituye una herramienta tremendamente util para
la puesta en marcha de experiencias que permitan la generacion de modelos de
prediccion de parametros fisicoquimicos en distintos ambitos (alimentacion,
deteccion de gases de guerra y explosivos, calidad de aguas y otros). Ademas
los conocimientos adquiridos y las técnicas de disefio aprendidas durante el
desarrollo del sistema permitirdn en el futuro el disefio de equipos de
monitorizacion de bajo coste que, basandose en los modelos predictivos
generados, sean capaces de determinar distintos parametros a partir de medidas
on-line no destructivas.
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Capitulo 2. Aplicacion a la medida de antioxidantes en
disoluciones.

El objetivo de este capitulo es establecer modelos de prediccion validos para la
cuantificacion de la concentracion de antioxidantes tanto en disoluciones
simples (base mas un solo antioxidante) como binarias (base mas dos
antioxidantes) a partir de las medidas de voltametria de pulsos realizadas con el
equipo disefiado. Los antioxidantes elegidos para el estudio son el &cido
ascorbico, el acido citrico y el acido malico.

El capitulo se ha dividido en cuatro partes:

» Un primer apartado de introduccién en el que se describe la importancia
de la medida de antioxidantes en diversos tipos de matrices complejas
como las frutas, las verduras o los zumos.

» En el segundo apartado se detallan los ensayos de voltametria ciclica que
se realizaron sobre disoluciones simples de los tres acidos y las
conclusiones que se extrajeron de los mismos.

= En el tercer apartado se describen las experiencias llevadas a cabo
mediante voltametria de pulsos sobre disoluciones simples de los tres
acidos con el fin de generar modelos predictivos para la cuantificacion de
su concentracion.

* En el cuarto apartado se explican los ensayos realizados mediante
voltametria de pulsos en mezclas binarias ascorbico-malico y ascorbico-
citrico.

1. Introduccion

Después de los azlcares, los acidos organicos son los solidos solubles
mayoritarios en los zumos de fruta. Los acidos organicos son productos del
metabolismo microbiano; todos ellos son producidos de forma natural en
substratos vegetales y animales [144]. Estos acidos juegan un papel vital en las
plantas, contribuyen al crecimiento y produccion de la fruta y también
intervienen en la relacion azlcar-acido que afecta al sabor de las frutas y los
vegetales [145]. La cantidad de 4cido y/o la relacion brix-acido esta
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estandarizada para zumos comerciales; un contenido demasiado elevado o
demasiado bajo de acidos resulta inaceptable en este tipo de productos [146].
Por otra parte, los acidos orgdnicos son muy utilizados como conservantes
alimenticios debido a su efecto de inhibicion microbiana derivada de su accion
acidulante [147].

Los acidos mas abundantes en frutas y verduras son el malico (Figura 95-a) y el
citrico (Figura 95-b) [145], que se comportan también como antioxidantes ya
que tienen la capacidad de formar complejos con iones de metales pesados
(mecanismo de quelacion) [148]. El éacido ascorbico (Figura 95-c), un
compuesto derivado de carbohidratos y soluble en agua que tiene propiedades
antioxidantes y acidas [145], estad considerado como uno de los antioxidantes
mas importantes en frutas y verduras y estd incluido en los complejos
antioxidantes junto con la vitamina E, el B-caroteno y otros carotenoides A de
tipo no provitaminicos [149]. Los acidos carbohidratados y carboxilicos son
dificiles de detectar mediante los métodos espectrofotométricos convencionales
debido a la falta de grupos cromoéforos o fluorescentes adecuados [150].
Distintos métodos tantos oficiales (AOAC - Association of Official Analytical
Chemists) como no oficiales, tales como la espectrofotometria, colorimetria, la
titracion, fluorimetria, amperometria, electroforesis o procedimientos
enzimaticos o cromatograficos han sido ampliamente empleados para la
cuantificacion de estos acidos. Actualmente, la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPCL), en sus diversas modalidades, se ha convertido en un
método preciso, fiable y de alta resolucion para el analisis de 4cidos orgénicos y
vitamina C en productos alimenticios [151][152].
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a) Malico b) Citrico c) Ascorbico

Figura 95. Formulas estructurales de los acidos

Las metodologias mencionadas presentan buena precision y exactitud y son
confiables; pero a la vez, son destructivas y requieren mucho tiempo y un
equipamiento caro y voluminoso, no siendo adecuadas para su aplicacion on-
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line en plantas industriales [6]. En este sentido, los métodos electroquimicos
ofrecen ventajas sobre los métodos existentes porque son mas rapidos y
sencillos, permitiendo la realizacion de medidas on-line. Sin embargo, la
aplicacion de las técnicas electroquimicas a la determinacion de la
concentracion de una especie en zumos, frutas o verduras plantea una dificultad
importante debido a las interferencias entre los distintos compuestos [4]. Como
se comenté en el apartado 1 de la Introduccion, las lenguas electronicas
permiten la cuantificacion de un determinado soluto en matrices complejas
mediante el uso de arrays de sensores de sensibilidad cruzada y la aplicacion de
técnicas de analisis multivariante. Se trata, por tanto, de una herramienta valida
para determinacion de acidos en frutas o verduras. En los ltimos afios se han
publicado diversos trabajos en los que se aplican las técnicas voltamétricas a la
determinacion de acido ascorbico en disoluciones, en agua potable, en vinos y
muestras biologicas humanas. Algunos de ellos se describen a continuacion.

Intarakamhang et al. en [153] determinan distintas concentraciones de acido
ascorbico en el rango 0,1-8 mM a partir de los datos de los voltagramas
obtenidos mediante voltametria ciclica, voltametria de pulsos diferencial (DPV)
y voltametria de onda cuadrada (SWV). Para ello utilizan un electrodo de
trabajo de carbono (previamente pretratado en una disolucion de acido
sulfurico). El procedimiento es posteriormente validado sobre muestras de
comprimidos de vitamina C, zumo de guayaba y extractos de té.

En [154] Winquist et al. identifican y cuantifican cloruro de sodio, azida sédica,
bisulfito sédico, hipoclorito de sodio y acido ascorbico en disoluciones de agua
potable. Para ello, utilizan una lengua electronica con 4 metales nobles (Ir, Rh,
Pt y Au) con una estructura similar a la descrita en el apartado 5.1 del Capitulo
1. La técnica aplicada es voltametria de pulsos de gran amplitud (LAPV). El
array de pulsos utilizado contiene 22 pulsos de 50 ms con amplitudes
comprendidas entre -300 mV y +800 mV. Los datos correspondientes a la
evolucion temporal de las sefales de corriente medidas fueron procesados
mediante herramientas de analisis multivariante (PCA y PLS) para generar los
modelos de clasificacion y cuantificacion.

Seruga et al. en [155] determinan el contenido total de polifenoles en vino tinto
mediante tres técnicas: voltametria de pulso diferencial (DPV), el método de
Folin—Ciocalteu (FC) y HPLC, obteniendo muy buena correlacion entre los tres
métodos. Las medidas de voltametria se llevan a cabo mediante un electrodo de
trabajo de carbono de 3 mm de didmetro. Antes de cada medida se llevaba a
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cabo una limpieza del electrodo consistente en un pulido mecanico seguido de
un pulido electroquimico. Las caracteristicas de la sefial aplicada en la DPV
son: rango de barrido de 0 a 1 V, amplitud del pulso 50 mV, anchura 70 ms y
velocidad de 5 mV-s'. A partir de los datos recogidos se obtienen los
voltagramas que permiten identificar los potenciales y las corrientes de
oxidacion y relacionarlos con las concentraciones de los distintos compuestos
fenolicos.

En [156] se mide la capacidad antioxidante de extractos de vino, uva y
frambuesa mediante tres métodos electroquimicos: voltametria de barrido lineal,
voltametria ciclica y voltametria de pulso diferencial (DPV). Las medidas se
llevan a cabo sobre un electrodo de carbono. Los datos recogidos durante los
ensayos se utilizan para generar los voltagramas en los que se identifican los
potenciales de oxidacion de los distintos compuestos. Del analisis de los
resultados obtenidos se concluyen que la voltametria de pulso diferencial es una
técnica valida para la caracterizacion de las propiedades antioxidantes de los
vinos.

Ensafi et al. determinan de forma simultanea acido ascorbico, dopamina y acido
urico en muestras bioldgicas humanas gracias a la modificacion de un electrodo
de trabajo de carbono que permite obtener mayor selectividad y resolucion
[157]. La modificacion consiste en depositar sobre la superficie del electrodo
una capa de poli-sulfano III mediante varios procesos de voltametria ciclica. Se
prepararon muestras con distintas concentraciones de acido ascoérbico,
dopamina y acido urico sobre las que se llevaron a cabo ensayos de voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial (DPV) y cronoamperometria con el
electrodo modificado. El resultado mas relevante del estudio es que se consigue
establecer una relacion entre la concentracion de los distintos compuestos y las
medidas de voltametria de pulso diferencial.

El objetivo final de la aplicacion de las lenguas electronicas voltamétricas a la
medida de antioxidantes es la determinacion de su concentracion en muestras
reales (zumos, frutas, verduras). Sin embargo, para alcanzar dicho objetivo son
necesarias una serie de etapas previas como la identificacion de aquellas
condiciones de ensayo (material y geometria de los electrodos de trabajo y
formato de la sefial aplicada) que permiten una mayor resolucion en la
cuantificacion de las acidos. Ademds son necesarios estudios sobre las
interferencias entre los distintos compuestos de la muestra real (azdcares,
antioxidantes y otros). En este capitulo se pretende dar un primer paso en esa
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direccion. En primer lugar, se evalia la capacidad de distintos metales nobles
(Ir, Rh, Pt y Au) y no nobles (Ag, Cu y Ni) para determinar la concentracion de
tres antioxidantes (dcido ascorbico, 4acido citrico y acido malico) en
disoluciones simples utilizando la voltametria de pulsos. A continuacion, se
estudia la capacidad de dicha técnica de discriminar el contenido de los distintos
acidos en mezclas binarias de ascorbico y citrico y de ascorbico y malico. Otro
de los objetivos de este estudio es establecer si la configuracion de lengua
electronica (conjunto de electrodos) presenta alguna ventaja con respecto al uso
de los electrodos por separado.

2. Estudios de voltametria ciclica en disoluciones simples

Antes de plantearse cualquier tipo de experiencia para la obtencién de modelos
predictivos, es necesario conocer cuales son los fenomenos electroquimicos que
se producen entre los electrodos y los acidos. Con el objeto de conocer los
procesos faradicos asociados con la presencia de los distintos acidos, se
implementaron una serie de ensayos de voltametria ciclica en los que se
midieron los tres acidos con los electrodos de Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Cuy Ni.

2.1. Material y métodos.

Preparacion de las disoluciones

Los ensayos de voltametria ciclica se llevaron a cabo sobre disoluciones de los
tres acidos en una base de dihidroégeno fosfato de potasio KH,PO, (referencia
P0O02600250 de Scharlau) 0,01 M (pH 4.9 + 0.1; o 809.25 £ 10 uS/cm). La
funcion de la base es facilitar la circulacion de la corriente entre el
contraelectrodo y el electrodo de trabajo de forma que puedan ser medidos los
fenomenos electroquimicos que se producen en el electrodo de trabajo.
Normalmente la base se elige de forma que tenga buena conductividad pero que
no tenga un alto grado de reactividad con los electrodos. A partir de esta base se
prepararon disoluciones de 4acido ascorbico (referencia ACO05150250 de
Scharlau), acido citrico monohidratado (referencia AC07200500 de Scharlau) y
acido malico (referencia 86767 de Guinama) todas ellas a una concentracion de
0,5 M. La concentracion elegida para los ensayos de voltametria ciclica fue alta
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con el fin de obtener voltagramas con valores grandes de corriente que
permitiesen apreciar con nitidez los efectos que se deseaban estudiar.

Ensayos de voltametria ciclica

Las medidas se llevaron a cabo con las lenguas electronicas (ET) descritas en el
apartado 5.1 del Capitulo 1. Los electrodos de trabajo de la primera lengua son
Ir, Rh, Pt y Au mientras que para la segunda lengua son Ag, Cu y Ni. Para esta
experiencia no se utilizo el electrodo de Co ya que en las pruebas preliminares
dicho electrodo presentaba una alta reactividad que planteaba problemas de
estabilidad del sistema de medida. Las carcasas de acero inoxidable de las dos
lenguas hacian de contraelectrodo, mientras que como electrodo de referencia se
utilizd un electrodo de calomelanos (referencia XR110 de Radiometer
Analytical). En la Figura 96 se muestra el montaje experimental de las
experiencias con antioxidantes. Este montaje se utilizo para las experiencias de
voltametria ciclica y voltametria de pulsos tanto para disoluciones simples como
mezclas binarias.

Figura 96. Montaje experimental de las experiencias con antioxidantes

En primer lugar se realizaron medidas de voltametria ciclica sobre la base con el
fin obtener la linea base sobre la cual superponer los voltagramas de las
disoluciones con acidos. Para cada electrodo se realizé un ensayo previo con
objeto de determinar los valores de tension a partir de los cuales se apreciaba un
aumento significativo de la sefial de corriente, ya que la idea era obtener un
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comportamiento plano de la base. Estos ensayos previos se llevaron a cabo con
la siguiente configuracion de la sefial triangular:

= Velocidad de barrido: 100 mV/s.
= Potencial inicial: 0 V.

= Tensiéon maxima: +1 V.

= Tensiéon minima: -1 V.

Tras el estudio de los resultados se establecio, para cada electrodo, el rango de
tension en el que la base presentaba un comportamiento plano (sin procesos
electroquimicos de importancia). Los valores obtenidos se reflejan en la Tabla
21.

Utilizando estos rangos de tension se llevaron a cabo los ensayos de voltametria
ciclica para cada uno de los electrodos, primero sobre la base y luego sobre cada
una de las disoluciones de los tres acidos. La configuracion de los ensayos fue:
velocidad de barrido de 100 mV/s, potencial inicial de 0 V y los valores
maximo y minimo se establecieron para cada electrodo de trabajo segun los
rangos de la Tabla 21.

Electrodo de trabajo Rango de tension
Ir [-0,5 V;+0,7 V]
Rh [-0,5 V;+0,7 V]
Pt [-0,5 V;+0,7 V]
Au [-0,5 V;+0,7 V]
Ag [-0,7 V;+0,7 V]
Cu [-0,7 V;+0,4 V]
Ni [-0,4 V;+0,7 V]

Tabla 21. Rangos de tension para los ensayos de voltametria ciclica

Las medidas se realizaron con las lenguas electronicas (ET) descritas en el
apartado 5.1 del Capitulo 1. En primer lugar se llevaron a cabo sobre la base las
medidas para todos los electrodos. A continuacidén se midieron las disoluciones
de ascorbico, malico y ciclico también para todos los electrodos. Cada vez que
se concluia la medida de una muestra para todos los electrodos se procedia a
una operacion de limpieza de los electrodos de trabajo. Dicha limpieza consistio
en un pulido mediante alimina gruesa (referencia 1.01097.1000 de Merck) y
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posteriormente mediante alimina fina (referencia: 319767-25g de Aldrich), tal y
como se indica en el apartado 5.3 del Capitulo 1. Para cada ensayo se
recogieron los valores la evolucion temporal de las sefiales de corriente y
tension en el electrodo de trabajo y se almacenaron en un fichero *.vtg.

2.2. Resultados y discusion

Los voltagramas obtenidos fueron representados y analizados agrupandolos por
electrodos. En la Figura 97 se muestra los voltagramas para el electrodo de Ir de
la base y de cada una de las disoluciones de acidos.

En ¢l se pueden apreciar dos fendomenos electroquimicos. En primer lugar para
tensiones negativas se observa un comportamiento caracteristico para los tres
dcidos que esta relacionado con la liberacion de protones H'. Conforme la
tension aplicada al electrodo de trabajo se hace mas negativa se inicia un
proceso de reduccion de dichos protones lo que genera una corriente negativa.
Cuando la tension aplicada vuelve hacia valores positivos se produce el efecto
de oxidacion lo que produce un pico de corriente positiva. Este fenomeno es
mas acentuado para los acidos que presentan mayor facilidad para liberar los
protones, es decir, aquellos con menores constantes de disociacion acida (pK,).
Por este motivo las corrientes de oxidacion y reduccion observadas para el
citrico (pK.1=3.09, pK.,=4.75 y pK.,:=6.41) y para el malico (pK,=3.40 y
pK»=5.20) son mayores que las obtenidas para el ascorbico (pK,=4.10 y
pK=11.6).
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Figura 97. Voltagramas para el electrodo de iridio Ir
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Por otra parte, para tensiones positivas el acido ascorbico presenta un
comportamiento caracteristico que consiste en un incremento de la corriente
anddica. Esta corriente es debida a la oxidacion del ascorbico (ver Figura 98)
que para el electrodo de Ir se produce a partir de los +200 mV. Los otros dos
acidos no presentan este comportamiento porque su oxidacion no se produce en
el rango de tensiones aplicadas.

HO\> HoS
HO= HO=< + i
y O 0o — y O o+ 2H + 2e
A\ AL
HO OH 0 o)

Figura 98. Reaccion de oxidacion del acido ascorbico

Los voltagramas correspondientes al electrodo de Rh aparecen en la Figura 99.
El comportamiento del Rh es muy similar al del Ir. Los voltagramas muestran
los dos efectos mencionados para el Ir: procesos de oxidacion y reduccion de
los protones H+ en la zona de tensiones negativas para los 3 acidos y reaccion
de oxidacion del acido ascorbico al aplicarle tensiones positivas superiores a
+200 mV.
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Figura 99. Voltagramas para el electrodo de rodio Rh
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La Figura 100 muestra los voltagramas correspondientes al electrodo de Pt cuyo
comportamiento es analogo al del Ir y el Rh diferenciandose tinicamente en los

valores corriente alcanzados en cada uno de los procesos.
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Figura 100. Voltagramas para el electrodo de platino Pt

Los voltagramas del electrodo de Au aparecen en la Figura 101. En ellos se
puede observar el proceso de oxidacion del 4cido ascoérbico para tensiones
positivas mayores de +200 mV. Sin embargo, en el rango de tensiones negativas
no se aprecia corriente para ninguno de los 4cidos. Esto es debido a que, en el
caso del electrodo de Au, los procesos de oxidacion y reduccion de los protones

H" apenas son apreciables en el rango de estudio.
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Figura 101. Voltagramas para el electrodo de oro Au
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Figura 102. Voltagramas para el electrodo de plata Ag

La Figura 102 muestra los voltagramas correspondientes al electrodo de Ag. En
ellos se puede observar que para potenciales negativos no aparecen corrientes
significativas. Sin embargo, en el rango de tensiones positivas se observan dos
fenomenos interesantes. En primer lugar se aprecia el proceso de oxidacion del
acido ascorbico a partir de los +200 mV al igual que ocurre con los 4 electrodos
nobles. Por otro lado, para el citrico y el malico se observa que cuando el
potencial aplicado supera los +400 mV se produce un aumento de la corriente
anodica. Esta corriente es debida a que la presencia de los 4cidos potencia la
corrosion del metal para formar iones Ag" que forman complejos o precipitados
con los aniones citrato, malato o ascorbato que se encuentran en la disolucién.
En el barrido de retorno hacia potenciales negativos se produce un pico catodico
de corriente (a una tension aproximada de +250 mV) que corresponde a la
reduccion de los complejos o precipitados formados anteriormente.

En la Figura 103 se representan los voltagramas correspondientes al Cu. Para el
citrico y el malico se aprecia un comportamiento similar al observado para la
plata con la diferencia de que en este caso la corriente anddica es debida a la
formacion de precipitados o complejos entre los 4cidos y los iones Cu'™
producto de la corrosion del cobre. Esta corriente anddica empieza a aparecer a
partir de potenciales mayores de O V. En este caso el pico catodico de corriente
debido a la reduccion de los precipitados o complejos se produce a una tension
de -200 mV. En cuanto al acido ascdrbico, el aumento de la corriente para
potenciales positivos puede deberse al solapamiento de dos efectos: la oxidacion
del ascorbico y la corrosion del cobre.
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Figura 103. Voltagramas para el electrodo de cobre Cu

Por 1ultimo, en la Figura 104 aparecen los voltagramas correspondientes al Ni.
El niquel es un material reactivo por lo que cabria esperar un comportamiento
similar al del cobre. Sin embargo, ni la base, ni el citrico, ni el malico presentan
ningin fenémeno digno de ser mencionado. De hecho el unico proceso
electroquimico que se produce es la oxidacion del ascorbico a partir de
potenciales superiores a +200 mV.
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Figura 104. Voltagramas para el electrodo de niquel Ni

La causa por la cual este material no presenta en los ensayos de voltametria
ciclica ningiin comportamiento relacionado con procesos electroquimicos puede
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ser la pasivacion del Ni en presencia de los acidos, fendmeno que ocurre en
cuanto ambos entran en contacto [158]. Cuando se aplican las sefiales de
voltametria ciclica el electrodo ya esta recubierto por la capa de pasivacion y los
procesos observados corresponden a esta capa y no al niquel.

2.3. Conclusiones

Tras los ensayos de voltametria ciclica se pueden extraer dos conclusiones
basicas:

Desde el punto de vista de los electrodos, se aprecia que para el Ir, el Rh,
el Pt, la Ag y el Cu se producen fendémenos electroquimicos de interés
para los tres acidos; mientras que en el caso del Au y del Ni solo se
observa un comportamiento caracteristico para el acido ascorbico. Por
otro lado, para los electrodos de Ir, Rh, Pt y Ag se producen procesos
interesantes tanto a potenciales positivos como a potenciales negativos
mientras que para el Au, el Cu y el Ni los procesos de interés ocurren
fundamentalmente a potenciales positivos. Por tanto, parece razonable
pensar que mediante la técnica de voltametria de pulsos es posible
generar de modelos predictivos que permitan la determinacion del
contenido de estos acidos en disoluciones simples. Para la experiencia
deberian utilizarse todos los electrodos estudiados puesto que todos ellos
presentan algun tipo de respuesta y el patron de pulsos empleado deberia
contener tanto pulsos negativos como positivos.

Desde el punto de vista de los acidos se observa que el citrico y el malico
tienen un comportamiento electroquimico muy similar para todos
electrodos mientras que el acido ascorbico presenta un comportamiento
particular sobre todo a potenciales positivos. Esta observacion plantea la
posibilidad de poder establecer una discriminaciéon entre el ascérbico y
los otros dos acidos mediante técnicas voltamétricas. En principio, seria
posible implementar una experiencia de voltametria de pulsos que
permitiese la generacién de modelos predictivos del contenido de acidos
en disoluciones binarias de ascorbico-citrico y de ascorbico-malico.
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3. Estudios de voltametria pulsos en disoluciones simples

A partir de los resultados de los estudios de voltametria ciclica se decidié poner
en marcha una experiencia de voltametria de pulsos para la generacion de
modelos predictivos que permitiesen cuantificar el contenido de los acidos en
disoluciones simples. Para esta experiencia se decidi6 utilizar todos los
electrodos con los que se llevaron a cabo los ensayos de voltametria ciclica y se
disefié un patron de pulsos a medida a partir de las conclusiones extraidas del
apartado anterior.

3.1. Material y métodos

Preparacion de las disoluciones simples

Para cada 4cido se llevaron a cabo tres tandas de ensayos. Las medidas de las
dos primeras tandas se emplearon para la generacion del modelo (set de
calibracion) y la tercera para su validacion (set de validacion). En cada tanda se
analizaron un total de 11 disoluciones: 1 disolucién base (sin 4cido) y luego 10
disoluciones con distintas concentraciones (para todos los acidos se utilizaron
los mismos niveles de concentracion). En la Tabla 22 se muestran las
concentraciones de las 11 disoluciones medidas en cada tanda.

Muestra Concentracion de acido
1 0 M (Base)
0,01 M
0,02 M
0,03 M
0,04 M
0,05 M
0,06 M
0,07 M
0,08 M
0,09 M
0,1 M

S| (I || AW N

[
=}

o
(S5

Tabla 22. Concentraciones de las disoluciones simples de acidos
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La eleccion de las concentraciones se realizd en base a dos criterios:

= Disponer de un nivel de concentracion suficientemente alto para que las
sefales de voltametria permitiesen la generacion de un modelo de
prediccion fiable y robusto.

= Acercarse a los niveles de concentracion de los acidos en sistemas reales.
El nivel minimo de concentracion establecido es 0,01 M que para el acido
ascorbico (cuya masa molar es 176,13 g/mol) corresponde a 176,13
mg/100 g. Este valor es similar al contenido de acido ascorbico en la
guayaba (300 mg/100 g), la grosella negra (200 mg/100 g) o el pimiento
rojo (190 mg/100 g) [159]. Existen frutas con un contenido mucho mas
alto como por ejemplo el camu camu (2800 mg/ 100 g) o la acerola (1600
mg/100 g). Aunque frutas como el kiwi (90 mg/100 g) o la naranja (50
mg/100 g) presentan contenidos en vitamina C por debajo de Ia
concentracién minima establecida para este estudio.

Todas las disoluciones se prepararon sobre una base de dihidrogeno fosfato de
potasio KH,POy (referencia PO02600250 de Scharlau) 0,01 M (pH 4.9 +0.1; ¢
809.25 + 10 uS/cm). Los acidos empleados fueron: ascorbico (referencia
AC05150250 de Scharlau), citrico monohidratado (referencia AC07200500 de
Scharlau) y malico (referencia 86767 de Guinama).

Ensayos de voltametria de pulsos

En base a las conclusiones establecidas en el apartado 2.3 de este capitulo se
disefid un patron de 25 pulsos de 20 ms de ancho con valores positivos
crecientes y decrecientes (ver Figura 105). Dado que la mayoria de los
electrodos habian dado comportamientos caracteristicos tanto para tensiones
positivas como para tensiones negativas se pensd que deberian incluirse pulsos
positivos y negativos en el patron.

223



Aplicacion a la medida de antioxidantes en disoluciones

s00

600

400

200

t t
a0 10o 150 200 250 300 350 400 450 SO0
-200

Amplitud {mV)

-400

-B00

-a0on
Tiempo (ms)

Figura 105. Patron para los ensayos de voltametria de pulsos

Las medidas de voltametria de pulsos se realizaron con la siguiente
configuracion de electrodos:

= FElectrodos de trabajo: metales nobles (Ir, Rh, Pt y Au) y no nobles (Ag,
Cu y Ni) incorporados a sendas estructuras de lengua electronica (ET) tal
y como se describe en el apartado 5.1 del Capitulo 1.

= Contraelectrodo: estructura cilindrica de acero inoxidable de las ET’s.

= Electrodo de referencia: electrodo de calomelanos (referencia XR110 de
Radiometer Analytical).

Sobre cada disolucion se llevaron a cabo 3 repeticiones de medidas de
voltametria de pulsos. En cada repeticion se aplico de forma consecutiva el
patron de tension a cada uno de los 7 electrodos de trabajo y se midi6 la sefial
de corriente correspondiente. Por cada electrodo se tomaron 1000 muestras de la
evolucion temporal de la corriente, lo que supone que en cada repeticion se
recogieron 7000 datos. Después de cada repeticion los electrodos fueron pulidos
mediante alimina gruesa (referencia 1.01097.1000 de Merck) y posteriormente
mediante alimina fina (referencia: 319767-25g de Aldrich) siguiendo el método
indicado en el apartado 5.3 del Capitulo 1.

Una vez hechas las 3 repeticiones se analizo la dispersion que presentaba cada
una de ellas mediante el algoritmo descrito en el apartado 4.2.3 del Capitulo 1.
Las repeticiones con una Dispersion Media con respecto a la Mediana DMM
(ver Ecuacion 43) mayor de 5 eran descartadas, llevandose a cabo una nueva
medida. Este valor limite fue establecido en base a una tanda de ensayos previos
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en los que se determind que dispersiones mayores a 5 se debian a suciedad en
los electrodos o a algun problema de contacto de los electrodos de trabajo o del
electrodo de referencia con la muestra. A continuacion, utilizando el formulario
de Promediado de Repeticiones de la aplicacion de PC (ver apartado 4.2.3 del
Capitulo 1), se calculo el promedio de las tres repeticiones de forma que al final
del proceso se obtuvo un fichero de ensayo para cada disolucion.

Analisis de los datos

Una vez realizados todos los ensayos de la experiencia, los datos obtenidos (33
ficheros de ensayo promediados por cada acido) fueron agrupados para generar
la informacién necesaria para la creacion de los modelos predictivos. Para ello
se utilizé el formulario Generacion de Fichero de Experiencia de la aplicacion
de PC (ver apartado 4.2.3 del Capitulo 1).

En primer lugar se analizé el comportamiento de todos los electrodos en
conjunto. Con los datos correspondientes a las dos primeras tandas se gener6 el
fichero experiencia de calibracion y con los datos de la ultima tanda el de
validacion.

Con el fin de evaluar distintas metodologias de compresion de los datos de
voltametria de pulsos se generaron diferentes lotes de ficheros de experiencia
(cada lote incluia un fichero de calibracion y un fichero de validacion):

= Un primer lote en el que se utilizaron para cada disolucion medida los
7000 valores recogidos por el sistema.

= Un segundo lote en el que se tomd unicamente 1 de cada 5 valores
recogidos, es decir un total de 1400 valores por disolucion.

= Un tercer lote en el que se guardd 1 de cada 10 valores recogidos (700
valores por disolucion).

= Y por altimo un cuarto lote en el que, en lugar de los valores de la
evolucion temporal de la corriente, se incluyeron los coeficientes de
aproximacion polinémica de 4° orden de la sefial de corriente en cada uno
de los pulsos. Dado que cada tren de pulsos dispone de 25 pulsos y que
cada pulso se representa mediante 5 coeficientes el numero total de datos
por disolucién en este caso fue de 875.
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También se evaluo la capacidad de prediccion de cada uno de los electrodos por
separado, para lo cual se generaron lotes de ficheros de experiencia especificos
para cada electrodo con las cuatro técnicas de compresion.

Los ficheros de datos generados fueron procesados mediante la herramienta de
analisis multivariante PLS Toolbox de Eigenvector Research Inc. A los datos
del set de calibracion se les aplicoé un analisis multivariante de minimos
cuadrados parciales (PLS) con el fin de generar el modelo predictivo. A
continuacion la fiabilidad y robustez del modelo construido fueron
comprobadas con los datos del set de validacion. Antes de procesar los datos
mediante el algoritmo PLS, se les aplicd un preprocesado de autoescalado (ver
apartado de la 6 Introduccion). Durante el procesado de los datos mediante la
herramienta PLS, y con el fin de establecer el nimero de variables 6ptimo para
construir el modelo, se llevd a cabo una validacion cruzada mediante el
algoritmo de Venetian Blinds con un tamafio para los subconjuntos de test de 4
(ver apartado 6 de la Introduccion). En la fase de validacion la evaluacion de los
modelos se realizO mediante una grafica de observado frente a predicho
prestando especial atencion a los siguientes parametros:

= R’ coeficiente de determinacion.

= RMSEDP: error cuadratico medio de prediccion.
= A: pendiente de la recta de tendencia.

= B: ordenada en el origen de tendencia.

3.2. Resultados y discusion

Estudio de la evolucion temporal de las seriales de corriente

Antes de proceder al analisis multivariante de los datos se llevo a cabo una
inspeccion visual de los mismos en la que se aprecidé que existia una relacion
entre las sefiales de corriente recogidas y las concentraciones de las
disoluciones. A modo de ejemplo, en la Figura 106 se muestra la evolucion
temporal de las sefiales de corriente correspondientes a disoluciones de acido
malico a distintas concentraciones para el caso del electrodo de Pt. En ella
puede observarse como conforme la concentracion de la disolucion aumenta la
amplitud de la sefial de corriente también aumenta, especialmente en la zona de
pulsos negativos del patron. Ademas se observa que los pulsos en los que este
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efecto se aprecia con mayor nitidez son pulsos que presentan una importante
componente faradica. Esto indica que la diferencia en el comportamiento se
debe en mayor medida a algun tipo de reaccion y en menor medida a los efectos
de doble capa eléctrica. Este comportamiento se explica analizando el
voltagrama ciclico de la Figura 100, en el que se observan, para valores
negativos de tension, los procesos de oxidacién y reduccion de los protones H'
liberados por el acido. Al aumentar la concentracion de acido, aumenta el
niamero de protones liberados y, en consecuencia, la corriente asociada a las
reacciones de oxidacion-reduccion de los mismos.

Electrodos: Pt
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Figura 106. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Pt para
disoluciones de acido malico de distintas concentraciones

En la Figura 107 se muestra la representacion grafica de la evolucion temporal
de la corriente medida para el caso del electrodo de Au en disoluciones de acido
ascorbico a distintas concentraciones. En este caso el aumento de la corriente en
funcion de los niveles de concentracion se produce exclusivamente para los
pulsos positivos. La explicacion de este fendémeno hay que buscarla en el
voltagrama de la Figura 101, en el cual se observa, como unico proceso
electroquimico de interés, la aparicion de una corriente anddica en el electrodo
de Au para potenciales positivos debida a la reaccion de oxidacion del
ascorbico. Cuanto mayor sea la concentracion de acido ascorbico mayor sera la
corriente derivada de la reaccion de oxidacion.
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Figura 107. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Au para
disoluciones de acido ascorbico de distintas concentraciones

Modelos de prediccion mediante regresion por minimos cuadrados parciales

En la Tabla 23 se muestran los resultados correspondientes a la validacion de
los modelos PLS generados a partir de los datos correspondientes a las medidas
con acido ascorbico. En dicha tabla se incluyen ocho filas (una para el conjunto
de todos los electrodos y otras siete para cada uno de los electrodos) y cuatro
columnas (una para el modelo en el que se incluyen todos los datos y otras tres
para los modelos de los tres métodos de compresion de datos que se quieren
evaluar).

En primer lugar se observa que todos los electrodos, excepto el Ir (que presenta
un coeficiente de determinacion bajo) y el Pt, permiten una buena prediccion
del acido ascorbico en disoluciones simples, siendo el Ni y la Ag los metales
que muestran el mejor coeficiente de determinacion. El electrodo de Ag ademas
presenta unos valores del RMSEP muy bajos y la recta de tendencia se
aproxima mucho al comportamiento ideal (pendiente A cercana al 1 y ordenada
en el origen B cercana al 0). Por otro lado, cuando se trabaja con todos los
electrodos juntos (modo de lengua electronica) los resultados son igualmente
buenos, superando para el caso de la aproximacion polindmica el
comportamiento de la Ag.
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Electrodo Todos los 1decada5 | 1decada10 Apro_xu:na_mon
puntos polinébmica
R% 0,902 |R% 0,893 |R%: 0,931 |R%: 0,990
A 1,0337 |A: 1,0785 |A: 1,0351 |A: 1,0304
Todos |B: -0,0197 [B: -0,0053 (B: -0,0152 [B: -0,0037
RMSEP: 0,0210 |RMSEP: 0,0121 |RMSEP: 0,0162 |RMSEP: 0,0041
LV: 4 LV: 3 LV: 5 LV: 3
R2: 0,492 |[R% 0,389 |R%: 0,440 |R% 0,0217
A 0,5838 |A: 0,5901 |A: 0,6898 |A: 0,0512
Ir B: 0,0116 |B: 0,0300 |(B: 0,0200 (B: -0,0127
RMSEP: 0,0247 |RMSEP: 0,0284 |RMSEP: 0,0268 |RMSEP: 0,0681
LV: 4 LV: 4 LV: 4 LV: 3
RZ% 0,862 |[R% 0,858 |R*: 0,839 |R%: 0,849
A 0,8088 |A: 0,7680 |A: 0,7117 |A: 0,8600
Rh B: -0,0191 [B: -0,0176 |B: -0,0156 |B: -0,0050
RMSEP: 0,0311 [RMSEP: 0,0317 |[RMSEP: 0,0329 |RMSEP: 0,0172
LV: 3 LV: 3 LV: 3 LV: 7
RZ: 0,615 [R% 0,728 |R%: 0,808 |R*: 0,840
A 0,5213 |A: 0,8636 |A: 0,8902 |A: 0,9026
Pt B: -0,0100 |B: -0,0192 (B: -0,0186 [B: 0,0179
RMSEP: 0,0394 |RMSEP: 0,0312 |[RMSEP: 0,0279 |RMSEP: 0,0183
LV: 6 LV: 3 LV: 3 LV: 4
Ra: 0,808 |[R% 0,814 |R%: 0,814 |R%: 0,846
A 0,8902 |A: 1,2818 |A: 13124 |A: 1,2769
Au B: -0,0186 |B: -0,0063 (B: -0,0046 |B: -0,0021
RMSEP: 0,0203 |RMSEP: 0,0227 |RMSEP: 0,0248 |RMSEP: 0,0226
LV: 2 LV: 2 LV: 2 LV: 2
RZ% 0,926 |[R% 0,930 |R%: 0,942 |R%: 0,969
A 0,9177 |A: 0,9258 |A: 0,9782 |A: 1,0968
Ag B: 0,0019 [B: 0,0047 (B: 0,0060 (B: -0,0082
RMSEP: 0,0089 |RMSEP: 0,0084 |[RMSEP: 0,0091 |RMSEP: 0,0077
LV: 3 LV: 2 LV: 2 LV: 6
R% 0,802 |R% 0,769 |R%: 0,882 |R%: 0,895
A 0,9275 |A: 0,9598 |A: 0,9215 |A: 1,1469
Cu B: 0,0200 |B: 0,0221 |B: 0,0066 |B: -0,0242
RMSEP: 0,0221 |RMSEP: 0,0261 |[RMSEP: 0,0113 |RMSEP: 0,0214
LV: 4 LV: 4 LV: 3 LV: 9
R% 0,988 |R% 0,990 |[R*: 0,982 |[R*: 0,914
A 1,1462 |A: 1,1276 |A: 1,1398 |(A: 1,1203
Ni B: -0,0217 |B: -0,0076 (B: -0,0131 [B: -0,0192
RMSEP: 0,0157 |RMSEP: 0,0056 |[RMSEP: 0,0089 |RMSEP: 0,0175
LV: 3 LV: 2 LV: 2 LV: 10

Tabla 23. Resultados de la validacién de los modelos PLS para el acido ascoérbico

En cuanto a los métodos de compresioén de datos se observa que para cualquiera
de los electrodos se obtienen valores de R* muy similares. Cuando el coeficiente
de determinacién es bueno utilizando todos los puntos también lo es tomando 1
de cada 5 puntos, tomando 1 de cada 10 puntos o utilizando los coeficientes de
la aproximacion polinémica. Incluso para el Pt se aprecia como el R” obtenido
con los métodos de compresion de datos es sensiblemente mejor que el obtenido
incluyendo en el estudio todos los puntos.
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Figura 108. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS para el acido ascorbico

Para el caso del Ir los resultados son malos en los cuatro casos. Todo ello
demuestra que los métodos de compresion de datos propuestos no afectan
ostensiblemente al modelo generado permitiendo una reduccion en el nimero de
datos almacenados y procesados. Otra observacion interesante es que para
algunos de los modelos obtenidos a partir de los datos comprimidos mediante el
método de aproximaciones sucesivas el nimero de variables latentes optimo
(establecido mediante el método de validacion cruzada Venetian Blinds) es alto.
Esto, en principio, podria producir efectos de sobre entrenamiento que darian
lugar a malas predicciones de nuevos datos. Sin embargo, la aplicacion del
modelo al set de validacién da buenos resultados con un R* y un RMSEP
similares a los obtenidos en la validacién de los modelos correspondientes a los
otros métodos de compresion. A modo de ejemplo en la Figura 108 se han
incluido las graficas de observado frente a predicho para 4 casos: utilizando
todos los electrodos y los coeficientes de aproximacion polindmica (a),
utilizando el electrodo de Ag e incluyendo 1 de cada 10 puntos (b), utilizando el
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electrodo de Ag y tomando todos los puntos (¢) y por ultimo utilizando el
electrodo de Ni e incluyendo uno de cada 5 puntos (d). En todos ellos se
observa como el comportamiento de la recta de tendencia (recta roja) se asemeja
mucho al comportamiento ideal (recta verde).

T | i i6
Electrodo LS 1decada5 | 1decada10 Apro_x|ma_c|on
puntos polinémica
R% 0.949 |[R%: 0.953 |[R%: 0.960 |[R%: 0.983
A 1.0733 |A: 1.0856 |A: 1.0872 |A: 1.0576
Todos |B: 0.0032 |B: 0.0039 |B: 0.0038 |B: 0.0029
RMSEP: 0.0107 |RMSEP: 0.0115 [RMSEP: 0.0111 |RMSEP: 0.0076
LV: 4 LV: 4 LV: 4 LV: 3
R%: 0.973 |R%: 0.969 |R% 0.963 |R% 0.963
A 12181 |A: 12247 |A: 1.2390 |A: 1.0500
Ir B: -0.0018 (B: -0.0005 (B: 0.0003 |B: 0.0120
RMSEP: 0.0131 |[RMSEP: 0.0147 [RMSEP: 0.0163 |RMSEP: 0.0160
LV: 2 LV: 2 LV: 2 LV: 5
R% 0.962 |R%: 0.967 |R%: 0.971 |R%: 0.965
A 1.1420 |A: 11384 |A: 11511 |A: 0.9945
Rh B: -0.0176 |B: -0.0179 |B: -0.0212 [B: 0.0007
RMSEP: 0.0135 |RMSEP: 0.0136 |RMSEP: 0.0157 |RMSEP: 0.0060
LV: 4 LV: 4 LV: 4 LV: 5
R%: 0.980 |R% 0.975 |R% 0.977 |R% 0.981
A: 0.9268 |A: 0.9356 |A: 0.9425 |A: 1.1379
Pt B: -0.0066 |B: -0.0053 |B: -0.0052 |B: 0.0061
RMSEP: 0.0114 |RMSEP: 0.0099 |RMSEP: 0.0095 |RMSEP: 0.0146
LV: 3 LV: 3 LV: 3 LV: 3
R% 0.788 |R% 0.742 |R% 0.888 |R% 0.793
A 0.9292 |A: 0.9948 |A: 0.9106 |A: 0.9199
Au B: 0.0045 |B: 0.0099 |B: 0.0010 |B: -0.0010
RMSEP: 0.0154 |RMSEP: 0.0209 |RMSEP: 0.0002 |RMSEP: 0.0159
LV: 4 LV: 2 LV: 6 LV: 4
R% 0.975 |R%: 0.979 |[R%: 0.973 |[R%: 0.974
A: 0.9763 |A: 0.9985 |A: 1.0051 |A: 1.0440
Ag B: 0.0101 |B: 0.0091 |B: 0.0089 |B: 0.0069
RMSEP: 0.0102 |RMSEP: 0.0101 |RMSEP: 0.0106 |RMSEP: 0.0106
LV: 4 LV: 4 LV: 3 LV: 2
R%: 0.970 |R* 0.983 |R% 0.982 |R% 0.987
A 0.9368 |A: 0.9804 |A: 1.0170 |A: 0.9956
Cu B: 0.0037 |B: 0.0038 |B: 0.0026 |B: 0.0040
RMSEP: 0.0056 |RMSEP: 0.0050 |RMSEP: 0.0057 |RMSEP: 0.0052
LV: 4 LV: 5 LV: 5 LV: 5
R%: 0.930 |R% 0.944 |R%: 0.980 |R% 0.994
A 1.0093 |A: 1.0278 |A: 1.1054 |A: 1.1059
Ni B: 0.0016 |B: 0.0026 |B: 0.0041 |B: 0.0044
RMSEP: 0.0090 |[RMSEP: 0.0089 [RMSEP: 0.0111 |RMSEP: 0.0106
LV: 3 LV: 3 LV: 6 LV: 7

Tabla 24. Resultados de la validaciéon de los modelos PLS para el acido citrico

La Tabla 24 muestra los resultados de validacién de los modelos PLS para el
acido citrico. De forma general se observa que los resultados obtenidos con el
citrico son mejores que los obtenidos para el ascorbico. De hecho en este caso
todos los electrodos excepto el Au presentan coeficientes de determinacion por
encima de 0,9 para todos los modos de compresion de datos. Ademds los
valores de los RMSEP son sensiblemente inferiores a los obtenidos para el
acido ascorbico. Los electrodos con mejor comportamiento son el Cu, el Pt y el
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Ni que presentan unos coeficientes de determinacion altos combinados con unos
valores del RMSEP bajos. El peor comportamiento corresponde al electrodo de
Au cuyo R” para el caso en el se incluyen 1 de cada 5 puntos es de 0,742 con un
RMSEP de 0,0209. De nuevo se observa que los resultados para los distintos
métodos de compresion son muy similares y que la combinacion de todos los
electrodos da lugar a modelos robustos.
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Figura 109. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS para el acido citrico

Una muestra de los buenos resultados de prediccion obtenidos para el acido
citrico son las gréficas de observado frente a predicho que aparecen en la Figura
109. En ella se observa como para los 4 casos seleccionados la recta de
tendencia esta muy proxima a la recta de comportamiento ideal. Por ejemplo, la
validacion del modelo correspondiente al electrodo de Cu tomando 1 de cada 5
puntos (grafica c)) presenta una recta de tendencia con una pendiente muy
proxima al valor 1 (0,9804) y una ordenada en el origen muy baja (0,0038).
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Electrodo Todos los 1decada5 | 1decada10 Apro_xu:na_mon
puntos polinébmica
R% 0.987 |R% 0.985 |R%: 0.988 |R%: 0.992
A 0.9496 |A: 0.9449 |A: 0.9677 |A: 1.0255
Todos |B: 0.0064 |B: 0.0059 |B: 0.0046 |B: -0.0017
RMSEP: 0.0055 |RMSEP: 0.0052 |RMSEP: 0.0046 |RMSEP: 0.0031
LV: 3 LV: 2 LV: 2 LV: 3
R2: 0.989 |[R% 0.996 |R%: 0.981 |[R%: 0.985
A 1.0578 |A: 1.0374 |A: 0.9987 |A: 1.0279
Ir B: -0.0015 |B: 0.0012 (B: -0.0018 [B: -0.0012
RMSEP: 0.0042 |RMSEP: 0.0039 |[RMSEP: 0.0048 |RMSEP: 0.0041
LV: 7 LV: 7 LV: 3 LV: 4
RZ% 0.979 |[R% 0.968 |R*: 0.980 |R% 0.938
A 1.0232 |A: 0.9836 |A: 1.0378 |A: 1.0783
Rh B: -0.0007 |B: 0.0032 |B: 0.0010 [B: 0.0029
RMSEP: 0.0048 [RMSEP: 0.0062 |[RMSEP: 0.0056 |RMSEP: 0.0114
LV: 7 LV: 6 LV: 6 LV: 2
RZ: 0.995 |[R% 0.994 |R%: 0.990 |[R%: 0.993
A 1.0313 |A: 1.0395 |A: 1.0773 |A: 1.1117
Pt B: 0.0015 [B: 0.0017 |B: -0.0022 [B: -0.0039
RMSEP: 0.0041 |RMSEP: 0.0047 |[RMSEP: 0.0045 |RMSEP: 0.0048
LV: 4 LV: 4 LV: 4 LV: 3
RZ% 0.963 |[R% 0.937 |R%: 0.945 |R%: 0.982
A 1.0990 |A: 0.9482 |A: 0.9896 |A: 1.0892
Au B: -0.0076 |B: 0.0003 |B: -0.0014 |B: -0.0049
RMSEP: 0.0080 |RMSEP: 0.0083 |[RMSEP: 0.0078 |RMSEP: 0.0055
LV: 3 LV: 2 LV: 2 LV: 5
RZ% 0.987 |[R% 0.988 |R%: 0.993 |[R%: 0.969
A 0.9857 |A: 1.0674 |A: 1.0631 |A: 1.0068
Ag B: 0.0003 |B: -0.0042 (B: -0.0048 [B: 0.0005
RMSEP: 0.0036 |RMSEP: 0.0044 |[RMSEP: 0.0039 |RMSEP: 0.0057
LV: 3 LV: 6 LV: 6 LV: 5
R% 0.965 |R% 0.959 |R%: 0.965 |R*: 0.982
A 0.9555 |A: 0.9412 |A: 0.9429 |A: 0.9515
Cu B: 0.0111 |B: 0.0126 |B: 0.0109 |B: 0.0014
RMSEP: 0.0106 |RMSEP: 0.0116 |[RMSEP: 0.0100 |RMSEP: 0.0044
LV: 5 LV: 4 LV: 4 LV: 3
R% 0972 |R% 0.982 |[R% 0.962 |R*: 0.995
A 0.9527 |A: 0.9861 |A: 1.0120 |A: 0.9619
Ni B: 0.0016 |B: -0.0001 [B: -0.0018 [B: 0.0045
RMSEP: 0.0054 |RMSEP: 0.0044 |[RMSEP: 0.0065 |RMSEP: 0.0036
LV: 3 LV: 3 LV: 3 LV: 6

Tabla 25. Resultados de la validacién de los modelos PLS para el acido malico

Los datos correspondientes a la validacion de los modelos PLS construidos para
la prediccion del acido malico se muestran en la Tabla 25. De los tres acidos el
acido malico es el que mejor comportamiento presenta. En primer lugar los
valores de R* de las validaciones sea cual sea el electrodo o el método de
compresion estan por encima del 0,900. En concreto el Pt presenta, para todos
los métodos de compresion, unos R* superiores al 0,990 y unos RMSEP por
debajo de 0,005. Los resultados de las validaciones para el caso de todos los
electrodos son también muy buenos con R* superiores a 0,980 y valores de
RMSERP inferiores o iguales a 0,0055, lo que confirma el buen funcionamiento
del sistema en modo de lengua electronica. Por ultimo, todos los modos de
compresion de datos ofrecen resultados similares. No hay un método que
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presente claramente mejores resultados que el resto; para cada electrodo la
técnica de compresion con mejores resultados de validacion es diferente.

En la Figura 110 se muestran las graficas de observado frente a predicho para 4
de los casos que mejor respuesta han dado. En los 4 casos se observa como la
recta de tendencia esta practicamente alineada con la recta de comportamiento
ideal.
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Figura 110. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS para el acido citrico

3.3. Conclusiones

En este apartado se llevaron a cabo ensayos dirigidos a la generacion de
modelos de prediccion de concentracion de acido ascorbico, citrico y malico en
disoluciones simples. Para cada 4cido se realizaron tres tandas de ensayos sobre
11 disoluciones simples (baset+acido) con distintos grados de concentracion.
Con las dos primeras tandas se construyd un modelo de prediccion mediante la
herramienta de analisis multivariante PLS, mientras que la tercera tanda se
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utiliz6 para la validacién de dicho modelo. Se construyeron modelos para los
distintos tipos de electrodos utilizados, asi como para distintas técnicas de
compresion de datos. De los resultados obtenidos en la validacion de los
modelos se derivan las siguientes conclusiones:

= La voltametria de pulsos es una técnica adecuada para la cuantificacion
de los tres acidos en disoluciones simples. Para el acido ascorbico el
electrodo de Ag presentd los mejores resultados de validacion, siendo
también adecuado el electrodo de Ni. El acido citrico puede ser
cuantificado de forma correcta con todos los electrodos menos con el de
Au; siendo el Cu el electrodo que mejor comportamiento presenta con
coeficientes de determinacion por encima de 0,97 y errores cuadraticos
medios de prediccion inferiores a 0,006. En cuanto al acido malico todos
los electrodos dieron lugar a modelos de prediccion robustos. Por altimo,
cabe destacar que la configuracion en lengua electronica, es decir, la
combinacién de todos los electrodos, permitio obtener resultados de
prediccion al menos igual de buenos que el mejor de los electrodos.

» En cuanto a los 3 métodos de compresion de datos evaluados (tomar 1 de
cada 5 puntos, tomar 1 de cada 10 puntos o aproximacion polinomica de
orden 4) dieron, para todos los modelos generados, resultados similares a
los obtenidos utilizando todos los puntos de la evolucion temporal de las
senales de corriente. Se puede concluir, por tanto, que estos métodos
permiten reducir el nimero de datos requeridos para la generacion y
aplicacion del modelo sin afectar a la calidad del mismo. En
determinados casos esto puede suponer una ventaja a la hora de construir
el hardware ya que reduce los requerimientos del sistema en cuanto a
memoria. Por otro lado el uso de esta técnica de compresion tiene la
ventaja de filtrar las sefales de corriente lo que elimina el ruido eléctrico
que puedan contener.

En definitiva, queda demostrado que el sistema de lengua electronica
voltamétrica disefiado permite la cuantificacion de los tres acidos estudiados en
disoluciones simples. Faltaria evaluar el sistema cuando los 4acidos se
encuentran en matrices complejas como zumos o frutas. En este caso los
procesos electroquimicos en la interfaz electrodo-muestra se complican ya que
hay mas componentes que pueden reaccionar con el electrodo o afectar a los
movimientos de cargas (efecto de doble capa eléctrica). Con objeto de
profundizar en el estudio de los fenomenos derivados de la interaccion de los
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distintos componentes que pueden integrar las mencionadas matrices complejas
(otros acidos, azucares, fibras, minerales, etc.), se puso en marcha una
experiencia en la que se evalud la posibilidad de cuantificar los mismos acidos
pero esta vez en mezclas binarias

4. Estudios de voltametria pulsos en disoluciones binarias

Una de las conclusiones importantes extraidas de los estudios de voltametria
ciclica (ver apartado 2.3 de este capitulo) fue que el acido ascorbico tiene un
comportamiento electroquimico muy distinto al del citrico y al del malico. Por
tanto, parece razonable pensar que seria posible aplicar la técnica de voltametria
de pulsos para la generacion de modelos predictivos que permitiesen la
cuantificacion de los acidos en disoluciones binarias de ascorbico con
cualquiera de los otros dos acidos. El objetivo fundamental de esta experiencia
es, por tanto, la generacion de estos modelos para disoluciones binarias de
ascorbico-citrico y ascorbico-malico. También se han llevado a cabo estudios en
los que el pH se incorpora a los modelos como una tercera variable
independiente con el fin de establecer en qué medida dicho parametro afecta a
la prediccion de los acidos.

4.1. Material y métodos.

Preparacion de las disoluciones binarias

Para cada combinacion de acidos se realizaron tres tandas de medida (A, B y C).
En cada tanda se prepararon 25 disoluciones con distintos niveles de
concentracion de cada acido, tal y como se indica en la Tabla 26. Las
disoluciones se prepararon a partir de una base de dihidrogeno fosfato de
potasio KH,PO, (referencia PO02600250 de Scharlau) al 0,01 M (pH 4.9 £ 0.1;
o 809.25 £ 10 puS/cm) y de los siguientes acidos: ascorbico (referencia
ACO05150250 de Scharlau), citrico monohidratado (referencia AC07200500 de
Scharlau) y mélico (referencia 86767 de Guinama).
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Muestra Disoluciones Asc-Cit Disoluciones Asc-Mal
Ascorbico Citrico Ascorbico Malico
1 0 M (Base) | 0 M (Base) | 0 M (Base) | 0 M (Base)
2 0 M (Base) 0,025 M 0 M (Base) 0,025 M
3 0 M (Base) 0,05 M 0 M (Base) 0,05 M
4 0 M (Base) 0,075 M 0 M (Base) 0,075 M
5 0 M (Base) 0,1 M 0 M (Base) 0,1 M
6 0,025 M 0 M (Base) 0,025 M 0 M (Base)
7 0,025 M 0,025 M 0,025 M 0,025 M
8 0,025 M 0,05 M 0,025 M 0,05 M
9 0,025 M 0,075 M 0,025 M 0,075 M
10 0,025 M 0,1 M 0,025 M 0,1M
11 0,05 M 0 M (Base) 0,05 M 0 M (Base)
12 0,05 M 0,025 M 0,05 M 0,025 M
13 0,05 M 0,05 M 0,05 M 0,05 M
14 0,05 M 0,075 M 0,05 M 0,075 M
15 0,075 M 0,1 M 0,075 M 0,1M
16 0,075 M 0 M (Base) 0,075 M 0 M (Base)
17 0,075 M 0,025 M 0,075 M 0,025 M
18 0,075 M 0,05 M 0,075 M 0,05 M
19 0,075 M 0,075 M 0,075 M 0,075 M
20 0,075 M 0,1 M 0,075 M 0,1 M
21 0,1 M 0 M (Base) 0,1 M 0 M (Base)
22 0,1 M 0,025 M 0,1 M 0,025 M
23 0,1 M 0,05 M 0,1 M 0,05 M
24 0,1 M 0,075 M 0,1 M 0,075 M
25 0,1 M 0,1 M 0,1 M 0,1M

Tabla 26. Concentraciones de las disoluciones binarias de acidos
Ensayos de voltametria de pulsos y medidas de pH

Previamente a los ensayos de voltametria de pulsos se realiz6 una medida de pH
sobre cada una de las muestras (ver Tabla 27).
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Muestra pH disoluciones Asc-Cit | pH disoluciones Asc-Mal
A B C A B C
1 4.84 4.94 4.75 4.94 4.67 5.02
2 2.28 2.25 2.09 2.28 2.29 2.33
3 2.16 2.08 1.90 2.08 2.08 2.08
4 1.99 2.11 1.98 1.97 2.07 1.93
5 1.95 1.89 1.98 1.89 2.03 1.94
6 2.87 2.89 2.81 2.76 2.77 2.75
7 243 2.29 2.16 2.23 2.23 2.27
8 2.02 2.18 1.99 2.06 2.10 2.08
9 2.04 2.13 1.89 1.96 2.02 1.97
10 2.02 1.87 1.77 1.92 1.93 1.90
11 2.67 2.66 2.64 2.55 2.56 2.57
12 2.25 241 2.11 2.19 2.19 2.15
13 2.08 2.10 1.95 2.05 2.07 2.04
14 1.97 2.09 1.79 1.95 1.97 1.94
15 1.85 1.97 1.76 1.89 1.91 1.87
16 2.68 2.64 247 245 2.47 2.44
17 2.23 2.56 2.08 2.15 2.18 2.13
18 2.06 2.22 1.94 2.01 2.1 2.01
19 1.96 1.98 1.88 1.94 1.93 1.90
20 1.84 1.98 1.90 1.91 1.89 1.82
21 2.51 2.53 241 2.38 2.40 2.35
22 2.20 2.23 2.08 2.13 2.13 2.09
23 1.93 2.08 2.01 2.01 2.01 1.97
24 1.92 1.93 1.90 1.91 1.92 1.89
25 1.79 1.99 1.81 1.93 1.87 1.81

Tabla 27. Valores de pH de las disoluciones binarias de acidos

Para los ensayos de voltametria de pulsos se trabajé con el mismo patrén (ver
Figura 105) y con la misma configuracién de electrodos utilizados en la
experiencia de las disoluciones simples (ver apartado 3.1 de este capitulo).

Al igual que en dicha experiencia, sobre cada disolucion binaria se llevaron a
cabo 3 repeticiones recogiendo por cada una de ellas 7000 valores
correspondientes a la evolucion temporal de la sefial de corriente en los
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electrodos de trabajo (7 electrodos, de cada uno de los cuales se tomaron 1000
muestras). Después de cada repeticion los electrodos eran pulidos siguiendo el
procedimiento indicado en el apartado 5.3 del Capitulo 1. Sobre las repeticiones
se hizo un estudio de dispersion aplicando la herramienta de la aplicacion de PC
descrita en el apartado 4.2.3 del Capitulo 1. Si alguna repeticion presentaba una
Dispersion Media con respecto a la Mediana (DMM) mayor de 5 los datos de
dicha repeticion eran descartados y se realizaba una nueva medida. Finalmente
los valores de las 3 repeticiones para cada una de las disoluciones binarias
medidas fueron promediados mediante el formulario Promediado Repeticiones
de la aplicacion de PC.

Analisis de los datos

Una vez finalizados los ensayos y promediados los datos de las repeticiones se
obtuvieron 75 ficheros de ensayo para cada una de las 2 combinaciones de
acidos. Estos 75 ficheros correspondian a las 3 tandas de 25 disoluciones que se
midieron. A partir de estos ficheros de ensayo, y mediante el formulario
Generacion de Ficheros de Experiencia de la aplicacion de PC, se construyeron
los ficheros de experiencia utilizados para el analisis multivariante.

En el apartado 3.3 de este capitulo se establecid6 que la diferencia de
comportamiento electroquimico del acido ascérbico con respecto al malico o al
citrico era mas acentuada para potenciales positivos. Por ello, se decidié evaluar
en qué medida el tipo de pulso aplicado podria afectar a los resultados del
analisis multivariante. Para lo cual se generaron tres tipos de ficheros de
experiencia: unos en los que se incluyeron todos los pulsos, otros en los que
incluyeron solo los pulsos positivos y por tltimo otros en los que solo aparecian
los pulsos negativos. Dado que todas las técnicas de compresion de datos
mostraron una buena efectividad en la generacion de los modelos predictivos
(ver apartado 3.2 de este capitulo), y que los resultados obtenidos fueron
similares para las tres técnicas propuestas, en esta experiencia se optd por
trabajar con los datos comprimidos. La técnica elegida fue la consistente en
tomar 1 de cada 5 puntos porque permite reducir a una quinta parte el nimero
de datos que deben manejarse en la generacion y validacion de los modelos pero
al mismo tiempo describe con mayor fidelidad que las otras dos técnicas la
evolucion temporal de las sefales de corriente.

Antes de proceder a la generacion de los modelos de prediccion y con objeto de
tener una idea global del comportamiento del sistema se llevo a cabo un estudio
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mediante analisis de componentes principales (PCA) con los datos de la primera
tanda de medida. Mediante el formulario de Generacion de Ficheros de
experiencia se confeccionaron los ficheros de datos de experiencia. Para cada
mezcla de acidos (ascorbico-citrico y ascorbico-malico) se generaron dos
ficheros de experiencia: uno solo con los pulsos positivos y otro solo con los
puntos negativos. En ambos ficheros se incluyeron los datos de todos los
electrodos (no se llevo a cabo un estudio PCA de cada electrodo por separado).
Para realizar el analisis de componentes principales se utilizd el software
PLS Toolbox.

En cuanto al estudio mediante minimos cuadrados parciales, los ficheros de
experiencia necesarios para la generacion de los modelos predictivos se
construyeron a partir de los datos de las dos primeras tandas de ensayos (set de
calibracion); mientras que los ficheros utilizados en la validacion del modelo se
confeccionaron en base a los datos de la tultima tanda (set de validacion).
Ademas de los ficheros de experiencia con todos los electrodos se generaron
ficheros de experiencia para cada electrodo por separado con el fin de evaluar
cuales de ellos permitian obtener mejores modelos de prediccion. Y para cada
caso, se construyeron tres tipos de ficheros de experiencia: uno con todos los
pulsos, otro con los pulsos positivos y un ultimo con los pulsos negativos.
Dichos ficheros se procesaron con la herramienta de PLS Toolbox siguiendo el
mismo procedimiento descrito en el apartado 3.1 de este capitulo. En un primer
estudio se aplico un algoritmo PLS con dos variables dependientes
correspondientes a la concentracion de cada uno de los acidos de la mezcla.
Durante el proceso de calibracion, y con el fin de establecer el nimero 6ptimo
de variables latentes que debian incorporarse en el modelo, se llevo a cabo un
algoritmo de validacion cruzada de tipo Ventian Blinds, siendo 7 el tamafio de
los subconjuntos de test. Este estudio se realizé sobre todos los ficheros de
experiencia generados. A continuacion, se estudié el efecto del pH sobre la
prediccion de los dos acidos. Para ello se construyé un modelo con tres
variables dependientes: las concentraciones de los dos acidos presentes en la
mezcla y el pH. En este caso Unicamente se implementd un modelo
considerando todos los electrodos y todos los pulsos. En el proceso de
validacion, la robustez de los modelos se evalué6 mediante el estudio del
coeficiente de determinacion (R?), el error cuadratico medio de prediccion
(RMSEP) y la pendiente (A) y la ordenada en el origen (B) de la recta de
tendencia del grafico de observado frente a predicho.
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4.2. Resultados y discusion

Estudio mediante andlisis de componentes principales

En la Figura 111 se muestran diversos graficos con la distribucion de las
muestras en el plano formado por las dos primeras componentes principales
para el caso de las disoluciones binarias de ascorbico y citrico.

a) Asc-Cit / Pulsos Negativos / Clasificacion por Ascorbico

Scores on PC 2 (25.04%)
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Figura 111. Graficas de analisis PCA para las disoluciones binarias de ascérbico y

En las graficas a) y b) se muestra el comportamiento del sistema cuando se
utilizan solo los pulsos negativos mientras que c) y d) representa el
comportamiento para pulsos positivos. En a) y c) las muestras se han agrupado
en funcion de la concentracion de acido ascorbico mientras que en b) y d) la
clasificacion se realiza en base a la concentracién de citrico. Como puede
apreciarse en a) cuando se trabaja con pulsos negativos los grupos de distintas
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concentraciones de ascorbico se mezclan lo que implica que el sistema no es
capaz de discriminar las concentraciones de ascorbico cuando se utilizan pulsos
negativos. Sin embargo, en c) se distinguen claramente los distintos grupos de
ascorbico, lo que significa que el uso de pulsos positivos si que permite
diferenciar las distintas concentraciones de ascorbico. Tanto en la grafica b)
como en la grafica d) las clases de citrico aparecen claramente separadas, lo que
indica que el citrico puede discriminarse tanto con pulsos positivos como con
pulsos negativos.
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Figura 112. Graificas de analisis PCA para las disoluciones binarias de ascérbico y
malico

En la Figura 112 se representan el mismo tipo de graficas pero esta vez para las
mezclas de ascorbico y malico. Las conclusiones que se derivan de su estudio
son muy similares. Las concentraciones de ascorbico solo pueden discriminarse
mediante uso de pulsos positivos, mientras que la clasificacion de las
concentraciones de acido malico puede lograrse tanto con pulsos positivos como
con pulsos negativos.
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Modelos de prediccion mediante regresion por minimos cuadrados parciales

En la Tabla 28 se muestran los resultados correspondientes a la validacion de
los modelos generados para las disoluciones binarias de ascorbico y malico. La
tabla se compone de 8 filas: una por cada uno de los electrodos mas la fila
correspondiente al conjunto de todos los electrodos. Por otro lado, en la tabla
aparecen dos grupos de tres columnas: un grupo corresponde a los resultados de
validacion del modelo para el ascorbico y el otro para el citrico. En cada grupo
hay tres columnas: una en la que se muestran los resultados de validacion del
modelo construido con los datos de todos los pulsos, otra con los resultados del
modelo construido con los pulsos negativos Unicamente y finalmente otra en la
que se muestran los resultados del modelo correspondiente solo a los pulsos
positivos.

De la observacion de la primera columna de los datos de ascorbico se deduce
que la determinacion de la concentracion de este acido en mezclas con citrico
puede hacerse correctamente con los electrodos de Ir, Rh, Pt, Au y Ag o bien
con una combinacion de todos los electrodos. Sin embargo, los resultados de
validacion para el Cu y el Ni son muy malos (coeficientes de determinacion
cercanos a 0). Este hecho resulta curioso ya que el Cu y el Ni presentaron
buenos comportamientos en las disoluciones simples, y supone la confirmacion
de que las interacciones que se producen entre los dos acidos al ser mezclados
afecta a su comportamiento electroquimico. En cuanto al acido citrico los
resultados de validacion de los modelos construidos con todos los pulsos son
buenos para cada uno de los electrodos, aunque los R* obtenidos son por lo
general ligeramente inferiores a los obtenidos para disoluciones simples.

El comportamiento de los modelos cuando solo se utilizan los pulsos negativos
para el acido ascorbico es muy malo presentando coeficientes de determinacion
muy bajos y valores altos del RMSEP. Sin embargo, cuando se trabaja con
pulsos positivos los resultados de validacion vuelven a ser buenos (excepto para
el Cu y Ni) acercandose mucho a los valores de R* y RMSEP obtenidos cuando
se utilizan todos los pulsos. Tal y como se comento6 en el apartado 2.2 de este
capitulo, del analisis de los estudios de voltametria ciclica se deduce que la
diferencia fundamental entre el comportamiento electroquimico del ascorbico
con respecto a los otros dos acidos aparece a potenciales positivos (oxidacion
del ascorbico).
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Ascorbico Citrico

Electrodo Todos los Solo pulsos | Solo pulsos Todos los Solo pulsos | Solo pulsos
pulsos negativos positivos pulsos negativos positivos
R% 0.910 |R% 0.552 |R% 0.911 |[R% 0.897 |[R%: 0919 [R%: 0.899
A 1.0461 |A: 0.5969 |A: 1.1042 |A: 0.7733 |A: 0.7628 |A: 0.7666
Todos |B: 0.0222 (B: 0.0208 |B: 0.0219 [B: 0.0126 |B: 0.0078 |B: 0.0098
RMSEP: 0.0272 |RMSEP: 0.0238 |RMSEP: 0.0300 [RMSEP: 0.0123 |[RMSEP: 0.0123 |RMSEP: 0.0124

LV: 5 LV: 8 LV: 5 LV: 5 LV: 8 LV: 5
R2: 0.929 |R% 0282 |R% 0.907 |R% 0931 |R%: 0.908 |R*: 0.912
A: 0.8201 |A: 0.5200 |A: 0.8064 |A: 0.8091 |A: 0.8060 |A: 0.7993
Ir B: 0.0241 (B: 0.0055 |(B: 0.0218 |B: 0.0096 |B: 0.0100 |B: 0.0076
RMSEP: 0.0183 |RMSEP: 0.0386 |RMSEP: 0.0166 [RMSEP: 0.0103 |[RMSEP: 0.0114 |RMSEP: 0.0115

LV: 5 LV: 4 LV: 3 LV: 5 LV: 4 LV: 3
R% 0.882 |R% 0.375 |R% 0.895 |[R% 0.890 |[R%: 0.889 [R%: 0.925
A 1.0360 |A: 0.4241 |A: 0.9006 |A: 0.7898 |A: 0.7916 |A: 0.7883
Rh B: 0.0128 |B: 0.0334 |B: 0.0188 |B: 0.0020 |B: 0.0104 |B: 0.0082
RMSEP: 0.0198 |RMSEP: 0.0285 |RMSEP: 0.0180 [RMSEP: 0.0150 |[RMSEP: 0.0123 |RMSEP: 0.0112

LV: 6 LV: 2 LV: 3 LV: 6 LV: 2 LV: 3
R% 0.840 |R% 0.623 |[R% 0.754 |R% 0.932 [R%: 0.889 |[R%: 0.913
A: 0.9185 |A: 0.6338 |A: 0.8968 |A: 0.7809 |A: 0.7500 |A: 0.8145
Pt B: 0.0138 |B: 0.0288 |B: 0.0083 |B: 0.0109 |B: 0.0092 |B: 0.0105
RMSEP: 0.0174 |RMSEP: 0.0241 |RMSEP: 0.0188 |RMSEP: 0.0108 [RMSEP: 0.0133 |RMSEP: 0.0111

LV: 5 LV: 3 LV: 2 LV: 5 LV: 3 LV: 2
R% 0.872 |R% 0.184 |[R% 0.859 |R% 0.909 |[R%: 0.851 [R%: 0.882
A 1.2549 |A: 0.3771 |A: 1.2960 |A: 0.8938 |A: 0.6979 |A: 0.9390
Au B: 0.0225 |B: 0.0519 |B: 0.0240 |B: -0.0003 |B: 0.0199 |B: -0.0038
RMSEP: 0.0401 |RMSEP: 0.0413 |RMSEP: 0.0443 |RMSEP: 0.0121 [RMSEP: 0.0156 |RMSEP: 0.0141

LV: 4 LV: 3 LV: 4 LV: 4 LV: 3 LV: 4
R 0.926 |R% 0.017 |R% 0915 |[R% 0.897 |[R%: 0.845 |[R% 0.905
A: 1.0764 |A: 0.0590 |A: 1.1368 |A: 0.7751 |A: 0.8616 |A: 0.7446
Ag B: 0.0072 |B: 0.0444 (B: 0.0011 [B: 0.0086 |B: 0.0076 |B: 0.0089
RMSEP: 0.0156 |RMSEP: 0.0369 |RMSEP: 0.0154 [RMSEP: 0.0125 |[RMSEP: 0.0139 |RMSEP: 0.0130

LV: 5 LV: 4 LV: 5 LV: 5 LV: 4 LV: 5
R% 0.074 |R% 0.194 |R% 0.018 |R% 0.856 |R*: 0.828 |R%: 0.909
A 0.0765 |A: 0.0949 |A: 0.1182 |A: 0.7546 |A: 0.6735 |A: 0.7376
Cu B: 0.0416 |B: 0.0446 |B: 0.0415 [B: 0.0085 |B: 0.0119 |B: 0.0088
RMSEP: 0.0343 |RMSEP: 0.0327 [RMSEP: 0.0443 |[RMSEP: 0.0145 |RMSEP: 0.0165 |RMSEP: 0.0132

LV: 3 LV: 2 LV: 7 LV: 3 LV: 2 LV: 7
R 0.009 |R% 0.000 |[R% 0.030 |[R% 0.808 |[R%: 0.795 |[R% 0.794
A 0.0579 |A: 0.0012 |A: 0.1431 |A: 0.7937 |A: 0.7417 |A: 0.8036
Ni B: 0.0548 |B: 0.0497 |B: 0.0377 |B: 0.0040 |B: 0.0094 |B: 0.0027
RMSEP: 0.0403 |RMSEP: 0.0358 |RMSEP: 0.0420 [RMSEP: 0.0167 |[RMSEP: 0.0165 |RMSEP: 0.0176

LV: 4 LV: 2 LV: 4 LV: 4 LV: 2 LV: 4

Tabla 28. Resultados de la validacién de los modelos PLS para la mezcla de acido
ascorbico y acido citrico

Para potenciales negativos el ascorbico o no presenta ningun comportamiento
caracteristico o su comportamiento (incremento de corriente) es mucho menos
acentuado que el de los otros dos acidos. Es normal, por tanto, que los modelos
de determinacion de acido ascorbico en mezclas con citrico construidos solo
con pulsos negativos presenten unos resultados de validacion tan malos. Los
modelos de prediccion del acido citrico son buenos tanto cuando se trabaja con
pulsos negativos como cuando se utilizan pulsos positivos. Por ultimo, cabe
destacar que la configuracion de lengua electronica (es decir, la combinacion de
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todos los electrodos) proporciona modelos tan robustos como el mejor de los
modelos generados a partir de los electrodos por separado.

A modo de ilustracion de lo anteriormente mencionado en la Figura 113 se
muestran las graficas de observado frente a predicho para el electrodo de plata.
En a) y b) aparecen las graficas para el acido ascorbico para pulsos positivos y
negativos respectivamente, mientras que ¢) y d) representan los resultados de
validacion del citrico.
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Figura 113. Gréaficas de observado frente a predicho de la validacién de los
modelos PLS para las mezclas binarias de ascorbico y citrico

Mientras que la grafica a) presenta un R* de 0,915 y una recta de tendencia
cercana al comportamiento ideal, en la grafica c) se puede apreciar una enorme
dispersion de las muestras (R’=0,017) y una recta de tendencia con una
pendiente cercana al 0. En cuanto a las graficas c) y d) ambas demuestran que el
acido citrico puede ser predicho correctamente tanto con pulsos positivos como
con pulsos negativos.
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La Tabla 29 muestra los resultados de validacion de los modelos construidos
para las mezclas binarias de ascérbico y malico. Su estructura es andloga a la de
la Tabla 28.

En primer lugar se observa que los resultados para el ascorbico utilizando todos
los pulsos son sensiblemente peores a los obtenidos para las mezclas de
ascorbico y citrico. De hecho ningtn electrodo presenta un R* superior a 0,8.
Los electrodos de Cu y Ni siguen presentando muy malos resultados de
validacién (aunque el R* del Ni mejora con respecto a las mezclas con citrico).
En cuanto a las diferencias de comportamiento observadas al trabajar con pulsos
positivos o con pulsos negativos se mantiene la misma tonica, es decir, la
prediccion de concentracion de ascorbico en mezclas con malico no puede
llevarse a cabo utilizando pulsos negativos. Debe hacerse mediante el uso de
pulsos positivos si bien los R* obtenidos son menores que los obtenidos para las
mezclas con citrico.

Respecto a la determinacion del acido malico los resultados son buenos para
todos los electrodos y para pulsos tanto negativos como positivos. Los
coeficientes de determinacion obtenidos estan en la mayoria de los casos por
encima de 0,900 y se puede decir que todos los modelos construidos presentan
una robustez adecuada (exceptuando el modelo correspondiente al electrodo de
Au para pulsos negativos cuyo R* es de 0,690). Se puede concluir que, en
mezclas con ascorbico, el acido malico puede ser cuantificado con mayor
precision que el acido citrico.

A modo de ilustracion en la Figura 114 se muestran las graficas de observado
frente a predicho de la validacion de modelos de prediccion de las
concentraciones de ascorbico y malico para el electrodo de Ag. Las graficas a) y
b) corresponden al ascorbico (con pulsos negativos y positivos
respectivamente); mientras que las graficas ¢) y d) se refieren al malico. En ellas
se confirma lo mencionado anteriormente respecto de la incapacidad de
prediccion del ascorbico en los modelos construidos a partir de pulsos positivos.
También se aprecia la robustez de los modelos de prediccion de malico tanto
con pulsos negativos como con pulsos positivos.

De nuevo se observa que la configuracion en modo de lengua electronica
(combinacion de todos los electrodos) presenta resultados de validacion
similares a los de los mejores electrodos.

246



Aplicacion a la medida de antioxidantes en disoluciones

Ascorbico Malico

Electrodo Todos los Solo pulsos | Solo pulsos Todos los Solo pulsos | Solo pulsos
pulsos negativos positivos pulsos negativos positivos
R% 0.742 |R% 0.484 |[R%: 0.764 [R%: 0.965 |[R%: 0.958 [R% 0.961
A: 0.7430 |A: 0.5833 |A: 0.7609 |A: 0.8968 |A: 0.9097 |A: 0.9072
Todos |B: 0.0146 |B: 0.0374 |B: 0.0075 |B: 0.0080 |B: 0.0033 |B: 0.0062
RMSEP: 0.0180 |RMSEP: 0.0307 |RMSEP: 0.0178 [RMSEP: 0.0076 |RMSEP: 0.0076 |RMSEP: 0.0074

LV: 6 LV: 6 LV: 5 LV: 6 LV: 6 LV: 5
R% 0.700 |[R% 0.209 |[R%: 0.715 [R% 0.938 [R%: 0.899 |[R% 0.910
A: 0.8110 |A: 0.0791 |A: 0.8421 |A: 1.0184 |A: 0.9229 |A: 0.9455
Ir B: 0.0119 [B: 0.0471 |B: 0.0082 |B: -0.0003 |B: 0.0053 |B: 0.0018
RMSEP: 0.0201 |RMSEP: 0.0330 |RMSEP: 0.0196 [RMSEP: 0.0093 |[RMSEP: 0.0114 |RMSEP: 0.0107

LV: 4 LV: 2 LV: 4 LV: 4 LV: 2 LV: 4
R* 0.684 |[R% 0.290 |[R%: 0.695 |[R%: 0.934 [R%: 0.925 |[R% 0.922
A: 0.7395 |A: 0.3537 |A: 0.7590 |A: 0.8764 |A: 0.9195 |A: 0.8075
Rh B: 0.0111 |B: 0.0301 |B: 0.0069 |B: 0.0060 |B: 0.0019 |B: 0.0057
RMSEP: 0.0201 |RMSEP: 0.0302 |RMSEP: 0.0204 [RMSEP: 0.0093 |[RMSEP: 0.0099 |RMSEP: 0.0114

LV: 3 LV: 5 LV: 3 LV: 3 LV: 5 LV: 3
R% 0.689 |[R% 0.290 |[R% 0.721 [R% 0.902 |[R% 0.894 |[R% 0.902
A: 0.6641 |A: 0.3303 |A: 0.7059 |A: 0.8424 |A: 0.8504 |A: 0.8062
Pt B: 0.0175 [B: 0.0306 |B: 0.0178 |B: 0.0056 |B: 0.0041 |B: 0.0073
RMSEP: 0.0198 |RMSEP: 0.0300 |RMSEP: 0.0189 [RMSEP: 0.0115 |[RMSEP: 0.0121 |RMSEP: 0.0119

LV: 4 LV: 5 LV: 3 LV: 4 LV: 5 LV: 3
RZ%: 0.787 |R% 0.131 |R%: 0.793 |R%: 0.865 |R%: 0.690 |R% 0.821
A: 0.6216 |A: 0.0750 |A: 0.6015 |A: 0.7237 |A: 0.5152 |A: 0.6771
Au B: 0.0068 |B: 0.0387 |B: 0.0099 |B: 0.0071 |B: 0.0109 |B: 0.0102
RMSEP: 0.0214 [RMSEP: 0.0343 [RMSEP: 0.0204 |RMSEP: 0.0156 |RMSEP: 0.0249 |RMSEP: 0.0170

LV: 4 LV: 2 LV: 4 LV: 4 LV: 2 LV: 4
R% 0.770 |R% 0.034 [R%: 0.773 |R%: 0.936 |[R%: 0.898 |[R%: 0.926
A: 0.7447 |A: 0.0575 |A: 0.8319 |A: 0.8798 |A: 0.8548 |A: 0.8916
Ag B: 0.0185 |B: 0.0584 |B: 0.0070 |B: 0.0091 |B: 0.0133 |B: 0.0066
RMSEP: 0.0179 |RMSEP: 0.0368 |RMSEP: 0.0171 [RMSEP: 0.0097 |[RMSEP: 0.0129 |RMSEP: 0.0098

LV: 4 LV: 2 LV: 4 LV: 4 LV: 2 LV: 4
R% 0.072 |R% 0.234 [R%: 0.076 |R%: 0918 [R%: 0913 [R% 0.888
A: 0.3271 |A: 0.2874 |A: 0.1353 |A: 0.8614 |A: 0.7415 |A: 0.8691
Cu B: 0.0538 |B: 0.0506 |B: 0.0489 |B: 0.0129 |B: 0.0181 |B: 0.0161
RMSEP: 0.0520 |RMSEP: 0.0346 |RMSEP: 0.0353 [RMSEP: 0.0119 |RMSEP: 0.0133 |RMSEP: 0.0153

LV: 9 LV: 3 LV: 3 LV: 9 LV: 3 LV: 3
R* 0.321 |[R% 0.298 |[R%: 0.285 |[R% 0.933 [R%: 0.933 [R% 0.923
A: 0.3566 |A: 0.3923 |A: 0.2528 |A: 0.9171 |A: 0.9349 |A: 0.9091
Ni B: 0.0429 (B: 0.0440 |B: 0.0455 |B: 0.0071 |B: 0.0061 |B: 0.0085
RMSEP: 0.0311 |RMSEP: 0.0332 |RMSEP: 0.0310 [RMSEP: 0.0096 |[RMSEP: 0.0096 |RMSEP: 0.0106

LV: 3 LV: 3 LV: 2 LV: 3 LV: 3 LV: 2

Tabla 29. Resultados de la validacion de los modelos PLS para la mezcla de acido
ascorbico y acido malico
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Figura 114. Gréaficas de observado frente a predicho de la validacién de los
modelos PLS para las mezclas binarias de ascorbico y malico

Estudio del efecto del pH sobre la prediccion de los acidos

Con el fin de comprobar como el pH puede afectar a la prediccion de los acidos
en disoluciones binarias de ascorbico y citrico se construyd un modelo en el que
el pH se introdujo como tercera variable dependiente, es decir, un modelo capaz
de predecir simultaneamente la concentracion de ascorbico, de citrico y de los
protones H" (10™"). Para este estudio se incluyeron todos los electrodos y todos
los pulsos. En la Figura 115 se muestran las graficas de observado frente a
predicho correspondientes a dicho modelo.
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Figura 115. Grificas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS para las mezclas binarias de ascorbico y citrico incluyendo el pH
como variable dependiente

Como puede apreciarse el modelo generado es capaz de predecir
adecuadamente los tres parametros. De hecho los valores de R* y RMSEP para
las predicciones de la concentracion de ascorbico y citrico son similares a los
obtenidos con el modelo en el que no se considerd el pH (ver Tabla 28).
Ademas la validacion del modelo para la concentracion de protones H' presenta
un coeficiente de determinaciéon de 0,921 y un error cuadratico medio de
0,0027. Todo ello demuestra que el sistema disefiado, trabajando en
configuracion de lengua electronica (todos los electrodos), es capaz de predecir
estos tres parametros de forma independiente, es decir, la cuantificacion de la
concentracion de los acidos no estd condicionada por el pH.

La Figura 116 muestra las graficas de observado frente a predicho de un modelo

construido con los datos de todos los electrodos y todos los pulsos como
variables independientes y los valores de la concentracion de ascérbico, malico
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y protones H™ (10™") como variables dependientes. Al igual que ocurre con las
mezclas de ascorbico y citrico, las predicciones de concentracion de ascorbico y
malico presentan valores de R*> y RMSEP similares a los obtenidos en los
modelos del estudio realizado tinicamente con dos variables dependientes (ver
Tabla 29). En cuanto a la concentracién de los protones H', la prediccion es
incluso mejor que la obtenida para las mezclas de ascorbico y citrico,
probandose de esta manera que la cuantificacion de los acidos en las
disoluciones binarias de ascorbico y malico tampoco se ve afectada por el pH.
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Figura 116. Graficas de observado frente a predicho de la validacién de los
modelos PLS para las mezclas binarias de ascorbico y malico incluyendo el pH
como variable dependiente
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4.3. Conclusiones

Las experiencias llevadas a cabo en este apartado tuvieron como objetivo
determinar la capacidad del sistema para generar modelos que permitiesen la
prediccion de concentraciones de acidos en mezclas binarias. Para ello se
pusieron en marcha dos experiencias: una con mezclas binarias de ascorbico y
citrico y la otra con mezclas de ascorbico y malico. Para ambas experiencias se
llevaron a cabo 3 tandas de ensayos en cada una de las cuales se midieron 25
disoluciones con distintas concentraciones de ambos acidos. En primer lugar se
realizd un andlisis mediante componentes principales sobre los datos de la
primera tanda de medidas. A continuacién se utilizaron las dos primeras tandas
para generar modelos predictivos mediante PLS; y se utiliz6 la tercera tanda
para validarlos. Con el fin de establecer la capacidad de discriminacion y
cuantificacion del sistema en funcion del tipo de pulso utilizado, los estudios se
llevaron a cabo para tres casos: utilizando todos los pulsos, utilizando solo los
pulsos negativos y utilizando solo los pulsos positivos. También se
construyeron modelos incorporando la concentracién de protones H' como
tercera variable dependiente para evaluar hasta qué punto el pH afectaba a las
predicciones de los acidos. Las conclusiones que se extrajeron de estos estudios
fueron:

= El sistema disefiado permite la discriminacion y la cuantificacion de los
acidos ascorbico, citrico y malico en mezclas binarias tanto de ascorbico-
citrico como de ascorbico-malico. La cuantificaciéon no resulta por lo
general tan precisa como lo era en disoluciones simples pero los
resultados obtenidos son aceptables para el acido ascoérbico (con
excepcion de los electrodos de Cu y Ni), buenos para el acido citrico y
muy buenos para el acido malico. Este empeoramiento de los resultados
de validacion se debe a las interacciones entre los acidos, que producen
cambios en los procesos electroquimicos que se desarrollan en la interfaz
electrodo-mezcla. El comportamiento de los modelos de prediccion del
acido ascorbico en las mezclas con malico empeora ligeramente respecto
a las mezclas con citrico; lo que seguramente indica que las interacciones
ascorbico-malico producen un mayor enmascaramiento del ascorbico que
las interacciones ascorbico-citrico.

= Los modelos construidos a partir de pulsos negativos exclusivamente
presentan, en el caso del ascorbico, un comportamiento malo no siendo
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viable la cuantificacion de su concentracion en dichas condiciones. Es
necesario recurrir a los pulsos positivos para poder construir modelos de
prediccion fiables. Este hecho se debe a que el acido ascorbico no
presenta un comportamiento electroquimico a potenciales negativos que
le permita diferenciarse de los otros dos acidos. Sin embargo, a
potenciales positivos la reaccion de oxidacion del ascorbico descrita en el
apartado 2.2 de este capitulo supone una clara diferencia de
comportamiento entre este acido y los otros dos. Por otro lado, los
modelos para el citrico y el malico presentan resultados de validacion
similares tanto para pulsos negativos como positivos.

En todos los casos se observa que la configuracion de lengua electronica
(combinacion de todos los electrodos) da lugar a modelos de prediccion
tan fiables como los obtenidos con los mejores electrodos. La fiabilidad
de dichos modelos implica que dicha configuracion es valida para su
aplicacion a la cuantificacion de estos acidos en mezclas; sin embargo al
no apreciarse ninguna mejora apreciable, cabria plantearse la posibilidad
de reducir el nimero de electrodos utilizados, lo que abarataria el sistema,
simplificaria el procedimiento de ensayo y disminuiria su duracion.

Los modelos construidos incluyendo la concentraciéon de protones H'
como tercera variable dependiente dieron lugar a predicciones de los
acidos fiables, lo que demuestra que su cuantificacion no esta
condicionada por el pH.

Se ha demostrado, por lo tanto, que el sistema disefiado permite la
cuantificacion de los acidos ascorbico, citrico y malico en mezclas binarias. Sin
embargo, las matrices complejas sobre las que se quiere llevar a cabo las
determinaciones (zumos y frutas) incorporan mas componentes como azicares
polifenoles, fibras, minerales, etc. que afectaran de forma significativa al
comportamiento electroquimico del conjunto. Es por tanto necesario investigar
las interacciones entre estos nuevos compuestos y los acidos para determinar
qué electrodos y qué tipo de pulsos permitirdn una mejor discriminacién entre
todos los elementos de la matriz.
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Capitulo 3. Aplicacion a la deteccion de glifosato

El objetivo de este capitulo es estudiar la aplicabilidad del sistema de lengua
electronica disefiado a la deteccion del glifosato. En concreto se pretende
desarrollar modelos de prediccién que permitan establecer la concentracion de
glifosato en disoluciones simples.

El capitulo se ha dividido en tres partes:

* En el apartado de Introduccion se describe la importancia de desarrollar
un sistema para la deteccion del glifosato que puedan trabajar on-line y se
hace un repaso de cudles han sido hasta la fecha las metodologias
empleadas.

= En el segundo apartado se evalua la posibilidad de obtener modelos
predictivos para la concentracion del glifosato mediante el sistema
disefiado utilizando 8 electrodos nobles y no nobles en configuracion de
lengua electrénica (ET). A partir de los resultados obtenidos se establecen
cudles son los materiales mas adecuados para la deteccion del glifosato
mediante técnicas voltamétricas.

= En el tercer apartado se intenta mejorar la resolucion en la determinacion
de la concentracion de glifosato. Para ello se repite la experiencia del
apartado anterior pero en este caso utilizando uUnicamente aquellos
electrodos de trabajo que mejor resultado dieron. Por otro lado, y con el
objeto de maximizar la sefial en corriente para aumentar la resolucion de
la medida, los ensayos se llevan a cabo con los electrodos de trabajo en
configuracion RDE (electrodo rotatorio).

1. Introduccion

El Glifosato (acido fosfonometil amino acético C;HgNOsP ver Figura 117) es un
herbicida sistémico, no selectivo, de amplio espectro y de extensa aplicacion en
agricultura [160]. Aunque tradicionalmente se ha considerado al glifosato como
un compuesto de baja toxicidad, recientes estudios han demostrado su
capacidad de producir efectos cancerigenos en células humanas a determinados
niveles de concentracion [161].
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Figura 117. Férmula estructural del glifosato

Existe una estricta normativa sobre el uso del glifosato tanto en Espafa [162]
como en la Union Europea [163], pero en algunos paises de Asia y América su
uso no estd tan controlado. Recientemente se han desarrollado variedades de
cultivos que han sido modificados genéticamente para ser resistentes a este
herbicida; lo que permite que, en dichos paises, su aplicacion pueda llevarse a
cabo mediante aspersion con avioneta. Este modo de aplicacion presenta el
riesgo de que el herbicida acabe depositandose en otras zonas fuera del cultivo
afectado al agua, suelo, flora, fauna y también de manera directa e indirecta al
ser humano [164].

Por todo ello, resulta de gran interés establecer mecanismos que permitan la
monitorizacion de este herbicida en distintos ambitos (agua, pescado, frutas,
verduras y otros). Sin embargo, la deteccion y cuantificacion del glifosato
presenta ciertas dificultades debido a su alta solubilidad en agua, su
insolubilidad en disolventes organicos, su alta pureza y su baja volatilidad
[160][164][165][166]. Los métodos mas comunmente utilizados para la
determinacion del glifosato son complejos y costosos, y por lo general requieren
un proceso de derivatizacion pre o post columna.

En los ultimos afios han aparecido nuevas metodologias de medida que
incorporan técnicas electroquimicas y eliminan la necesidad de procesos de
derivatizacion. En [164], por ejemplo, se combina la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) con técnicas voltamétricas aplicadas a un electrodo de
oro para determinar concentraciones de glifosato de 0,3 pgl'. Igualmente,
Coutinho et al. en [167] y Sato et. al. en [168] asocian técnicas electroquimicas
con HPLC. En [167] la técnica electroquimica utilizada es la culombimetria
controlada por tension aplicada a un electrodo de cobre; mientras que en [168]
se utiliza la voltametria ciclica y la cronoamperometria en electrodos de oro.

En [165] Jin et al. aplican una sefal senoidal superpuesta con una rampa de
tension a un electrodo de carbono modificado y miden simultaneamente la

254



Capitulo 3. Aplicacion a la deteccion de glifosato

corriente generada y la electroluminiscencia derivada de la reaccion entre el
glifosato y la superficie modificada del electrodo. Esta técnica permite la
deteccion del glifosato sin necesidad de procesos de derivatizacion. Una
metodologia similar es empleada en [166], esta vez aplicada a un electrodo de
indio-oxido de estafio (ITO).

Estos trabajos, a pesar de obtener niveles de deteccion muy bajos, presentan el
inconveniente de combinar las técnicas electroquimicas con otras técnicas mas
complejas que ralentizan y encarecen los procedimientos de medida y obligan a
que su desarrollo se lleve a cabo en un laboratorio. Un método de deteccion
basado exclusivamente en técnicas electroquimicas sencillas permitiria
implementar procedimientos analiticos rapidos, econémicos e “in situ”. En este
sentido en [169] se presentan unos electrodos de NiAl-LDH que mediante
voltametria ciclica permiten la cuantificacion del glifosato en el rango de
concentraciones de 0,01 mM a 0,9 mM. Por ultimo, Sierra et al. aplican la
voltametria ciclica a electrodos de cobre y de hidroxido de niquel para
determinar concentraciones de glifosato en un rango de 0,3 a 4,1 mM [160].

Otros trabajos van encaminados a la buisqueda de nuevos electrodos que
permitan mejorar el nivel de resolucion en las determinaciones de concentracion
del herbicida. Ensayos de voltametria se llevan a cabo sobre un electrodo de
trabajo de platino en presencia particulas de carbonato de plata en [170] con el
fin de facilitar la deteccion del glifosato. En [171] y [172] se analiza el
comportamiento del cobre en de presencia del glifosato en ensayos de
voltametria y cronoamperometria. La conclusion de este trabajo es que el
glifosato altera el comportamiento electroquimico del cobre, lo que abre las
puertas al uso de este material para su cuantificacion. Songa et al. presentan en
[173] un trabajo en el que se utilizan biosensores y la técnica de voltametria
ciclica para la deteccion del glifosato. En primer lugar se hace interaccionar el
biosensor con el glifosato, y a continuacion, se le aplica voltametria ciclica en
una disolucion de H,O,. Los resultados del estudio demuestran que el glifosato
altera el comportamiento electroquimico del biosensor, lo que permite su
deteccion hasta un limite de 1,7 pg-1”.

Aquino et al. estudian en [174] el proceso de electro-oxidacion del glifosato
sobre electrodos de RuO, y IrO, en funcién del pH, la base utilizada y la
densidad de corriente con el objeto de disefiar un técnica que permita la
eliminacion del glifosato en el tratamiento de aguas residuales
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El objetivo de este capitulo es aplicar la voltametria de pulsos para generar
modelos de prediccion que permitan la cuantificacion del glifosato utilizando el
equipo disenado. En una primera experiencia los ensayos se llevan a cabo
utilizando como electrodos de trabajo 8 metales puros. La finalidad es
establecer si la configuracion en lengua electronica presenta alguna ventaja con
respecto al uso individual de los electrodos y determinar qué materiales son mas
adecuados para la deteccion del glifosato. En la segunda experiencia se intenta
mejorar la resolucion de la medida mediante el uso de electrodos rotatorios
(RDE).

2. Experiencia con electrodos en configuracion de lengua electrénica

Una primera aproximacion a la generacion de un sistema que permita la
deteccion del glifosato mediante una lengua electronica voltamétrica es
establecer qué materiales son los mas adecuados para la construccion de los
electrodos. Con ese fin se planted una experiencia en la que disoluciones de
glifosato en distinto grado de concentracion fueron medidas mediante el sistema
disefiado utilizando 8 electrodos de trabajo de distintos metales nobles y no
nobles. También se evalu6 la viabilidad del uso de la configuracion de lengua
electronica (varios electrodos) para la cuantificacion de este herbicida.

2.1. Materiales y métodos

Preparacion de las disoluciones

Las disoluciones se prepararon sobre una base de sodio di-hidrogeno fosfato
anhidro NaH,PO, (referencia SO0330 de Sharlau) a una concentracion de 0,1 M
y con un pH regulado a 6,7 en la que se diluy6 glifosato C;HgNOsP (referencia
M12086870 de Molekula) a distintas concentraciones. En total se llevaron a
cabo 3 tandas de medidas, en cada una de las cuales se midieron 11 muestras.
Las concentraciones de las disoluciones utilizadas para las tres tandas se
detallan en la Tabla 30.

En las publicaciones consultadas, la voltametria ciclica permitia cuantificar la

concentracion de glifosato hasta niveles de concentracién de 10° M. En esta
experiencia se intentd aplicar la voltametria de pulsos para alcanzar
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resoluciones similares; de ahi que se eligiesen concentraciones en el rango de

510°Ma2,510° M.

Muestra

Concentracion de acido

1

0 M (Base)

2,510° M

510° M

0,625-10* M

1,2510* M

2,510* M

51074 M

0,625-10° M

(RIS ([N |W N

1,2510° M

[
=}

2,510° M

)
—

510° M

Tabla 30. Concentraciones de las disoluciones simples de acidos

Configuracion de los ensayos de voltametria de pulsos

Partiendo de la informacion extraida de las publicaciones consultadas y de los
resultados de ensayos previos de voltametria ciclica se establecié un patron de 9
pulsos cuyas amplitudes se corresponden con valores de tension caracteristicos
del glifosato. Dado que en este caso el interés del estudio se centraba en los
procesos faradicos, se eligio una duracion de pulso de 40 ms lo que permitia
estudiar la evolucion de las corrientes derivadas de dichos procesos (ver Figura

118).

La configuracion de electrodos para esta experiencia fue:

= Electrodos de trabajo: dos lenguas electronicas (ET) una de metales
nobles (Ir, Rh, Pt y Au) y la otra de metales no nobles (Ag, Co, Cu y Ni),

tal y como se describe en el apartado 5.1 del Capitulo 1.
= Contraelectrodo: estructura cilindrica de acero inoxidable de las ET’s.

= Electrodo de referencia: electrodo de calomelanos (referencia XR110 de

Radiometer Analytical)

El montaje experimental fue similar la utilizado para las experiencias de

antioxidantes (ver Figura 96).
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Figura 118. Patron para los ensayos de voltametria de pulsos

Para cada disolucion la medida se repitio tres veces. En cada medida se aplico el
patron de la Figura 118 de forma secuencial a cada uno de los 8 electrodos,
recogiendo para cada uno de ellos 1000 muestras correspondientes a la
evolucion temporal de la sefial de corriente. Es decir, cada fichero de medida
estaba compuesto por 8000 datos. Después de cada medida los electrodos
fueron pulidos siguiendo el método descrito en el apartado 5.3 del Capitulo 1.
Al finalizar la 3* medida los datos eran analizados mediante el formulario de
Promediado de Repeticiones de la aplicacion software con el fin de evaluar la
dispersion entre las tres medidas, aplicando el algoritmo de la Dispersion Media
con respecto a la Mediana descrito en el apartado 4.2.3 del Capitulo 1. Si alguna
repeticion presentaba un valor de DMM mayor de 4 los datos correspondientes
eran desechados y se llevaba a cabo una nueva medida sobre la misma muestra.
Cuando se obtenian tres repeticiones con un DMM inferior a 4 los datos de las
tres medidas eran promediadas dando lugar al fichero de ensayo de la muestra
analizada.

Andlisis estadistico de los datos

Para cada tanda se obtuvieron 11 ficheros de ensayo. Los 22 ficheros
correspondientes a las dos primeras tandas se utilizaron para generar los
ficheros de experiencia a partir de los cuales se crearon los modelos. Los
ficheros de experiencia para la validacion de los modelos se construyeron a
partir de los 11 ficheros de ensayo de la tltima tanda. Se crearon 9 lotes de
ficheros de experiencias (cada lote estaba compuesto por un fichero de
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generacion del modelo y otro de validacion): un lote en el que se incluyeron los
datos de todos los electrodos y a continuacion un lote por cada electrodo de
trabajo. En el apartado 3.2 del capitulo 2 se evaluaron tres métodos de
compresion de los datos de voltametria de pulsos y se demostro que todos ellos
permitian obtener modelos con una viabilidad similar a la que se obtenia
utilizando todos los datos. Por ello, para esta experiencia se decidi6 trabajar con
una técnica de compresion consistente en tomar 1 de cada 5 puntos; lo que
permite reducir a una quinta parte el tamafio de los ficheros manteniendo una
forma de onda de las sefiales de corriente muy similar a la original.

La generacion y validacion de los 9 modelos se llevo a cabo mediante la
herramienta PLS Toolbox de Eigenvector Research Inc. Los ficheros de
experiencia de calibracion fueron procesados mediante un algoritmo de
minimos cuadrados parciales (PLS) con el objetivo de generar los modelos
predictivos. Para la determinacion del nimero de variables latentes 6ptimo que
debian incluirse en cada modelo, se realizdo una validacion cruzada de tipo
Venetian Blinds con un tamafo para los conjuntos de test de 4 (ver apartado 6
de la Introduccidén). Una vez establecidos, los modelos fueron validados a partir
de los datos contenidos en los ficheros de experiencia de validacion. La calidad
de dicha validacion se establecio en base a las graficas de observado frente a
predicho de las cuales se analizaron los siguientes parametros: coeficiente de
determinacién (R?), error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) y pendiente
(A) y ordenada en el origen (B) de la recta de tendencia.

2.2. Resultados y discusion

Estudio de la evolucion temporal de las sefiales de corriente

Como paso previo a la generacion de los modelos se llevdo a cabo una
inspeccion visual de los datos de la evolucion temporal de la sefial de corriente
en el electrodo de trabajo. A modo de ejemplo en la Figura 119, la Figura 120,
la Figura 121 y la Figura 122 se muestra la evolucion temporal de la corriente a
distintas concentraciones de glifosato para los electrodos de Ir, Ni, Cu y Co
respectivamente. El comportamiento de todos los metales nobles (Ir, Rh, Pt y
Au) fue muy parecido al que aparece en la Figura 119, las sefiales
correspondientes a cada una de las concentraciones estd practicamente
superpuestas no apreciandose ninguna diferencia significativa entre ellas. El
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electrodo de Ag tiene un comportamiento similar al Ni, es decir, las sefiales
aparecen separadas (sobre todo en el caso de Ni) pero su distribucion no se
corresponde con la gradacion de las concentraciones. Por ultimo, el Co y el Cu
presentan una distribucion que si que esta relacionada con la gradacion de
concentraciones: conforme aumenta la concentracion mayor es la amplitud de la
sefal de corriente. Para el Co (Figura 122) este comportamiento es unicamente
apreciable a concentraciones altas para el pulso 4; mientras que para el Cu
(Figura 121) esta pauta se aprecidé a concentraciones medias y altas y en los
pulsos 4 y 8.

Las conclusiones que podrian derivarse del estudio de la evolucion temporal de
las sefiales de corriente son que los electrodos de Ir, Rh, Pt, Au, Ag y Ni no
permiten la obtencion de modelos predictivos validos puesto que para los 4
primeros no hay ninguna relacién entre la corriente medida y la concentracion
del glifosato, y para los dos ultimos los cambios en la corriente no parecen
obedecer a ningin patron de comportamiento. En principio solo el Co y
fundamentalmente el Cu parecian tener la capacidad de detectar y cuantificar el
glifosato.
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Figura 119. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Ir para
disoluciones de glifosato de distintas concentraciones
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Electrodos: Ni
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Figura 120. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Ni para
disoluciones de glifosato de distintas concentraciones

Electrodos: Cu
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Figura 121. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Cu para
disoluciones de glifosato de distintas concentraciones
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Electrodos: Co
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Figura 122. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de Co para
disoluciones de glifosato de distintas concentraciones

Faltaba comprobar si al generar los modelos estas hipotesis se confirmaban y
también ver con qué resolucion el Co y e Cu eran capaces de determinar la
concentracion de glifosato.

Modelos de prediccion mediante regresion por minimos cuadrados parciales

En la Figura 123 se muestran las graficas de observado frente a predicho
correspondientes a la validacion de los modelos correspondientes a los
electrodos de trabajo nobles (Ir, Rh, Pt y Au). Tal y como se anticipd al
examinar la evolucion temporal de las sefiales de corriente, los resultados de
prediccion de estos modelos son muy malos con coeficientes de determinacion
por debajo de 0,2 (0,024 en el caso del Rh). Esto significa que ninguno de estos
electrodos es adecuado para la cuantificacion del glifosato mediante técnicas
voltamétricas.

La Figura 124 muestra las graficas de observado frente a predicho para los
electrodos no nobles (Ag, Co, Cu y Ni). Tanto la Ag como el Ni presentan
coeficientes de determinacion muy bajos, lo que confirma las conclusiones
extraidas de la observacion de las sefiales de corriente. Aunque estos dos
electrodos presentaron diferencias en las sefiales de corriente, estas diferencias
no parecen estar relacionadas con la concentracion de glifosato. Por tanto,
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ninguno de estos dos electrodos permite la obtencion de modelos predictivos
para la cuantificacién de glifosato. EI R* de la validaciéon del modelo del
electrodo de Co es de 0.897, aunque su RMSEP es muy alto (0.00347) y la linea
de tendencia estda muy alejada del comportamiento ideal. Esto puede significar
que es posible la cuantificacion del glifosato mediante el Co aunque quizas no
para todas las concentraciones estudiadas. Por ultimo, el electrodo de Cu
presenta un R* de 0,936 y un error cuadratico medio de prediccion muy bajo
(0,00039). Parece, por tanto, que seria posible obtener modelos de prediccion

fiables mediante el electrodo de Cu.
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Figura 123. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS correspondientes los electrodos nobles (Ir, Rh, Pty Au)
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Figura 124. Gréficas de observado frente a predicho de la validacién de los
modelos PLS correspondientes a los electrodos no nobles (Ag, Co, Cu y Ni)
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En la Figura 125 se muestran los resultados de validacion para el caso de la
configuracion de lengua electronica (combinacion de todos los electrodos). El
resultado es parecido al obtenido con el Co, es decir, un coeficiente de
determinacion aceptable pero un RMSEP alto y una recta de tendencia alejada
del comportamiento ideal. Teniendo en cuenta esto y que los resultados de
validacion para la mayoria de los electrodos (Ir, Rh, Pt, Au, Ag y Ni) son malos,
cabe pensar que la configuracion de lengua electronica no es una buena
alternativa para la cuantificacion del glifosato. Las dos unicas opciones validas
serian, por tanto el Cu (que ya aparece en alguna publicacion [171][172] como
una alternativa valida) y el Co. Sin embargo, cabria plantearse hasta qué nivel
de concentraciones estos dos metales serian capaces de cuantificar el contenido
en glifosato.

Para estudiar el nivel de resolucion de estos dos electrodos se generd un nuevo
modelo para cada uno de ellos, con los mismos datos pero eliminando las altas
concentraciones (5-10° M, 2,5:10° M y 1,25-10° M) tanto del fichero de
experiencia de calibracion como el de validacion. El resultado de la validacion
de estos nuevos modelos se muestra en la Figura 126. En a) aparece la grafica
de observado frente a predicho correspondiente al modelo del Co a bajas
concentraciones mientras que en b) se muestra la misma grafica para el Cu. Se
puede apreciar como los resultados de validacion para el Co son muy malos
(R’=0,172); mientras que el electrodo de Cu mantiene los buenos resultados
obtenidos para todas las concentraciones aunque la recta de tendencia se desvia
del comportamiento ideal.
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Figura 126. Graficas de observado frente a predicho de la validacién de los
modelos PLS correspondientes a los electrodos Co y Cu para bajas
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Por tanto, parece que el electrodo de Co con la configuracion actual no seria
adecuado para la cuantificacion del glifosato a bajas concentraciones; mientras
que el Cu sigue siendo una buena opcion, aunque pierde precision cuando las
concentraciones se hacen pequefias.

2.3. Conclusiones

En la experiencia descrita en este apartado se evalu6 la capacidad de una serie
de metales nobles y no nobles para cuantificar el glifosato en disoluciones
simples mediante técnicas voltamétricas. Para ello se llevaron a cabo ensayos de
voltametria de pulsos sobre una serie de disoluciones simples con distintos
niveles de concentracion de glifosato. Las medidas realizadas se utilizaron para
generar y validar los modelos de prediccion correspondientes a cada uno de los
electrodos. Los modelos se generaron mediante la técnica de analisis
multivariante de minimos cuadrados parciales (PLS). Tras el estudio de los
resultados de validacion de estos modelos se llegd a las siguientes conclusiones:

De los 8 electrodos evaluados (Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Co, Cuy Ni) solo el Co
y fundamentalmente el Cu dieron lugar a modelos robustos. El resto de
materiales no parecen, en principio, una buena alternativa para la
cuantificacion del glifosato mediante técnicas voltamétricas.

Cuando el estudio se limita a las concentraciones bajas el Cu, aunque
empeora su comportamiento, mantiene unos resultados de prediccion
aceptables; mientras que la validacion del Co da lugar a un coeficiente de
determinacion muy bajo (0,172). Parece, por tanto, que en las
condiciones en las que se llevd a cabo el ensayo, el Co no seria una
opcion valida para la cuantificacion del glifosato a bajas concentraciones.

En este caso concreto la utilizacion de la configuracion en lengua
electronica (combinacion de todos los electrodos) no parece una opcion
valida puesto que los resultados obtenidos con esta configuraciéon son
claramente peores que los resultados obtenidos con el Cu.

Los niveles de concentracion con los que se ha trabajado en esta experiencia
estan muy por encima de los valores umbrales establecidos en la legislacion. Es
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necesario, por tanto, modificar la configuracion de los ensayos con el fin de
mejorar la resolucion de la medida, para intentar detectar la presencia de
glifosato a los niveles de concentracion establecidos por la ley. Como primera
aproximacion se pueden evaluar nuevas geometrias de electrodo de trabajo o
nuevas configuraciones de ensayo que permitan mejorar los modelos generados.

3. Experiencia con electrodos rotatorios (RDE)

En el apartado anterior se establecidé que los electrodos mas adecuados para la
deteccion de glifosato mediante voltametria de pulsos son el Cu y el Co. Los
modelos predictivos generados para estos electrodos son adecuados para la
cuantificacion del contenido de glifosato a altas concentraciones; sin embargo, a
bajas concentraciones el modelo para el Co no es viable mientras que el modelo
con el Cu empeora su comportamiento.

En este apartado se propone un cambio en la configuracion de los electrodos de
trabajo con el fin de aumentar la resolucién de la medida y mejorar los
resultados de los modelos predictivos. Dicho cambio consiste por una parte en
el aumento de la superficie del electrodo (pasando de un didmetro de 1 mm a 2
mm) y por otra parte en hacer girar el electrodo de forma que maximice la
respuesta en corriente tal y como se explico en el apartado 5.2 del Capitulo 1.
Se trata, por tanto, de repetir la experiencia del apartado anterior pero esta vez
utilizando electrodos RDE de Co y de Cu. Con el fin de poder establecer una
comparacion con respecto a los resultados del apartado anterior se decidio
mantener los mismos niveles de concentracion para los ensayos con RDE.

Dado que las senales de corriente recogidas corresponden al solapamiento de
los procesos debidos a la presencia de la base (sodio di-hidrogeno fosfato
anhidro NaH,PO,) y los debidos al glifosato, cabe preguntarse si eliminando la
aportacion de la base podria mejorarse la resolucion de la prediccion. Con
objeto de comprobar esta hipotesis se llevo a cabo un estudio en el que la senal
de corriente de la base fue restada a las sefiales de corriente de las disoluciones
de glifosato.
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3.1. Material y métodos

Preparacion de las disoluciones

Como se acaba de mencionar para esta experiencia se utilizaron la misma base y
las mismas concentraciones que en el apartado anterior con el fin de poder
comparar los resultados obtenidos con los dos tipos de electrodos. Se realizaron
tres tandas de medidas sobre 11 disoluciones (ver Tabla 30), tal y como se
describe en el apartado 2.1 de este capitulo.

Configuracion de los ensayos de voltametria de pulsos

El patréon aplicado al electrodo de trabajo fue el mismo que el utilizado en el
apartado anterior (ver Figura 118).

En cuanto a los electrodos, la configuracion utilizada para esta experiencia fue:

= Electrodos de trabajo: se construyeron dos electrodos RDE (uno de Cu 'y
otro de Co), tal y como se explica en el apartado 5.2 del Capitulo 1. El
electrodo se acopla al agitador electronico de hélice RW 16 basic de la
empresa IKA y durante los ensayos se le hizo girar a una velocidad de
1500 RPM.

= Contraelectrodo: electrodo de Platino (referencia W367MC de Crison
Instruments).

= Electrodo de referencia: electrodo de calomelanos (referencia XR110 de
Radiometer Analytical).

Figura 127. Montaje experimental para el electrodo RDE
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En la Figura 127 se muestra el montaje experimental para el electrodo RDE. En
ella pueden apreciarse el electrodo de referencia (a la derecha), el
contraelectrodo (a la izquierda) y el electrodo RDE (en el centro).

Se midieron 3 tandas de 11 disoluciones. El procedimiento de medida de cada
muestra fue el mismo que el llevado a cabo para los electrodos en configuracion
de lengua electronica: se realizaron 3 repeticiones de la medida sobre cada
muestra y, tras un proceso de evaluacion de la dispersion (en el cual las medidas
con valores de DMM superiores a 4 eran repetidas), se calcul6 el promedio de
las 3 repeticiones. En cada repeticion se recogieron 1000 valores
correspondientes a la evolucion temporal de la sefial de corriente. Después del
proceso de promediado se obtuvo un fichero de ensayo para cada muestra
medida.

Analisis de los datos

Los 22 ficheros correspondientes a las dos primeras tandas se utilizaron para
generar el fichero de experiencia de calibracion y con los datos de los 11
ficheros de ensayo de la ultima tanda se compuso el fichero de experiencia de
validacion. En los ficheros de experiencia se incluyeron 1 de cada 5 puntos de
los ficheros de ensayo con el fin de comprimir la informacién. Mediante el
software PLS Toolbox se generaron los modelos de prediccion a partir de los
ficheros de experiencia de calibracion. Dichos modelos fueron validados
mediante los ficheros de experiencia de validacion. Como resultado del proceso
de validacion se obtuvieron las graficas de observado frente a predicho que se
utilizaron para evaluar la calidad de los modelos generados.

Ademas se realizdé un segundo estudio en el que, mediante el formulario de
eliminacion de base de la aplicacion software, se restd la sefial de corriente de la
base a los ficheros de experiencia de calibracion y validacion. Sobre los nuevos
ficheros de experiencia se llevo a cabo un analisis idéntico al descrito en el
parrafo anterior.
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3.2. Resultados y discusion

Estudio de la evolucion temporal de las sefiales de corriente

Antes de proceder a la creacion de los modelos predictivos se llevo a cabo una
inspeccion visual de la evolucion temporal de la corriente tanto para el electrodo
de Cu (ver Figura 128) como para el de Co (ver Figura 129). Si comparamos el
comportamiento de las corrientes para el caso de estos electrodos en
configuracion de lengua electronica (ver Figura 121 y Figura 122) con el de los
electrodos RDE observamos las siguientes diferencias:

* En primer lugar la amplitud de las corrientes es sensiblemente superior
para los electrodos RDE. Por ejemplo, el rango de variacion de las
corrientes del Cu en configuracion ET va desde -800 pA hasta +800 pA 'y
en configuracion RDE desde -1600 pA hasta +1000 pA. En el caso del
Co el rango de corriente en configuracion ET va desde -800 pA hasta
+600 pA; mientras que en configuracion RDE las corrientes varian entre -
1700 pA y +900 pA.
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Figura 128. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de RDE Cu
para disoluciones de glifosato de distintas concentraciones

= Por otro lado, la discriminacion entre las sefiales de corriente para cada
concentracion es mas apreciable en los electrodos RDE. En el caso del
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electrodo de Cu comparando la Figura 121 con la Figura 128 se observa
que la separacion de las sefiales de corriente en los pulsos 4 y 8 es mucho
mas acentuada para el electrodo RDE. En cuanto al Co (ver Figura 122 y
Figura 129) ese efecto del RDE es mas notable puesto que no solo se
aprecia una mejora de la discriminacion entre las sefiales de corriente
para el pulso 4, sino que también se observa una discriminacion para los
otros pulsos (1, 3, 7 y 8) que no existia en las medidas con electrodo en
configuracion ET.

Electrodos: RDE Co

1000

&s S
] ”'aq._
s e \ [ — o1
— 2551
5 100 140 200 230 g0 350 s g
— 0p25ed_1
om0 — 1258-4_1

25e-4_1
Se-4_1
0,6258-3_1
-1000 1,2583_1
— 258-3_1
— 5e31

Corriente {ul)

-1500

-2000

Tiempo (ms)

Figura 129. Evolucion temporal de la sefial de corriente en electrodo de RDE Co
para disoluciones de glifosato de distintas concentraciones

Modelos de prediccion mediante regresion por minimos cuadrados parciales

En la Figura 130 se muestran las graficas de observado frente a predicho
correspondientes a la validacion de los modelos generados a partir de los
ensayos con electrodos RDE. En a) se muestran los datos de validacion
correspondientes al electrodo RDE de Co utilizando todas las concentraciones
mientras que en ¢) se muestran los datos correspondientes al mismo electrodo
pero limitando el estudio a las concentraciones bajas (es decir, eliminando tanto
del set de calibracion como del de validacion las concentraciones 5-107° M,
2,5-10° M y 1,25-10° M). En b) y d) se visualizan los datos correspondientes a
la validacion de los modelos para el electrodo RDE de Cu.
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Figura 130. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS correspondientes a los electrodos RDE de Co y Cu para altas y bajas
concentraciones

Si se consideran todas las concentraciones, se observa una mejora sustancial en
los modelos predictivos obtenidos con los electrodos RDE con respecto a los
obtenidos en la configuracion de lengua electronica. En efecto para el electrodo
de Co se pasa de un R” de 0.897 a un R* de 0,991 y el RMSEP se ve claramente
reducido de 0,00347 a 0,00021. Ademas la recta de tendencia en el caso del
electrodo RDE se acerca mucho mas al comportamiento ideal. En cuanto al
electrodo de Cu el R* aumenta del 0,936 al 0,997; mientras que el RMSEP se ve
reducido practicamente a la mitad (de 0,00039 a 0,00021).

Cuando el estudio se centra en concentraciones bajas de glifosato, el modelo de
prediccion mediante el electrodo RDE de Co no es fiable. Si que mejora con
respecto al obtenido mediante el mismo electrodo en configuracion ET, pero su
R’ es bajo (0,432) y la recta de tendencia se desvia claramente del
comportamiento ideal. Respecto al electrodo de Cu los datos de validacion del
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modelo son buenos y mejoran el comportamiento observado en la configuracion
de lengua electronica. Aunque el R* diminuye ligeramente (se pasa de 0.941 a
0.927), el RMSEP para el electrodo RDE es casi 4 veces mas pequefio (de
0,00023 a 0,0008) y la recta de tendencia se aproxima mas al comportamiento
ideal.

En definitiva, se puede decir que la utilizacion de electrodos RDE combinados
con voltametria de pulsos permite obtener modelos de prediccion mucho mas
robustos. Sin embargo, para el caso del Co, cuando se trabaja a bajas
concentraciones esta mejora no es suficiente.

Mejora de la prediccion mediante la eliminacion del efecto de la base

La Figura 131 muestra las graficas de observado frente a predicho
correspondientes a la validacion de los modelos generados a partir de los datos
sin base. Las graficas a) y c) representan el comportamiento del modelo
correspondiente al Co, mientras que en b) y d) aparecen las graficas
correspondientes a los modelos para el Cu. En los modelos de a) y b) se
consideran todas las concentraciones, mientras que en los modelos de ¢) y d) el
estudio se ha limitado a las concentraciones bajas. Si se comparan estos
resultados con los obtenidos considerando las sefales originales (es decir sin
eliminar la base), se puede concluir que la sustraccion de la base permite
mejorar la resolucion de la prediccion. Esta mejoria es mas acentuada en el caso
del electrodo de Co, cuyo modelo a concentraciones bajas presenta un notable
incremento del R” que pasa de 0,432 a 0,949. Asi mismo, se aprecia una
importante mejora del RMSEP no solo cuando se consideran todas las
concentraciones (de 0,00021 a 0,00011), sino también para el caso de
concentraciones bajas (de 0,00017 a 0,00009). En cuanto al electrodo de Cu esta
mejoria es apreciable Uinicamente para el modelo a bajas concentraciones cuyo
R’ aumenta ligeramente y cuyo RMSEP sufre una leve disminucion. Si se
analiza la evolucion temporal de las sefiales de corriente para el Cu y el Co
(Figura 128 y Figura 129 respectivamente), se aprecia que efectivamente la
sefal correspondiente a la base (curva de color rojo) presenta valores mas altos
para el Co que para Cu, lo que explica que la eliminacion de la base tenga un
efecto mas apreciable para el primer electrodo que para el segundo.
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Figura 131. Graficas de observado frente a predicho de la validacion de los
modelos PLS correspondientes a los electrodos RDE de Co y Cu para altas y bajas
concentraciones eliminando el efecto de la base

3.3. Conclusiones

En este apartado se evalué el uso de la técnica de Rotating Disk Electrode
(RDE) en ensayos de voltametria de pulsos para aumentar la resolucion de las
medidas y mejorar la robustez de los modelos predictivos generados para la
determinacion de glifosato en disoluciones simples. Esta técnica se aplico a los
electrodos que mejor resultado habian dado en los ensayos con la configuracion
de lengua electronica (ET) del apartado 2 de este capitulo, es decir, el Co y el
Cu. Para ello se llevaron a cabo ensayos sobre disoluciones de glifosato a
distintas concentraciones y mediante regresion de minimos cuadrados parciales
se generaron y validaron los modelos predictivos. De los datos de validacion de
dichos modelos se extrajeron las siguientes conclusiones:

274



Capitulo 3. Aplicacion a la deteccion de glifosato

El uso de electrodos RDE no solo aumenta la amplitud de las sefiales de
corriente sino que también incrementa la separacion entre las sefiales para
las distintas concentraciones. En el caso del electrodo de Co las medidas
con RDE permitieron que la separacion entre las sefiales de corriente en
funcion de la concentracion fuese apreciable no solo para el pulso 4
(como ocurria en la configuracion ET) sino también el los pulsos 1, 3, 7 y
8.

Los modelos predictivos generados con electrodos RDE son mas robustos
que los construidos a partir de la configuracion ET y presentan un error
cuadratico medio mucho menor.

Para el electrodo de Co los modelos obtenidos mediante RDE son validos
a concentraciones altas-medias pero empeoran cuando el estudio se limita
a las concentraciones bajas. Por tanto, el Co no es un buen candidato para
la cuantificacion del glifosato en los niveles establecidos por la
legislacion.

Los modelos generados para el electrodo RDE de Cu presentan un buen
comportamiento tanto a altas como a bajas concentraciones. Si bien los
datos de validacion con la configuracion en ET para el Cu a bajas
concentraciones ya eran buenos, el uso del electrodo RDE permite reducir
el error cuadratico medio a una cuarta parte.

La eliminacién de la base de los datos de corriente permite una mejora de
los modelos predicitvos, sobre todo para el caso del electrodo de Co.

En consecuencia, de todos los metales estudiados el Cu queda como unico
candidato valido para la cuantificacion del glifosato a bajas concentraciones.
Sin embargo, las concentraciones utilizadas en esta tesis todavia estan por
encima de los limites de deteccion fijados en la ley. Es, por tanto, necesario
seguir investigando nuevas metodologias de ensayo para incrementar la
resolucion de las medidas. A priori se podrian plantear nuevos ensayos en los
que se evaluase como el aumento de la superficie del electrodo RDE o la
modificacion de la velocidad de giro del electrodo afectan a la resolucion de la
medida.
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Se ha disefiado un sistema de lengua electronica basado en técnicas
voltamétricas que consta de un Equipo Electronico de Medida, una aplicacién
software y una serie de electrodos de diversos metales nobles y no nobles. El
Equipo Electronico de Medida ha mostrado unos excelentes niveles de precision
y exactitud en los ensayos de validacién que se han llevado a cabo. La
aplicacion software incorpora una serie de herramientas de visualizacion y de
preprocesado que facilitan la preparacion de los datos para su posterior analisis
mediante técnicas multivariantes. El sistema de lengua electronica ha sido
aplicado a la cuantificacion de antioxidantes en disoluciones tanto simples como
binarias lograndose buenos niveles de prediccion en los modelos generados
mediante regresion por minimos cuadrados parciales (PLS). En esta experiencia
la configuracion de lengua electronica (conjunto de todos los electrodos)
permitié obtener resultados similares a los alcanzados con cualquiera de los
electrodos por separado. También se han evaluado distintos tipos de compresion
de los datos generados los cuales han mostrado altos niveles de eficacia. En una
segunda experiencia se ha aplicado el sistema disefiado a la deteccion de
glifosato en disoluciones simples. En este caso los resultados con la
configuracion de lengua electronica no han sido satisfactorios. Los electrodos
de cobre y cobalto fueron los Uinicos que mostraron un nivel de prediccion
aceptable a concentraciones altas y medias. Con objeto de mejorar la resolucion
de los modelos de prediccion a bajas concentraciones se han llevado a cabo
nuevos ensayos empleando estos dos electrodos en configuracion de electrodo
rotatorio (RDE). La utilizacion de electrodos RDE ha permitido mejorar
considerablemente la resolucion de la medida a bajas concentraciones.

Aunque las experiencias descritas en esta tesis se han desarrollado sobre
disoluciones simples, el sistema disefiado se estd aplicando también a medidas
sobre muestras reales tanto liquidas (zumos y aguas residuales) como soélidas
(carne de cerdo y pescado). Los ensayos con matrices complejas liquidas estan
dando muy buenos resultados, sin embargo los ensayos con alimentos sélidos
estan presentando ciertas complicaciones derivadas de la dificultad de obtener
un buen contacto entre las muestras y los electrodos. Estas desviaciones deberan
ser corregidas cambiando la geometria de los electrodos de forma que se
garantice un contacto homogéneo de los mismos con la muestra.
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La experiencia adquirida en el disefio de sistemas de lengua electronica y en la
generacion de modelos de prediccion permitira en un futuro la implementacion
de equipos portatiles y autonomos capaces de realizar medidas on-line y de
clasificar muestras reales o cuantificar alguno de sus parametros fisicoquimicos.
Dichos equipos no solo incorporaran la electronica necesaria para llevar a cabo
estos ensayos sino también los algoritmos correspondientes a los modelos de
prediccion. Con el fin de mejorar la eficacia de estos sistemas sera necesaria la
combinacion de varias técnicas electroquimicas (voltametria, potenciometria y
espectroscopia de impedancias) asi como la utilizacion de diversos tipos de
electrodos.
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Este trabajo es un paso mas en el camino hacia la implementacion de sistemas
de lengua electronica fiables, econdmicos y de facil manejo que puedan ser
utilizados en entornos industriales con el fin de facilitar el analisis del producto
y optimizar el control de procesos. No obstante, todavia deben realizarse
notables esfuerzos para que el uso de estos equipos pueda generalizarse a nivel
industrial.

En primer lugar es necesario resolver los problemas que plantean las
interferencias que se producen entre las distintas especies que componen la
muestra. En relacion con la cuantificacion de antioxidantes se han puesto en
marcha nuevas experiencias en las que se miden mezclas de estos acidos con
otros elementos como azucares o polifenoles. También se estan llevando a cabo
experiencias que permitan la cuantificacion del acido ascorbico en muestras
reales de zumo de distinta naturaleza. En ambos casos los objetivos
fundamentales que se persiguen son: la determinacion de los electrodos y la
configuracion de pulsos que permitan obtener mejores resultados de prediccion.

En cuanto a los ensayos con glifosato son dos los retos que deben afrontarse:
por un lado es necesario poner en marcha experiencias sobre sistemas reales
como aguas de rio y, por otro, debe trabajarse en la mejora de la resolucion de
la medida con el fin de alcanzar los limites de deteccion establecidos en la
legislacion. En este sentido, deben ponerse en marcha nuevas experiencias
encaminadas a comprobar cémo afectan a la medida la velocidad de giro y la
superficie de los electrodos RDE.

Es muy probable que la mejora de la capacidad predictiva de estos sistemas
pase por la combinacion de diversas técnicas electroquimicas. Aunque el
Equipo Electronico de Medida permite la realizacion de ensayos de
espectroscopia de impedancias seria interesante trabajar en un nuevo prototipo
que mejorase las prestaciones de dicha técnica, aumentando el rango de
frecuencias hasta al menos 1 MHz y proporcionando mejores niveles de
precision, exactitud y estabilidad en las medidas. Ademads este nuevo prototipo
deberia ser capaz de llevar a cabo ensayos de potenciometria. El sistema deberia
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disefiarse de forma que los ensayos con las distintas técnicas puedan
secuenciarse y la informacion generada pueda ser procesada en conjunto.

Otro de los aspectos que debe ser tratado en el futuro es el tema de los
electrodos. Aunque en el caso de la potenciometria no resulta relevante, un buen
contacto entre el electrodo y la muestra es fundamental para obtener medidas
reproducibles en las técnicas de voltametria de pulsos y espectroscopia. Por
tanto, un primer objetivo debe ser la busqueda de nuevas geometrias de
electrodo que faciliten dicho contacto. Por otro lado, la miniaturizacion de los
electrodos permitiria realizar medidas no destructivas sobre muestras de
alimentos. Sin embargo, son varias las dificultades que plantea trabajar con
electrodos de tamafio reducido. Por una parte, los problemas de contacto con la
muestra podrian aumentar y, por otra, las sefiales de corriente serian de menor
amplitud y, por tanto, la medida se veria mas afectada por el ruido
electromagnético.

Si el objetivo es la aplicacion de la lengua electronica a medidas on-line es
necesario encontrar sistemas que permitan realizar ensayos consecutivos sobre
los electrodos. En los ensayos de voltametria las reacciones que se producen
durante la medida pueden generar residuos sobre la superficie del electrodo que
afectarian a las medidas posteriores. Es, por tanto, necesario implementar
mecanismos automaticos de limpieza de los electrodos después de cada ensayo.
En este sentido se plantean dos alternativas: el pulido electroquimico (tema
sobre el cual ya existen algtin trabajo publicado [175]) y el disefio de un proceso
de limpieza mecanica automatizado. Ambas alternativas deben ser evaluadas
para establecer cual de ellas es la mas adecuada para cada aplicacion y para
cada tipo de electrodo.
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