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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se exponen los resultados obtenidos en el disefio y la
caracterizacion de dos tipos de sensores quimicos en estado sélido; asi como su

aplicacién en el reconocimiento o determinacién de especies quimicas de interés.

En la primera parte se expone el disefio y la caracterizacién de tres tipos de lenguas
electrénicas. Un primer dispositivo se prepara para realizar andlisis cualitativos y
cuantitativos de disoluciones salinas y aguas minerales, utilizando como método de
medicién la potenciometria. Dicho dispositivo se compone de cinco electrodos de
trabajo metdlicos (oro, plata, platino, cobre y cinc) encapsulados en un cilindro de
acero inoxidable. Se verifica la capacidad de diferenciacién del dispositivo sobre
muestras de diferente composicién anidénica, como por ejemplo, disoluciones
salinas preparadas en el laboratorio y aguas minerales comerciales. Se analiza
ademds la capacidad de predecir los niveles aniénicos en las muestras, resultando
buena para las determinaciones de cloruros y moderadas para el sulfato y

bicarbonato.

Un segundo dispositivo se utiliza en la prediccion de bisulfitos en muestras de
vinos mediante voltametria de pulsos. El dispositivo se compone de cuatro
electrodos de trabajo (oro, platino, acero inoxidable y rodio) encapsulados en un
cilindro de acero inoxidable utilizado como electrodo de seudoreferencia/auxiliar.
Se realiza ademds un disefio experimental que incluye el andlisis no solo de
bisulfitos sino también de dcido ascdrbico e histamina. Se realizan experimentos de
calibracién del sistema y de validacidn de los modelos de prediccion creados. Los
resultados de la calibracién muestran una capacidad predictiva muy buena hacia el
bisulfito, y aceptable hacia el dcido ascérbico y la histamina. En la validacién se
detecta una disminuciéon de la capacidad predictiva hacia todas las especies,

causada por un efecto matriz.

La tercera Lengua Electrénica incluye la utilizacién simultinea de dos
metodologias de medicion: voltametria de pulsos y medidas de la impedancia, para

la determinacién del contenido salino en muestras de carne picada. La capacidad



predictiva de la lengua electrénica “hibrida” resulta buena para el andlisis de

cloruro y moderadas para nitrito y nitrato.

La segunda parte de esta tesis expone el disefio y caracterizacién de un dispositivo
de capa gruesa de 6xido de rutenio utilizado como sensor de pH, asi como el
planteamiento y verificacién de modelos tedricos para el estudio de los procesos de
interferencia. El dispositivo presenta una fuerte resistencia mecdnica y quimica, asi
como una sensibilidad muy cercana al comportamiento nerstiano, y tiempos de
respuesta bajos. Se encuentran interferencias debido a la presencia de aniones
comunes en las muestras analizadas, causadas por la presencia de 6xido de plomo

en la pasta comercial de 6xido de rutenio utilizada en la preparacién del sensor.

Por dltimo, se proponen modelos tedricos capaces de describir el comportamiento
de la sefial potenciométrica de algunos sensores sélidos y de estudiar procesos de
interferencia en estos. La verificacion de estos modelos se lleva a cabo en sistemas

simples tipo M/MO/MX; asi como en el sensor de capa gruesa de 6xido de rutenio.



RESUM

En el present treball de tesi s’exposen els resultats obtesos en el diseny i la
caracteritzacié de dos tipus de sensors quimics en estat solid; aixi com la seua

aplicaci6 en el reconeixement o determinaci6 d’especies quimiques d’interés.

En la primera part s’exposa el diseny i la caracteritzacié de tres tipus de llengiies
electroniques. Un primer dispositiu es va preparar per a realitzar analisi qualitatives
1 quantitatives de disolucions salines i aigiies minerals, utilitzant com metode de
mesura la potenciometria. Aquest dispositiu es composa de cinc electrodes de
treball metal-lics (or, plata, plati, coure i zinc) encapsulats en un cilindre d’acer
inoxidable. Es verifica la capacitat de diferenciaci6 del dispositiu sobre mostres de
diferent composicié anionica, como per exemple, disolucions salines preparades al
laboratori i aigiies minerals comercials. Es va analitzar a més la capacitat de predir
els nivells anionics a les mostres, que resulta bona per a les determinacions de

clorurs i moderades per al sulfat i bicarbonat.

Un segon dispositiu es va fer servir en la prediccié de bisulfits en mostres de vins
per mig de voltametria de polsos. El dispositiu es composa de quatre electrodes de
treball (or, plati, acer inoxidable i rodi) encapsulats en un cilindre d’acer inoxidable
utilitzat com electrode de pseudoreferencia/auxiliar. Se realitza a més un diseny
experimental que inclou I’analisi no sols de bisulfits sind també d’acid ascorbic i
histamina. S’han realitzat experiments de calibraci6 del sistema i de validaci6 dels
models de predicci6 aplicats. Els resultats de la calibracié mostraren una capacitat
predictiva molt bona per al bisulfit, i acceptable per a I’acid ascorbic i la histamina.
A la validaci6 es va detectar una disminucié de la capacitat predictiva per a totes

les especies, a causa d’un efecte matriu.

La tercera llengua electronica inclou la utilitzacié simultania de dues metodologies
de mesura: voltametria de polsos i mesures de la impedancia, per a la determinacié
del contingut sali en mostres de carn picada. La capacitat predictiva de la llengua
electronica “hibrida” va resultar bona per a I’analisi de clorur i moderada per a

nitrit i nitrat.



La segon part d’aquesta tesi exposa el diseny i caracteritzacié d’un dispositiu de
capa grossa d oxid de ruteni utilitzat com a sensor de pH, aixi com el plantejament
i verificacié de models teorics per a I’estudi dels procesos d’interferencia. El
dispositiu va presentar bona resistencia mecanica i quimica, aixi com una
sensibilitat molt propera al comportament nerstia, i temps de resposta baixos. Es
van trobar interferéncies per la presencia d’anions comuns en les mostres
analitzades, causades per la presencia d’oxid de plom en la pasta comercial d’oxid

de ruteni utilitzada en la preparaci6 del sensor.

Per dltim, es proposen models teorics capagos de descriure el comportament de la
senyal potenciometrica d’alguns sensors solids i d’estudiar procesos d’interferéncia
en aquestos. La verificaci6 dels models es va dur a terme en sistemes simples del

tipus M/MO/MX; aixi com al sensor de capa grossa d’oxid de ruteni.



ABSTRACT

In the present thesis, the results obtained in the design and characterization of two
different kinds of solid state sensors, as well as their application in the field of

recognition and determination of chemical species are exposed.

The first part of the work is focused in the design and characterization of sensor
arrays, namely electronic tongues (ET). A first ET based on potentiometry is
prepared for the qualitative and quantitative analysis of both saline solutions and
mineral waters. The potentiometric ET was composed by five metal-based sensors
as working electrodes, namely gold, silver, platinum, cooper and zinc; encapsulated
into a stainless steel cylinder. The capabilities of the ET for recognition of samples
based in the differences in the anionic content have been verified. The capabilities
for predicting anionic levels have been verified as well, showing good results in

prediction of chloride, as well as moderate results for both sulfate and bicarbonate.

A second ET based on voltammetry was evaluated in the prediction of bisulfites in
wine samples. The ET was composed by four metal-based working electrodes
(gold, platinum, stainless steel and rhodium) encapsulated in a stainless steel
cylinder used as seudoreference/counter electrode. Ascorbic acid and histamine
were also included in the analysis of prediction. Hence, an experimental design was
used for explaining the correlation and confounding between the three analytes.
Calibration of the measurement system was performed as well as validation of
created prediction models. The results of calibration showed good prediction of
bisulfites, and acceptable for both ascorbic acid and histamine. In validation
process, a decreasing in capabilities of prediction of all species was detected

caused mainly due to a matrix effect.

The third ET consisted in the simultaneous use of two measurement methodologies
namely pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) for
the determination of the saline content in minced meat. The capabilities of the
“hybrid” ET resulted good in the analysis of chloride, meanwhile prediction of

both nitrite and nitrate can be considered as moderate.



The second part of the thesis describes the design and characterization of a thick-
film sensor made of ruthenium oxide used as pH sensor; and the
statement/verification/validation of theoretical models for the study of interfering
processes in solid state sensors as well. The thick-film sensor showed a strong
resistance both chemical and mechanical, as well as a near nerstian sensibility.
Interfering process have been found due to the presence of common anions in the
samples. The interferences are caused due to reactions between interfering species
and the lead oxides included in the composition of the ruthenium oxide resistive
paste. Theoretical models able to describe both the behavior of potentiometric
response and the interfering process of solid state sensors have been proposed and
validated/verified. Validation/verification of models has been carried out for simple
systems such as metal-based sensors M/MO/MX, and also in a complex system

such as the thick-film sensor of ruthenium oxide.
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Capitulo 1

Lenguas Electronicas

Li INTRODUCCION A LA TECNOLOGIA DE LAS LENGUAS
ELECTRONICAS



Los organismos vivos podemos recibir informacién acerca de cambios en el medio
ambiente que nos rodea a través de sentidos especializados para dicha funcién.
Estos sentidos, ademds de percibir y analizar estos cambios, son capaces también
de reaccionar segin la necesidad de ello. Una clasificacién neurofisiolégica
enumera en cinco el total de los sentidos presentes en seres humanos: la vista, el
tacto, el oido, el gusto y el olfato. Los tres primeros sentidos de la clasificacién son
considerados fisicos, pues estos se adaptan a percibir estimulos del tipo fisico;
mientras que los dos ultimos son capaces de detectar cambios en la composicién

quimica del entorno, de ahi que se consideren sentidos quimicos.

La comunidad cientifica se ha volcado recientemente en el intento de reproducir
estos sentidos quimicos de forma artificial. No obstante, la tarea de disefiar narices
o lenguas artificiales resulta un tanto compleja, debido fundamentalmente a que el
mecanismo natural de percepcién quimica no estd totalmente dilucidado aun [1].
No existe una relacion directa entre la estructura de las moléculas y el estimulo que
se percibe del contacto con ellas, esto es, moléculas con estructuras similares
pueden causar distinta impresidon (algunas partes de moléculas de hidrocarburos
son dulces y otras no); y por el contrario, moléculas con grupos funcionales
diferentes pueden percibirse de forma similar (partes de carbohidratos son dulces y
el acetato de plomo también). Mds aun, algunos efectos adicionales pueden
presentarse, como sinergismo, antagonismo, enmascaramiento, entre otros efectos.
En el caso del sentido del olfato, numerosos aromas bdasicos aun no han sido

descubiertos, e incluso, algunos de ellos probablemente no existan.

Li.1 Sentidos humanos y sentidos artificiales. Analogias.

1.i.11 Sentido del olfato



El sentido humano del olfato es capaz de reconocer y discriminar compuestos
voldtiles con una exactitud y selectividad considerablemente altas. Algunos olores
son detectados en el orden de partes por trillén. Todo esto se hace posible gracias a
que entre 10 y 100 millones de receptores de olfato se localizan en el epitelio nasal

en un 4rea de aproximadamente 5 cm’.

A diferencia del sentido del gusto, el olor no puede ser facilmente clasificado en
sensaciones diferentes. Los humanos podemos distinguir alrededor de 10000
sustancias quimicas con los receptores olfativos siendo estimulados estos mediante
un limitado ndmero de aromas primarios. Algunos investigadores han sugerido que
este nimero varia entre 7 y 50. Recientemente, se ha propuesto que pueden existir
unos 1000 genes olfativos los cuales son adjudicados solamente en la nariz. Los
aromas son generalmente moléculas ligeras, de pequefio tamafio, polares, y con

frecuencia hidrofobas [2].

L.i.12 Sentido del Gusto

Las papilas gustativas, de las cuales existen alrededor de 10000, las podemos
localizar fundamentalmente en la lengua, algunas en el velo del paladar, otras en la
parte interna de la mejilla, faringe y epiglotis de la laringe [3]. La sensacién de
sabor puede clasificarse en cinco categorias basicas: dulce, acido, salado, amargo y

umami.

Una papila gustativa contiene entre 50 y 100 células relacionadas con las cinco
sensaciones de sabor. Cada una de estas células tiene receptores que se enlazan a
las moléculas e iones contenidos en los alimentos que incorporamos a nuestro
organismo y de este enlace resultan las distintas sensaciones de sabor. Cada una de
estas sensaciones de sabor presenta un nivel de “umbral” distinto en la lengua, del
cual la sensacién de amargor tiene el nivel mas bajo. Esto se puede considerar

como una proteccién ya que muchas de las sustancias téxicas o venenosas son



amargas [4]. Las sustancias acidas tienen un nivel de umbral intermedio mientras

que las saladas y dulces presentan los valores de umbral mas altos.

Li.2 Necesidad de Narices y Lenguas electréonicas.

Gardner y Bartlett [5] definieron las narices electrénicas como instrumentos
compuestos por un grupo de sensores quimicos de especificidad parcial y con un
apropiado sistema de reconocimiento de patrones, los cuales son capaces de
reconocer olores simples o complejos. Por el contrario, las lenguas electrénicas son
sistemas multisensores para el anélisis de liquidos, basados en “arrays” de sensores

y patrones de reconocimiento [6].

El sistema del olfato humano puede detectar miles de compuestos distintos con un
alto grado de especificidad, y de ahi que las investigaciones dirigidas al disefio de
sistemas de narices artificiales han supuesto un avance significativo en los estudios
de calidad de aromas en la industria alimenticia. Existe una estrecha relacion entre
las narices humanas y sus homologas electronicas. Cada nariz consta de tres
regiones principales. La nariz humana cuenta con un sistema de células receptoras
de olores, el bulbo olfativo y el cerebro. Las partes equivalentes en los sistemas
electrénicos son el conjunto de sensores quimicos de olores, el procesador de datos

(ordenador) y el sistema para el reconocimiento de los patrones.

Una lengua electrénica, sin embargo, podria ser imaginada como un andlogo de
ambos sistemas humanos (gusto y olfato), ya que puede ser usada en el
reconocimiento de todo tipo de compuestos disueltos, incluidos compuestos
volétiles provenientes de los aromas una vez disueltos [6]. Las lenguas electrénicas
pueden ser utilizadas no solo para el reconocimiento o clasificacién de especies,

sino también para determinaciones cuantitativas de las concentraciones de estas.

La similitud entre lengua bioldgica y lengua electrénica se manifiesta en cada una

de sus etapas. Asi, en los sistemas de lengua electrénica la funcién del alimento lo



realizan muestras de caricter liquido, que al tener un contacto intimo con los
sensores actian de forma similar a la relacién de los alimentos con las papilas
gustativas. Los sensores no suelen ser todos iguales sino que poseen normalmente
diferentes tipos de sensibilidades, de la misma forma que hay diferentes papilas
para diferentes gustos. Los sensores del sistema de lengua electrénica realizan
medidas que adquieren forma de sefial eléctrica, esta sefal suele precisar un
acondicionamiento antes de ser transmitida a un ordenador de forma semejante a
los nervios sensitivos del gusto transmiten la sefial nerviosa al cerebro. En el
ordenador se realiza un andlisis de los datos para reconocer patrones de medidas o
realizar clasificaciones por analogia con andlisis previos, que equivale al trabajo
que realizan las neuronas del cerebro para procesar la informacién de la memoria y
asociar el nuevo producto a un sabor conocido. Un esquema ilustrativo de la

analogia del sistema gustativo humano y las lenguas electrénicas se presenta en la

Figura 1.
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Figura 1. Analogia del sistema gustativo humano con las lenguas electrénicas.

1.i.3 Antecedentes

En los dltimos 25 afios se han publicado numerosos trabajos acerca del desarrollo
de sentidos artificiales. El primer trabajo acerca del tema de la estimulacidn del
sentido del olfato fue presentado por Persaud y Dodds en 1982 [7]. Aqui los
autores mostraron los resultados del disefio de un conglomerado de sensores
quimicos usado para estimular los receptores y el uso simultdneo de métodos de
reconocimiento para determinar los patrones de estimulacién. Al momento de
presentado, el dispositivo fue identificado como una versidn electrénica del sentido
del olfato. A raiz de ello, el término “nariz electrénica” se hizo popular a finales de
la década de los ochenta, y desde entonces muchas estrategias han sido propuestas

para el desarrollo de estos dispositivos.

En 1985, Otto y Thomas [8] desarrollaron el primer sistema para andlisis en
liquidos basado en el uso de un sistema con multiples sensores. A partir de este
aflo, se comienzan a diseflar y presentar numerosos dispositivos de este tipo,
cominmente llamados “lenguas electrénicas”. En la actualidad existe un gran
numero de sistemas tipo narices electronicas disponibles en el mercado, sin
embargo, el numero de lenguas electrénicas comercialmente disponibles es

bastante reducido [9, 10].

Al principio de ser presentadas las lenguas y narices electrdnicas, se cred cierta
confusién segin la denominacién, pues algunos métodos como los cromatogréaficos
o los métodos de espectrometria de masas son denominados también como
sistemas para el reconocimiento de sabor/olor. Esta confusién se elimin6 con el
paso del tiempo, quedando los nuevos sistemas desarrollados como Unicos
testadores de sabor/olor, ya que su disefio siempre estuvo enfocado en la

neurofisiologia de los sentidos humanos.



El nombre “lengua electrénica” es mds popular en los trabajos publicados en
Europa, mientras que en América se les conoce como “chips” de sabor y en las
publicaciones asidticas sensores de sabor o sistemas de sabor. Un dispositivo se
denomina “sensor de sabor” cuando es usado en la clasificacién de sensaciones
basicas de sabor, y el resultado es comparado o comprobado mediante un panel de
catadores. En el caso de las lenguas electrénicas, su principal aplicaciéon también va
dirigida a la clasificacion de muestras de alimentos, aunque en este caso los
resultados no tienen que ser necesariamente comparados por un panel

especializado, sino que se comparan con otras propiedades de la muestra analizada.

A principios de la década de los noventa el disefio y presentacién de estos nuevos
sistemas tipo narices y lenguas electrénicas se hizo muy popular. Ambos sistemas
tenian como punto en comun el uso de ‘“arrays” compuestos por un numero
significativo de sensores (mayormente sensores potenciométricos) para realizar
andlisis cualitativos de muestras, que incluyen discriminacién y deteccién de
especies quimicas, identificacién de aromas o sabores, separacidon de productos de
mayor calidad de otros de calidad inferior, entre otros aspectos. Entre los grupos de
investigacién pioneros en el desarrollo de narices electrénicas destacé el
Laboratorio de Investigacion sobre Sensores, encabezado por el profesor Julian
Gardner de la Escuela de Ingenieria de la Universidad de Warwick, en el Reino
Unido. Cientificos pertenecientes a dicho grupo publicaron numerosos trabajos en
los cuales se usaban grupos sensores poliméricos como material sensor, esto para la
discriminacion de distintos aromas como por ejemplo alcohol, otras bebidas, tabaco
y distintos tipos de café. También analizaron aspectos generales de los dispositivos
disefiados y sefalaron algunas de las limitaciones que surgen en el uso de ellos [11-
13]. Otro de los grupos de investigacién digno de ser considerado como pionero en
el disefo tanto de narices como lenguas electronicas es el Laboratorio de Fisica
Aplicada de la Universidad de Linkoping en Suecia. Sus primeras incursiones en el
disefio de sentidos artificiales se centraron en el desarrollo de narices electrénicas.
Analizaron la posibilidad del uso de sensores quimicos de efecto de campo

(CHEMFET) como sensores de gases formando parte de narices electrénicas.



Como aplicacién directa, crearon un sistema compuesto no solo por sensores
CHEMEFET sino también por algunos sensores de gases del tipo “Taguchi” y un
sensor infrarrojo de CO,, y todo ello lo aplicaron en el andlisis de la calidad del

papel producido por empresas suecas [14, 15].

Desde que en 1992, Toko y colaboradores publicaran el que se considera el primer
articulo sobre lenguas electronicas [16] numerosos han sido los trabajos que se han
presentado y que aun se siguen presentando. Las investigaciones sobre el disefio y
aplicacidon de estos dispositivos se han intensificado en los tdltimos afios. Esto
queda plasmado en que entre los afios 1996 y 2000 se habian presentado alrededor
de 20 trabajos, y ya hasta el afio 2006, esta cifra habia aumentado hasta 80. Muchos
de estos trabajos se centran en la industria alimenticia y la industria farmacéutica,
que son considerados como los principales campos de aplicacion. Otros trabajos

centran su atencion en el tipo de sensor utilizado.

De entre todos los grupos de investigaciéon que se dedican al disefio de lenguas
electrénicas, existen dos grupos que, al igual que los mencionados anteriormente
como pioneros en el disefio de narices electrénicas, se pueden considerar como tal
para el caso de las lenguas electrénicas. Uno de estos grupos es propiamente el ya
mencionado Laboratorio de Fisica Aplicada de la Universidad de Linkoping,
Suecia, que a raiz de sus investigaciones en sensores de gases, extrapolaron sus
esfuerzos hacia el analisis en disoluciones, disefiando un numero considerable de
lenguas electrdnicas, las cuales se componen en su mayoria por sensores del tipo
voltamétricos [17-19], y extendiendo su campo de aplicacién no solo hacia la
industria alimenticia, sino también a sectores de la industria basica [20], la

industria automovilistica, la proteccién ambiental [21], entre otros.

Otro de los grupos de investigacion que goza de cierta jerarquia dada su
experiencia en el disefio de lenguas electrénicas es el que dirige el Profesor Andrey
Legin del Departamento de Quimica de la Universidad de San Petersburgo, Rusia.
Los primeros trabajos de este grupo se enfocaron en el uso de lenguas electrénicas

compuestas por sensores potenciométricos (metdlicos, poliméricos) para evaluar la



calidad de distintos tipos de bebida (té, café, cerveza, zumos); asi como para
analizar las capacidades de estos dispositivos en seguimientos de los procesos de
envejecimiento de algunos alimentos [22-24]. Cabe mencionar ademds otros
grupos de investigacién como el Departamento de Ingenieria Electrénica de la
Universidad Tor Vergata de Roma, el Grupo de Sensores y Biosensores de la
Universidad Auténoma de Barcelona y el grupo perteneciente a la Universidad de
Valladolid, quienes han realizado aportes importantes en las investigaciones sobre

el disefio de narices y lenguas electrdnicas.

Li4 Lenguas electronicas: Concepto, ventajas y principales

aplicaciones.

Una lengua electrénica es un instrumento analitico que reproduce de forma
artificial la sensacién de sabor. Se compone de un conjunto de sensores quimicos
de baja selectividad y de especificidad parcial sobre los diferentes componentes de
una disolucién. Dicha selectividad parcial unida al hecho de que los resultados
generados de las mediciones son tratados con herramientas estadisticas hacen estos
sistemas de sensores ideales para ser utilizados en muestras de naturaleza quimica
compleja, entiéndase muestras con alto contenido de especies quimicas en su
composicién. Cada sensor del conjunto mide una propiedad (o especie)
determinada de la muestra. La respuesta del conjunto de sensores ofrece una huella
caracteristica de cada propiedad/especie en la muestra. La suma de todas las
huellas ofrece el patrén de reconocimiento. Este concepto queda ilustrado en la

Figura 2.



Figura 2. Esquema de una lengua electronica.

El disefio y construccién de lenguas electrénicas requiere de la fusidon de varias
ramas de la ciencia, como son la tecnologia de los sensores, metodologia de los
patrones de reconocimiento, inteligencia artificial y herramientas quimiométricas.
En este sentido se debe destacar que todas las descripciones o conceptos dados de
las lenguas electrénicas puntualizan el hecho de que son sistemas formados por
grupos o aglomeraciones de sensores, pero ya sea por ofrecer una imagen mas
ilustrativa, o simplemente por considerarlo un aspecto obvio, se omite incluir los
sistemas de reconocimiento de patrones en los conceptos. Dicho esto, y tomando
como referencia el término biolégico de la simbiosis, se puede concluir que las
lenguas electrénicas, al igual que ocurre en el sistema gustativo humano, son la
simbiosis de dos acciones especificas realizadas por distintos actores: la obtencién
de la informaciébn o caracteristicas de wuna muestra mediante papilas
gustativas/sistema de sensores electroquimicos; y la interpretacion de dicha
informacién en nuestro cerebro con la ayuda de las neuronas, o en un ordenador

mediante el Analisis Estadistico Multivariado.

Li.41 Ventajas de las Lenguas Electronicas



Las ventajas fundamentales que ofrecen las lenguas electrénicas es que son
sistemas de sensores simples y robustos los cuales no necesitan procesos especiales
de conservacion, limpieza ni almacenamiento. Generalmente, los costes de disefio
de estos dispositivos son muy bajos. Ademds de estos, la ventaja fundamental del
uso de estos dispositivos es que, en comparacién con el sentido del gusto humano,
estos no son subjetivos, u adaptativos, no se fatigan ni se infectan, lo cual es muy
comtn en, por ejemplo, grupos de panelistas o catadores de sabor. Ademads, pueden
utilizarse en el andlisis de sustancias no digeribles y toxicas. En la Tabla 1 se
muestra una comparacién en la que se pueden verificar algunas ventajas de las
lenguas electronicas sobre las técnicas de andlisis quimico tradicionales, que
incluyen el andlisis quimico elemental y el andlisis mediante equipamiento de alta
generacién (Cromatografia Gaseosa, HPLC, etc.); asi como con paneles o grupos

de expertos.

Tabla 1. Ventajas del uso de las lenguas electronicas sobre los sistemas analiticos de

medicion.
Lenguas Anal. Anal. Paneles de
Elect. Quimico. Quimico Catadores
Elemental Eq. Alta
generacion
Simpleza, Robustez si no no si
Gastos de disefio o | bajos medios altos altos
adquisicion
Consumo de tiempo | bajo alto alto medio
de mediciones
Necesidad de | no no si si
personal  altamente
calificado
Contaminacién/destru | no si si si
ccion de la muestra
Generacion de | baja alta baja alta
residuos
Posibilidad de | si si no no




medicion in situ

Posibilidad de | si no no no
incorporacién del

sistema de medicién

en lineas de

produccién (Ind.

Alimenticia)

L.i.42 Principales Aplicaciones

Un listado de los campos principales de aplicacién de las lenguas electronicas se

muestra a continuacion:
o Industria Alimenticia

Controles de calidad durante la produccién y el almacenamiento (aguas minerales,

vinos, zumos, café, leches, etc.)

Optimizacién de bioreactores

Control de los procesos de envejecimiento (quesos, vinos)

Control automético del sabor
® Medicina

Diagnésticos no invasivos (orina, sudor, saliva, etc.)

Monitoreo clinico in vivo

Sabor de los productos farmacéuticos (enmascaramiento de la amargura, etc.)
*  Seguridad

Deteccion de armas quimicas y bioldgicas

Deteccion de drogas y explosivos



e Vigilancia ambiental
Monitoreo de la contaminacién industrial y agricultura
Identificacién de sustancias toxicas
Deteccién de fugas peligrosas
o Industria Quimica
Pureza de productos
Deteccion de grupos funcionales

A continuacién se presenta una relacion de andlisis realizados sobre muestras

especificas mediante el uso de lenguas electrénicas.

Tabla 2. Muestras investigadas mediante lenguas electronicas.

Muestras

Sustancias Basicas
e Sabor de sustancias basicas [25-29]
e Surfactantes [30-32]
e Aminoacidos [33-35]

Alimentos
e Zumo de frutas y bebidas [23, 33, 36-39]
e Leche [33, 40-42]
e Agua mineral [24, 33, 43-46]
e Bebidas alcohdlicas [22, 33, 47-52]
o (afé [22, 23, 33]
e Tomates [19, 53]
e Té e infusiones [33, 54-56]
e (Carne [57, 58]




e Manzanas [59]

e Aceite de olivas [60-63]
e Arroz [64, 65]

¢ Pepinillos encurtidos [66]

e Soja[33, 67]

Diagnoéstico médico [68-70]
¢ QOrina [71, 72]

Medio ambiente acuatico
(Metales pesados, contenido idnico, dureza, plantas de
tratamiento de aguas, lavadoras) [73-79]

e Fertilizantes [80, 81]

e Pesticidas [82]

Muestras biolégicas. Fermentacion.

(Mohos, levaduras, bacterias) [83-87]

Li.5 Tipos de sensores usados en las lenguas electrénicas

Una amplia variedad de sensores quimicos pueden ser empleados en el disefio de
lenguas electronicas. Entre los mas utilizados se encuentran los sensores
electroquimicos (potenciométricos, voltamétricos), los sensores 6pticos y los
sensores enzimaticos (o biosensores). Entre todo este grupo, los mds utilizados
hasta el momento son los sensores potenciométricos, y més especificamente, los

electrodos selectivos a iones (ISE).

Li.51 Sensores potenciométricos

El principio operacional de los ISE se basa en el cambio su potencial contra un

electrodo de referencia cuando no circula corriente por el sistema (condiciones de



corriente 0). El potencial del ISE es una funcién de la actividad de las especies
idénicas en la disolucién, y surge cuando ocurre transferencia de carga a través de la
membrana del electrodo, y de ese modo se logra el reconocimiento del analito. Los
principales inconvenientes de las medidas potenciométricas son la dependencia con
la temperatura, la influencia de cambios en la disolucién y la adsorcién de
componentes de la disoluciéon que afectan los procesos de transferencia de carga.
Estos efectos negativos normalmente se minimizan mediante rigurosos controles de
la temperatura mientras se efectda la medicién y mediante el uso de disolventes
para lavar los electrodos que limiten la adsorcién de especies. De todas formas, las
muchas ventajas que ofrecen los ISE como son su bajo costo, fécil fabricacion,
principio operacional bien conocido, posibilidad de obtener sensores selectivos a
muchas especies, y ademds, su cierta similitud al mecanismo natural de
reconocimiento molecular, los convierten en los sensores mds populares en el

desarrollo y disefio de lenguas electrénicas.

La primera lengua electrénica disponible comercialmente en el mercado estaba
compuesta por sensores potenciométricos y fue presentada por Toko y
colaboradores [33, 88, 89]. El dispositivo estaba constituido por electrodos de
membrana de PVC modificadas con derivados lipidicos, a modo de lograr cierta
semejanza entre la capa lipidica de las paredes celulares de las papilas gustativas.
Las medidas realizadas con el dispositivo fueron procesadas mediante métodos
numéricos de andlisis y los resultados se visualizaron en graficos. Aqui, algunas
muestras que presentaban caracteristicas similares (sabor) se agrupaban cercanas,
mientras que otras distintas aparecian ubicadas en dreas distintas del gréfico. De
este modo se hizo posible la clasificaciéon de muestras de composicién compleja
como por ejemplo aguas minerales, cervezas, café, té, sake, pastas de soja, etcétera.
El sistema presentado fue capaz de diferenciar ademds algunos aminoacidos con

diferente sabor dulce (glicina, treonina, alanina).

La tarea de este dispositivo en si fue correlacionar las sensaciones de sabor u otra
propiedad con la respuesta de los sensores en varios tipos de alimentos como

cerveza (contenido alcohdlico, pH), sake (modo de preparacién, acidez), leche



(contenido proteico, indice de nitrégeno), café (acidez, amargor), pasta de soja
(grado de fermentacion) [33]. Se observd que la respuesta de algunas membranas
poliméricas aumentaba linealmente con el paso de los dias en la fermentacién de la
pasta de soja, ademds de que se detectaran patrones de reconocimiento distintos
para distintos tipos de brotes (mugi-miso, awase-miso, kome-miso). Incluso el
seguimiento del proceso de envejecimiento de las pastas fue realizado de forma

satisfactoria.

La que se considera como la segunda versién de una lengua electrénica fue
disefiada y presentada por Legin y colaboradores. Este aparato consistia en un
conjunto de electrodos selectivos en estado sdlido desarrollados a base de vidrio
calcégeno [22, 23]. Su uso hizo posible el reconocimiento de numerosos tipos de
alimentos como por ejemplo aguas minerales, té, cerveza, café, carne [57] entre
otros. Permiti6 ademas la realizacion de analisis detallados en muestras de vino,
como el reconocimiento del origen y afiada aproximada del producto, todos estos
datos con un error absoluto entre el 5 y el 10% [49]. Aplicaciones posteriores de
dispositivos de este tipo permitieron la identificacion de bebidas y licores como
vodka, etanol y eau de vie en la produccién de coiiac [22, 23], el andlisis de la
contaminacion de las aguas por algunos metales con Cu, Cd, Fe, Cr y Zn [74]; y
ademds el seguimiento de los procesos de deterioro de peces de agua dulce y de

mar [57].

A pesar de que la eficacia de los electrodos de vidrio calcégeno quedd
comprobada, estos fueron parcialmente modificados, acopldndolos junto a
electrodos de membrana de PVC [74]. Con estos sensores modificados se logré una
mayor selectividad a la hora de discriminar sabores bdsicos, por ejemplo el
reconocimiento de sustancias quimicas y sabor de aditivos en productos de la
industria farmacéutica [90]. El sistema modificado se aplic6 también en el
seguimiento de la fermentaciéon de la Escherichia coli, en el cual se pudo
determinar el contenido de dcidos orgdnicos (fundamentalmente dcido acético), y

ademds la correlacién existente entre los cambios en la composicién quimica



(amonio y 4cidos orgdnicos) y el incremento de la biomasa durante la fermentacién

[83].

Algunos receptores enzimdticos también pueden ser utilizados en la preparacion de
las membranas selectivas. Estos receptores (como por ejemplo las porfirinas) son
anclados dentro de matrices poliméricas de PVC, poliuretanos, etcétera. Algunas
lenguas electrénicas compuestas con electrodos potenciométricos derivados de
porfirinas han sido aplicadas para la determinacién del contenido alcohdlico en
vinos, cerveza, grappa y whisky [91]. Otros microsistemas de este tipo utilizaban
como receptores anclados en bases poliméricas biosensores de glucosa. Estos
sistemas permitieron el reconocimiento de refrescos y cervezas [24]; asi como el
andlisis de café, té negro y té verde coreano, que incluia la determinacién de

niveles de algunas sustancias como cafeina, azicares, etcétera [55].

Algunos elementos metdlicos han sido y contindan siendo utilizados como
electrodos potenciométricos dada su facilidad para interactuar con especies
quimicas en cualquier medio que les rodea, alterando significativa y
espontdneamente su potencial. Entre las aplicaciones que ha generado el uso de
electrodos metélicos (o también electrodos derivados tipo metal-metal sal/oxido:
M/MX o M/MO) se pueden mencionar las medidas de pH, el uso como electrodos
de referencia y las determinaciones idnicas. En las dos primeras aplicaciones, los
electrodos metdlicos han tenido gran éxito, incluso en la actualidad se sigue
considerando al electrodo de Ag/AgCl como el electrodo de referencia por
excelencia. No obstante, el papel de electrodos como sensores de iones se ha visto
afectado muy frecuentemente debido a la facilidad de reaccién, y mds aun, a la
capacidad de formar compuestos insolubles con otras especies (interferencias)
distintas al analito que se mide. De cierta forma, esta respuesta inespecifica de los
electrodos metélicos se miraba con malos o0jos en tiempos pasados, pero en la
actualidad, y sobre todo en el campo del disefio de lenguas y narices electrénicas,
la capacidad de responder de forma distinta sobre los componentes de una muestra,
unido a su simpleza, robustez y bajo costo, confiere a los electrodos metédlicos un

papel importante en el disefio de estos dispositivos.



Desde que nuestro grupo de investigacion tuvo la idea de comenzar a disefiar
dispositivos del tipo lenguas electronicas, numerosos han sido los trabajos
presentados en los cuales, las prestaciones de los electrodos metdlicos en
conjuncién con otros tipos de sensores como los electrodos de capa gruesa se
vienen explotando en el andlisis cualitativo y cuantitativo de especies quimicas en
muestras de alimentos, aguas, medioambientales, entre otras. Asi, a raiz del estudio
de la viabilidad de uso de las pastas comerciales en la preparacién de sensores de
capa gruesa, y del éxito obtenido en el disefio de sensores de 6xido de rutenio para
mediciones de pH, se piensa en la utilizacién simultinea de sensores de capa

gruesa y electrodos metélicos como componentes de lenguas y narices electrénicas.

El primer dispositivo estuvo constituido por doce electrodos potenciométricos y fue
utilizado en la discriminacién de aguas minerales debido a la selectividad parcial
de los electrodos sobre los componentes id6nicos de las muestras [46]. El “array” se
componia de sensores de capa gruesa de RuO,, C, Ag, Ni, Cu, Au, Al y Pt; y de
barritas o alambres metélicos de Sn, Pb, Pt y C (grafito). En el disefio de los
sensores de capa gruesa se utilizaron siempre pastas resistivas disponibles en el
mercado, con lo cual el gasto de disefio se reducia considerablemente. En una
segunda aproximacién, se analizaron los resultados del experimento de
discriminacion de las aguas y se redujo el nimero de sensores a siete. Aqui se
profundizé en la interacciéon de las especies idnicas con los sensores (mds
especificamente con los electrodos metdlicos) mediante andlisis en disoluciones
salinas menos complejas que las aguas minerales, y ademds se comienza a utilizar
herramientas estadisticas del tipo Artmap/Fuzzy Artmap para la realizaciéon de

determinaciones semicuantitativas [92].

Con el objetivo de extender el campo de aplicaciones al andlisis de muestras de
alimentos, se cred primeramente un dispositivo mixto del tipo nariz/lengua
electrénica, formado l6gicamente por sensores potenciométricos. Este dispositivo
se empled para el seguimiento del deterioro de muestras de vino. La nariz y lengua
electrénica eran dispositivos independientes. En el caso de la lengua, esta se

componia solamente de sensores de capa gruesa de Ag, Au, Cu, Ru, AgCl y C. El



disefio de la nariz electrénica estuvo basado en el sistema del olfato humano, con lo
que se intentd crear una nariz “htimeda” formada por electrodos metélicos (Al, C,
Pt) y de vidrio, cubiertos todos por unas capuchas de nylon las cuales se mantenian
constantemente empapadas en agua para facilitar la conductividad de los analitos

[93].

Otra lengua electrénica disefiada y presentada por nuestro grupo, en la cual se
utilizaban electrodos potenciométricos metélicos, fue utilizada para el estudio de la
frescura de pescados de agua de mar (doradas) [94]. Aqui se identificaban patrones
de reconocimiento relacionados con el deterioro de la carne del pescado a raiz de
derivas en las curvas de potencial de los electrodos. Asi, los potenciales de Au, Ag
y C se mantenian constantes durante 4 dias, y a partir del quinto dia se observaba
una caida del potencial. Otro tanto ocurria con el Ni, que experimentaba una brusca
disminucién del potencial a partir del cuarto dia hasta el noveno. Lo contrario

ocurria con el electrodo de cobre, que experimentaba una subida de potencial.

I.i.52 Sensores voltamétricos

En contraste con los métodos potenciométricos, las medidas voltamétricas se
efectiian cuando en el sistema, el estado de equilibrio no se ha alcanzado aun, y por
ende, la sefial obtenida es una relacién corriente-potencial (I/V). El sistema mas
simple de voltametria emplea tres electrodos: referencia, trabajo y auxiliar. Aqui se
asume el potencial de electrodo de referencia como constante por lo que el flujo de
corriente ocurre entre el electrodo de trabajo y el auxiliar. La reaccién de
electrdlisis ocurre entonces en el electrodo de trabajo y este proceso es el
responsable de la generacidn de corriente. Asi, la corriente generada es una funcién
de la velocidad o grado de electrdlisis, la cual es gobernada por el transporte de
especies electroactivas de la muestra (por ejemplo: coeficiente de difusion,

concentracién de las especies).



Los sensores voltamétricos son dispositivos que ofrecen ventajas importantes para
el andlisis multicomponente como son su alta selectividad y sensibilidad, alta
relacioén sefal-ruido, bajo limite de deteccién y ademds que con ellos se pueden

utilizar varios modos de medicién (onda cuadrada, ciclica, pulsos, etc.).

El primer tipo de lengua electrénica voltamétrica fue desarrollado por Winquist y
colaboradores, y se constituia de un conjunto de electrodos de trabajo de varios
metales (Cu, Ni, Pd, Ag, Sn, Ti, Zr, Au, Pt), un electrodo de referencia y un
electrodo auxiliar. Dependiendo de la aplicacidn, el conjunto total de electrodos de
trabajo se dividia en subconjuntos. Los datos obtenidos de las medidas
voltamétricas en sustancias simples pueden ser ficilmente interpretados, pero para
el caso de mezclas complejas la sefial se superpone con frecuencia y esto deriva en
una relacion I/E menos clara o explicativa, dependiendo del tipo de electrodo. Sin
embargo, esta relaciéon aunque compleja, sigue siendo una imagen unica o
especifica de cada muestra. Considerando este rasgo se hace posible entonces el
reconocimiento de varios tipos de zumos de frutas (naranja, kiwi, manzana,
melocotén) y ademds diferenciar entre zumos naturales y aquellos preparados a

base de concentrados [17].

La utilizacion de este dispositivo en plantas de tratamiento de aguas ofrecid
resultados satisfactorios en los procesos de depuracion de las aguas [21], y ademads
fue de gran ayuda a la hora de optimizar los pardmetros de funcionamiento en
lavadoras (discrimind entre diferentes enjuagues en lavadoras de uso familiar,
[76]). Sus aplicaciones en el sector alimenticio fueron numerosas. Ejemplo de ello
mencionamos el seguimiento del envejecimiento de zumos y leche [17] y la
evaluacién de los procesos de limpieza en plantas de produccion lechera [42].
Ademads ofrecié una discriminacion entre distintos tipos de té con un alto grado de
fiabilidad [52]; y entre tomates de origen espafiol y alemdn [19]. En el campo de
los estudios microbioldgicos, la lengua electrénica voltamétrica se utilizé para
predecir de forma cuantitativa el crecimiento bacteriano en pulpas y leche [95].
Relacionado con esto se realiz6 ademds un andlisis mds detallado en muestras

bioldgicas en cuanto a la diferenciacién entre varias especies (bacterias, mohos,



levaduras) [87]. Investigaciones realizadas sobre procesos de fermentacién incluian
el seguimiento del crecimiento del moho Aspergillus oryzae, lo cual condujo al
andlisis de la correlaciéon de la respuesta de los sensores con el contenido de
ergosterol en biomasa y los cambios de pH del medio [86]. Por dltimo mencionar
que la lengua electrénica presentada por Winquist y col. se aplicé también en el

andlisis de las aguas residuales en plantas de produccién de papel en Suecia [20].

La superficie de los electrodos usados en la preparacién de lenguas electrdnicas
voltamétricas puede ser modificada con varios materiales quimioselectivos, como
ocurria con los sensores potenciométricos. El desarrollo de dichos sensores
(electrodos metdlicos o de pasta de carbon cubiertos con capas selectivas) ofrece
algunas ventajas pues estos generan una informacion o sefiales un tanto diferentes a
la de los electrodos metalicos, lo cual ayuda a mejorar la selectividad o deteccién

de sustancias que generan sefiales débiles.

Un “array” de sensores voltamétricos modificados disefiado por investigadores del
grupo de sensores y Biosensores de la Universidad Auténoma de Barcelona se
aplicé para el andlisis de disoluciones que contenian sustancias de sabor dcido
como cloruro de magnesio, quinina y compuestos fendlicos. Las sefiales de los
sensores fueron posteriormente correlacionadas con las concentraciones reales de
dichos compuestos [27, 96]. Otro dispositivo compuesto por pasta de carboén-
ftalocianina y otros electrodos cubiertos con capas de polipirrol dopado con varios
agentes fue empleado en el reconocimiento de sabores basicos y adulterantes en
muestras de vinos [97]. Varias sustancias, cuya presencia afecta considerablemente
el sabor del vino fueron determinadas, como por ejemplo alcohol, 4dcido tartdrico,
SO,, 4cido acético, sacarosa y etanal. Incluso se analizé el origen y variedad de la
uva utilizada en la elaboracién, asi como la edad aproximada del producto

elaborado [50].

Otra modificacion realizada a los sensores voltamétricos supuso la aplicacién de
capas enzimadticas, con lo cual se hizo posible la determinacién de analitos como la

glucosa. La introduccién de reacciones enzimaticas incrementa la selectividad del



reconocimiento molecular, incluso en mayor escala que para el caso de los
electrodos quimicamente modificados. Aqui, un sistema compuesto por electrodos
de enzimas de glucosa oxidasa fue aplicado en la determinacién de glucosa en
zumos de frutas, esto en presencia de acido ascorbico como sustancia interferente
[38]. Dispositivos similares se usaron para la determinacién de aminodcidos en
muestras de pienso para animales [35], asi como para la determinacién simultinea

de tres compuestos fendlicos [98].

Li.53 Otros tipos de sensores electroquimicos

Un nuevo sistema de inyeccion de flujo basado en el uso de sensores
amperométricos fue presentado por Burratti y colaboradores [51]. El andlisis de las
sefiales de los electrodos de trabajo permiti6 el reconocimiento del origen de vinos
Barbera italianos y la estimacién de la astringencia en muestras de té. Otro sistema
similar pero compuesto por electrodos amperométricos enzimdticos se aplico en el

reconocimiento del amargor y acidez en muestras de aceite de oliva virgen [99].

En el afio 2003, Riul y colaboradores presentaron un nuevo tipo de lengua
electronica: la lengua electrénica impedométrica [100, 101]. Este dispositivo
consistia en un electrodo de barra interdigitalizada cubierta con varios materiales
quimiosensibles (polianilina, polipirrol, lipidos, etc.) depositados mediante la
técnica de capas o peliculas Langmuir-Blodgett [82, 102]. Los datos obtenidos del
uso de estos nuevos tipos de sensores permitieron discriminar entre varios sabores
basicos. Posteriormente, electrodos interdigitalizados de oro cubiertos con films
Langmuir-Blodgett de derivados de perileno se aplicaron en la determinacién de
pesticidas [83]; mientras que otros sensores cubiertos con quitosan y poliestirenos
sulfonados fueron utilizados en el reconocimiento de origen y edades aproximadas

de muestras de vino [103].



L.i.54 Sensores 6pticos

Los sensores opticos cuentan de tres partes fundamentales: una fuente de luz, un
optrodo y un detector. La fuente luminosa se ajusta a la longitud de onda especifica
para asi obtener el mejor grado de sensibilidad de los electrodos. El optrodo se
identifica como una capa o fase quimiosensible, por ejemplo, membranas
poliméricas que contienen indicadores moleculares apropiados. Aqui, el hecho de
que el indicador cambie sus propiedades Opticas cuando interactda con un analito
de interés ejercerd su influencia sobre la absorbancia o la intensidad de la
fluorescencia de la membrana. El cambio se registra mediante un detector
(normalmente un fotodiodo) cuya funcién es convertir la sefal dptica en una senal

eléctrica.

Existe un nimero considerable de indicadores usados como sensores Opticos, y por
ende, muchos han sido los analitos detectados mediante esta tecnologia. M4s aun,
algunas especies dificiles de detectar electroquimicamente (especies no cargadas o
no electroactivas) pueden ser analizadas mediante sensores Opticos. Ademds, se
cuenta con muchos posibles modos de medicién u operacién de los sensores
opticos, adquisicién de la intensidad de fluorescencia, absorbancia, sefiales del
tiempo de vida, reflectancia, entre otros. Sin embargo, algunas limitaciones se
presentan como la propia preparacién de los sensores, durabilidad e interferencia

de la sefial.

Las lenguas electrénicas compuestas de sensores dpticos, se basan en microesferas
poliméricas con superficies quimicamente modificadas, las cuales permiten la
formacién de enlaces covalentes con varios receptores. Las microesferas se
depositan en microcanales dentro de estructuras de silicio, donde posteriormente se
inyecta la muestra. De este modo se forma una estructura “bidnica” de papila
gustativa y entonces el dispositivo se denomina “chip” de sabor [68, 104]. Las
microesferas modificadas con varios receptores se organizan en el “array” de
sensores cuya sefial es almacenada mediante un dispositivo de cargas

interconectadas (cdmara CCD). El cambio de color o fluorescencia de las



microesferas a causa de la interaccidén con el analito ofrece la huella caracteristica
de la muestra, la cual se identifica posteriormente con el patrén de reconocimiento
adecuado. Gracias a la amplia variedad de compuestos que pueden ser usados para
modificar la superficie de las microesferas (por ejemplo: indicadores
colorimétricos, enzimas, anticuerpos, etc.) un nimero considerable de sustancias
pueden ser analizadas: iones metdlicos calcio, magnesio, cinc, niquel, plomo, bario,
algunos fosfatos nucleétidos como ATP, AMP, GTP, azicares, proteinas, citocinas,

oligémeros, y muchos mas [68, 70, 95].

El movimiento de la muestra liquida a través de los multicanales del “array” dptico
se efectia mediante fuerzas capilares, por lo que en estos experimentos no se hace
necesario el uso de bombas peristalticas. De este modo fue creado el sistema de
micro-andlisis-total (u-TAS) dedicado a las determinaciones de pH, calcio, cinc,
niquel, plomo y azicares. El sistema puede ser aplicado también al andlisis
biomédico (estimacién del riesgo cardiaco, diagndsticos de VIH, ictericia, etc.)
[70]. Como aplicaciones futuras para este dispositivo se trabaja para la realizacién
de varios diagndsticos médicos como determinaciones de agentes virales, “chips”

bacterioldgicos, etcétera [69].

Otra idea de utilizaciéon de microesferas fue reportada por Walt y colaboradores
[106, 107]. La idea abarcaba el uso de una lengua electrénica formada por varias
fibras dpticas, sobre las cuales las microesferas eran depositadas (en cavidades
grabadas). Estos sistemas fueron capaces de realizar medidas de alta resolucién en

andlisis de pH, calcio y también fueron aplicados en exdmenes biomédicos [106].

Por dltimo, Edelmann y Lendl propusieron un dispositivo basado en espectroscopia
FTIR [108]. Este dispositivo fue utilizado para estimar la astringencia (relacionada

con la concentracion de fenoles y taninos) en muestras de vino.

Li.6 Fusion de sensores: Lenguas electronicas ‘“hibridas”. Dispositivos

tipo Lenguas/Narices electronicas



La fusién de varias técnicas de medicién fue propuesta recientemente con el
objetivo de mejorar la capacidad de reconocimiento de las lenguas electrénicas.
Una de estas fusiones representaria un conjunto formado por sensores
potenciométricos, amperométricos y conductimétricos aplicados en la clasificacién
de varios productos lacteos (leche, kéfir, yogurt) [18]. Para una aplicacién similar
se utiliz6 un sistema cldsico de sensores voltamétricos unidos a sensores
potenciométricos. El dispositivo diferencié entre muestras de leche fermentadas
con microorganismos distintos. Investigadores del IQMA presentaron
recientemente un sistema compuesto por dos lenguas electrénicas capaces de
detectar niveles de simuladores de gases de guerra quimica en muestras reales de
agua (grifo, rio, embalse). El dispositivo “hibrido” se componia de una lengua
voltamétrica (cuatro sensores metdlicos) y una lengua potenciométrica compuesta
por sensores del tipo M/MX/MO [109]. En otro estudio similar, Soderstrom y
colaboradores [84] analizaron los datos obtenidos de un sistema de dos lenguas
electrénicas potenciométrica y voltamétrica usado en la discriminacién de
contaminantes tipo mohos y levaduras en alimentos. Aqui también fue estudiada la
capacidad de diferenciacién de distintos estados de crecimiento de cultivos de estos
organismos, aunque en este sentido, los mejores resultados se lograron con la

lengua electrénica voltamétrica.

Di Natale y colaboradores presentaron la fusién de una lengua y una nariz
electrénica, donde se combinaron sensores para liquidos con sensores de gases
[110, 111]. EI andlisis de vinos con este dispositivo “hibrido” permiti6 la
determinaciéon del origen del vino y algunas de sus caracteristicas, como el
contenido de 4cidos tartdrico, mdlico y 4cidos lacteos; asi como el contenido
alcohdlico y de azdcares, extractos, polifenoles, pH, acidez y densidad. El
dispositivo presentado se aplicé ademds al diagndstico médico. Medidas en
muestras de orina permitieron la determinacién de pH, peso especifico y contenido

celular en sangre.

Los resultados anteriores demuestran que el uso por separado de narices y lenguas

electrénicas ofrecen solamente una informacién parcial en lo concerniente a una



muestra dada, mientras que la fusién de ambos dispositivos en una especie de
“hibrido” mejora considerablemente las capacidades de funcionamiento del
sistema. Resultados similares se obtienen en el uso simultdneo de sensores de
distinto tipo. En este sentido, medidas espectrofotométricas también pueden ser
adicionadas al sistema, lo cual conllevaria a una prediccidn correcta de pardmetros
sensoriales. En algunos casos, incluso las propiedades visuales pueden ser
investigadas y consideradas con la incorporacién de sensores Opticos a los sistemas
hibridos. En este sentido, la fusién de datos obtenidos de sensores de gases,
sensores liquidos electroquimicos y sistemas 6pticos de medicién permitieron una
buena caracterizacion de muestras de vino, relativa a su origen y estado de

envejecimiento [112].

Sin embargo, la simulacién mas real a los sentidos naturales requiere a veces la
unién de incluso un nimero mayor de tecnologias de reconocimiento. De acuerdo a
la férmula presentada por Aishima y Nakai [113], el estimulo del gusto se puede

expresar de la siguiente forma:
Estimulo de sabor = olor + sabor + textura + color + sonido + temperatura

Por lo tanto, una caracterizacién completa de una muestra no solo requiere la
caracterizacion quimica, sino también del andlisis y medidas de algunos pardmetros
fisicos. Recientemente se presentd en la Conferencia sobre Robética llevada a cabo
en el afio 2002, un robot equipado con un sistema detector de sabor. El sistema
detector se basaba no solo en un conjunto de sensores quimicos sino también en

algunos sensores conductimétricos y de temperatura [114].

Li.7 Analisis de la respuesta de los sensores en las lenguas electronicas:

Patrones de Reconocimiento

La percepcion del estimulo llevada a cabo por los receptores requiere de una

adecuada transmisién asi como de un adecuado procesamiento por parte del



sistema nervioso. En el caso de los sistemas artificiales, donde los sensores juegan
el papel de receptores, estos procesos de interpretaciéon del estimulo se realizan
mediante procedimientos numéricos en un ordenador. Estos procesos son
denominados Patrones de Reconocimiento (PARC), y su principal objetivo es
reconocer los elementos investigados, caracterizarlos y categorizar entre varios de
ellos. Las herramientas cldsicas de PARC emplean métodos matemadticos,
estadisticos, lenguaje de méaquina o procesos de reconocimiento de sefial, entre

otros [115].

El reconocimiento de un sabor no es causado por la estimulaciéon de un dnico
receptor sino de muchos de ellos. Este patrén caracteristico de estimulacién del

receptor es representativo y especifico para una muestra dada.
Una muestra analizada puede ser descrita por dos vectores:

e una imagen quimica de la muestra descrita mediante un vector de n

caracteristicas (vector patrén)
X= (Xl’ X2y vy Xn)

® vy un vector objeto, en el cual se incluyen las caracteristicas a analizar de

dicha muestra

Los vectores patrones de todas las muestras forman la matriz X, y los
correspondientes vectores objetos formarian las matrices Y. La clasificacion de una
muestra desconocida se consigue en base a la comparaciéon de su imagen con
imdgenes almacenadas previamente en la base de datos de los dispositivos
artificiales. En la préctica, esta accion se realiza siguiendo dos pasos. Primeramente
se procesan los datos obtenidos con el objetivo de que sean independientes de las
unidades, eliminar la informacién redundante y disminuir el ruido de las sefiales.
Posteriormente se creard el modelo que describird la relacién entre X y Y. En
muchos casos, el Andlisis de Componentes Principales (PCA) se utiliza en el pre-
procesamiento de los datos de un dispositivo. Mediante este método, la matriz de

datos se descompone en nuevos grupos de variables no correlacionadas entre si,



cominmente denominadas componentes principales, las cuales explicarian la
maxima varianza entre todos los datos del sistema [116]. Estas nuevas variables
determinadas pueden ser representadas en un grafico de PCA o usadas como
informacién de entrada por otros clasificadores mas complejos, como por ejemplo

Redes Neuronales.

Las Redes Neuronales Artificiales (Artificial neural network ANN) son usadas con
frecuencia como métodos PARC en los datos obtenidos de lenguas y narices
electrénicas. Estos procedimientos representan de manera muy simplificada el
comportamiento del sistema nervioso real, lo cual es muy ventajoso a la hora de
reproducir el sentido del gusto en sistemas electrénicos. Gracias a la no-linealidad
del proceso, la gran capacidad de generalizaciéon y la adaptaciéon a datos
incompletos o de alto nivel de ruido, son capaces de modelar relaciones X-Y

complejas.

Otra de las herramientas mdas utilizadas en los métodos PARC en sistemas
artificiales es sin duda la Regresiéon de Minimos Cuadrados Parciales (PLS),
aunque, si bien los PCA se utilizan para realizar andlisis cualitativos de las
muestras (identificacién, discriminacién, etc.), las PLS son capaces de predecir
cuantitativamente y con grados de exactitud considerables los niveles de las
especies quimicas que componen una muestra. El objetivo principal de la PLS es
predecir Y a partir de X mediante descomposicién simultinea de estas matrices o
vectores en un grupo de componentes (variables latentes) que explican tanta
varianza de X como sea posible con la condicién de estar bien correlacionada con

Y [117].

PCA, PLS y ANN constituyen las herramientas numéricas mds ampliamente
utilizadas en los métodos PARC, aunque con frecuencia y en dependencia de la
aplicacidn, pueden ser utilizadas otras técnicas como las basadas en el andlisis de
regresion multiple, andlisis del discriminante (Andlisis lineal del discriminante
LDA, PCA-DA), o clasificaciones basadas en la distancia (vecinos mas préximos

KNN), entre otros procedimientos.



En los siguientes apartados se explicardn de forma mds detallada los
procedimientos PCA y PLS, y se describirdn brevemente algunos aspectos de las

redes neuronales.

Li.71 Analisis de Componentes Principales (PCA)

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica de andlisis
multivariado que consiste en encontrar nuevas direcciones ortogonales en el
espacio de variables, de forma que ofrezcan una informacién mds compacta y
comoda para el usuario de la relacién de las medidas entre si. Estas nuevas

direcciones se denominan componentes principales (PC).

PCA es un método que asume colinealidad entre las variables que intervienen. Es
decir, se trata de un algoritmo lineal que puede funcionar incorrectamente en
procesos altamente no lineales como pueden ser las interacciones quimicas entre
sensores y disoluciones. De todas formas, este andlisis funciona suficientemente
bien en muchas aplicaciones con lenguas electrénicas en donde el comportamiento

de los sensores no sea excesivamente alineal.

La compresiéon de datos y extraccién de informacién relevante se hace mads
necesaria en aquellas situaciones en las que existe una falta de selectividad en cada
uno de los sensores que componen la lengua electrénica. Por este motivo el andlisis
de componentes principales es un método idéneo para explotar el concepto de

sensibilidades solapadas que se aplica en la mayoria de las lenguas electrénicas.

L.i.711 Calculo de PCA



El célculo de PCA consiste en la transformacién de un conjunto de variables x; ...
X, (a menudo fuertemente correlacionadas) en otras variables no correlacionadas

entre si: z; ... z,,.

Las nuevas componentes z; ... z, son combinaciones lineales de x; ... X,. La primera
componente (z;) se determina de tal manera, que posea la mdxima varianza, es
decir que asuma la mayor informacién posible del conjunto de datos. Con el resto
de la informacién, no asumida por z;, se vuelve a realizar el proceso para lograr
una segunda componente (z) también con la mayor varianza residual posible, y
este proceso se repite sucesivamente hasta obtener un nimero de nuevos
pardmetros igual a los iniciales pero cada vez con menor varianza representada.
Cada nuevo pardmetro es ortogonal respecto a los anteriores, es decir no estin

correlacionados.

De todas formas la varianza total de los datos de partida se mantiene en los nuevos

parametros:
Var[x;] + Var[x,] + ... Var[x,] = Var[z,] + Var[z,] + ... + Var[z,]

Como la informacién que aporta los tltimos pardmetros de z es pequeia se puede
considerar que a partir de un pardmetro k, los dltimos p-k valores son tan pequefios

que se puede hacer la aproximacion:

Para lograr un andlisis con éxito, k deber ser mucho menor que p. Con este método

de aproximacioén se realiza una proyeccion de p dimensiones en k dimensiones.

Los resultados del PCA se expresan como pardmetros de observacion (scores) y los
pesos de las variables (loads). Para lograr la interpretacion de los resultados, estos
se expresan de forma grafica de dos dimensiones (PC1 y PC2), aunque
dependiendo de la aplicacién o el resultado obtenido, algunos autores utilizan un

diagrama tridimensional (PC1, PC2, PC3). En la grafica de las observaciones



(Figura 3), se comprueba las posibles agrupaciones espontineas de las medidas
(denominadas “clusters”), de forma que los puntos que se encuentren cercanos
entre si en el plano PC1-PC2 significa que poseen caracteristicas comunes, y lo
contrario si se encontraran alejados. Sin embargo, la simple representacioén gréfica
podria inducir a engafios pues hay que tener presente cual es el porcentaje de la
informacién total que asume cada uno de los pardmetros. En este sentido, el
componente PC1 siempre se relaciona con el mdximo porcentaje de varianza
explicada, luego las variaciones sobre el eje PC1 tendran mucho mas significado
que las variaciones sobre el eje PC2 u otro pardmetro principal. La grafica de los
pesos (loads) ofrece informacién sobre la relacién del comportamiento de los
sensores, de tal forma que si estdn cercanos sobre la gréfica significa que existe
correlacidn entre ellos y ofrecen informacidn similar, mientras que si estdn alejados
la informacién es diferente. La posicién de los puntos de dos sensores respecto al
centro ofrece informacién significativa. Si se encuentran formando un angulo
pequeiio respecto al centro significa que existe correlacién y ofrecen similar
informacién. Si forman un dngulo de aproximadamente 180°, significa que ambas
variables poseen una correlacidn negativa, por lo que la informacién que ofrecen es
contraria, es decir, si la sefial de un sensor aumentara, la sefial del otro disminuiria.
Y por dltimo, el caso de que los puntos experimentales de ambos sensores formen
un dngulo aproximado de 90° significa que los sensores ofrecen informacién
ortogonal, es decir, que son independientes uno del otro y que no existe correlacién

entre ellos. En la Figura 4 se muestra un ejemplo de cada uno de los casos.
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Figura 3. Grafica de observaciones (scores) en PCA.
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Figura 4. Grafica de los pesos (Loads) de los sensores.

Aunque en sentido estricto de proceso de datos el algoritmo PCA es una simple

técnica de reduccidon de dimensiones, en la prictica se utiliza mds bien como un



método de clasificacién de datos, porque en muchas ocasiones los resultados de los
sistemas de narices y lengua electrénicas consisten en la representacion
bidimensional de un conjunto de medidas para ver si se pueden determinar
agrupaciones (‘“cluster”) espontidneas entre las diferentes medidas realizadas
previamente. De esta forma, el algoritmo PCA suele ser definido como un método

de clasificacién no supervisado y no paramétrico de reconocimiento de patrones.

Li.72 Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLS)

La regresién PLS es una técnica que generaliza y combina las caracteristicas del
andlisis PCA y la regresién multiple. El objetivo principal de PLS es predecir o
analizar un conjunto de variables dependientes a partir de un conjunto de variables
independientes u observables. La prediccidn se alcanza extrayendo de las variables
observadas un conjunto de factores ortogonales denominados variables latentes que
representan el mejor poder predictivo sobre las variables dependientes. La
regresion PLS es particularmente util cuando se necesita predecir un conjunto de
variables dependientes a partir de un conjunto grande de variables independientes
(predictores). Este algoritmo fue desarrollado por Herman Wold en 1966, y en sus
origenes, la técnica fue aplicada fundamentalmente a las ciencias sociales,
especificamente a la economia. Su popularidad ha aumentado al ser aplicada en el
campo de la quimiometria [118] y en la evaluacién sensorial [119]. Este algoritmo
fue rdpidamente acogido en el entorno estadistico. La principal diferencia con
respecto a los métodos de Regresion de Componentes Principales (PCR) es que
procura que los componentes principales contengan la mayor informacién para la
matriz de prediccién Y. Para ello, durante la etapa de calibracion, el algoritmo PLS
utiliza la informacién contenida en la matriz de la propiedad a determinar (Y),
obteniéndose variables latentes que actian como coeficientes. Antes de realizar la
descomposicién en factores, las matrices X e Y se centran o autoescalan como en
el caso de PCA. Cada una de las matrices se descompone simultdneamente en una

suma de factores. La descomposicién de ambas matrices no es independiente, sino



que se realiza de forma simultdnea, estableciéndose una relacion interna entre los

scores de los bloques X e Y.

1.i.721 Modelo Basico

Las I observaciones descritas por K variables dependientes se almacenan en una
matriz denominada Y (/ x K), mientras que los valores de los J predictores
recogidos en esas / observaciones se recogen en la matriz X ({ x J). En la Figura 5
se muestran las dos variables formadas en un experimento en el cual se realizaron
mediciones sobre muestras compuestas por tres especies quimicas en tres niveles
de concentracién cada una: ET (correspondiente a la matriz X) y la matriz Y. El
nimero de observaciones (/) igual a 114 refleja en este caso el nimero de muestras
analizadas en el experimento llevado a cabo, mientras que el valor de J igual a
6600 representa el nimero de sensores utilizados (predictores) y el nimero K, las

concentraciones de los tres compuestos quimicos a predecir en el experimento.

_d
': ﬂ Eﬁ & | | ~ | Stack:| Base

MName £ |‘u‘alue |Min |Max | |
HHEeT <114%B600 double> <Too... <Too...
Hv 2114%3 doubles 0 4

Figura 5. Matrices X y Y formadas a partir de datos experimentales para un posterior

analisis PLS.



Li.722 Objetivo de la Regresion PLS: Predecir Y a Partir de X

El objetivo de la regresion PLS es predecir Y a partir de X y describir la estructura
comiin de ambas matrices. Cuando Y es un vector y X es un rango completo, este
objetivo podria lograrse utilizando la técnica bésica de la estadistica: Regresion
Muiltiple Ordinaria. Pero cuando el niimero de predictores es grande comparado
con el nimero de observaciones, X puede ser singular y el uso de regresién no
puede ser factible debido a la multicolinealidad. Se han desarrollado diversas
técnicas para resolver este problema. Una primera aproximacién consiste en
eliminar algunos de los predictores. Otra aproximacién es utilizar la Regresion de
Componentes Principales (PCR). La ortogonalidad de los componentes principales
elimina los problemas de multicolinealidad pero permanece el problema de elegir
el subconjunto 6ptimo de predictores. Una posible estrategia es mantener s6lo unos
pocos componentes, pero estos se eligen para expresar X mds que para explicar Y,
y por ello no garantiza que los componentes principales que explican X sean

relevantes para Y.

En contrate, la regresién PLS encuentra los componentes de X que también son
relevantes para Y. Concretamente, PLS busca un conjunto de componentes
(variables latentes) que logren una descomposicion simultinea de X e Y con la
condicién de que esos componentes expliquen tanto como sea posible la covarianza
entre X e Y. Este paso generaliza el andlisis PCA, porque es seguido por un paso

de regresién donde la descomposicién de X es utilizada para predecir Y.

1.i.723 Proceso de Calculo en PLS

Antes de realizar la descomposicién en factores, las matrices X e Y se centran o
autoescalan como en el caso del PCA. Cada una las matrices se descompone

simultidneamente en una suma de a factores de forma que:



X=TP"+E=)1,p] +E

i=1

Y=UQ"+F =) uq/ +F
i=1

donde T es la matriz de scores, P la de loadings y E la matriz de residuales para la
matriz de datos (matriz X); mientras que U es la matriz de scores, Q la matriz de
loadings y F la matriz de residuales para la matriz de la propiedad a determinar
(matriz Y). Si tenemos m muestras, a factores, k variables y p analitos, la
dimensionalidad de la matriz es la siguiente: Ty U (m x a), PT (a x k) y QT (a x
p). En este caso, los loadings no coinciden exactamente con la direccién de
méaxima variabilidad de las muestras como en el caso de PCA, ya que estdn

corregidas para obtener la maxima capacidad para la matriz Y.

La descomposicién de ambas matrices no es independiente, sino que se realiza de
forma simultianea, estableciéndose una relacidon interna entre los scores de los
bloques X e Y de forma que para cada componente a, se cumple que

A

u. =bt,

donde el simbolo * indica que es un valor calculado (estimado) y b, es el
coeficiente de regresién para cada uno de los componentes. A partir de aqui se

calcula el valor de Y utilizando la relacion interna i,
Y = TBQT +F

Donde B es la matriz de los regresores b,, de dimensiones (a x a), y F' la matriz de

los residuos de Y.

En el caso de calcular una sola propiedad de la matriz Y el algoritmo recibe el
nombre de PLS1 y se determina simultineamente varias propiedades recibe el

nombre de PLS2.



Una vez establecido el modelo de calibracion se puede realizar la prediccion de la

propiedad modelada en un nuevo conjunto de muestras segtin la expresion:
T T T
y; =b, +x; B

Siendo x; el vector que define la sefal analitica de la muestra, y; el vector de

concentraciones o propiedades a determinar, y by

T es un vector que permite realizar la prediccién de una muestra sin necesidad de

descomponerla en matrices scores y loadings.

L.i.724 Graficos PLS. Evaluacion de los modelos de prediccion PLS.

Una vez formadas las matrices X y Y y calculado el nimero de variables latentes
en el sistema de datos, el siguiente paso consiste en crear los modelos de
prediccion. Este es un paso que se realiza muy rdpidamente cuando se cuenta con
las herramientas y conocimientos necesarios. Aunque existen numerosas formas y
gréficos para expresar los resultados de los andlisis PLS, uno de los métodos mas
utilizados es mostrar la relacion Y-medida versus Y-predicha [32, 120]. La Figura
6 representa un grafico PLS donde se representan los resultados de un modelo de la
prediccidn de tres niveles de concentracion de una sustancia analizados con una
lengua electrénica. La ventaja de utilizar este tipo de graficos se manifiesta en
cuanto a que a simple vista se puede realizar un examen visual de la capacidad
predictiva del modelo creado. Esto es, segin la deriva o la distancia de los valores
de Y predichos (puntos) sobre los valores de Y de referencia (linea verde), se
puede estimar en cuanto a la exactitud y precision del ajuste. No obstante, se puede
realizar una evaluacién mas rigurosa del modelo, y una de las formas utilizadas
consiste en un ajuste lineal de los datos de Y-predichos. Los datos experimentales
son ajustados con un modelo simple del tipo y = p/*x + p2, y entonces a raiz del
ajuste se obtienen los pardmetros evaluativos pl y p2, ademds de un pardmetro

adicional denominado residuos normalizados (NR). En este sentido, el pardmetro



pl, que no es més que la pendiente de la linea de ajuste, se relaciona directamente
con la exactitud del modelo, mientras que el valor de los NR ofrecerd informacién

acerca de la precision del modelo.

5 T T T T T T T
+ Y Predicted 1
......... |inear
1:1
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Marrm of residuals =
: 229
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Figura 6. Graficos PLS: Valores “Medidos” vs. “Predichos” y ajuste lineal de los

datos experimentales.

1.i.73 Redes Neuronales Artificiales (ANN)

Un método de clasificaciéon de las medidas, muy utilizado en los sistemas de
lenguas electrénicas son las llamadas redes neuronales artificiales. Estas redes

comparan el resultado obtenido del andlisis con una base de datos, para asi decidir



si corresponde con alguna de las clases conocidas o no. Las redes neuronales
necesitan una etapa previa de entrenamiento, es decir deberdn aprender la relacién
que existe entre las entradas y salidas y relacionarlas por medio de coeficientes o

pesos, para intentar que con muestras similares se obtengan resultados similares.

Una neurona artificial estd formada por una serie de n entradas que actian de forma
ponderada, segin un determinado peso (Wi), sobre una funcién de transferencia. El
tipo de neurona artificial mas comun es el Perceptron, donde el niicleo de neurona
actiia como un sumatorio de las entradas (I), ponderadas segin su peso (W), mas

una componente de continua o umbral (0). Es decir:

n
x=Zw; I, +8
i=1

Las redes de tipo ARTMAP son una clase de redes neuronales que implementan un
aprendizaje supervisado 'y una posterior clasificacion de vectores
multidimensionales de entrada en una serie de categorias de salida. Estas redes
basan su funcionamiento en la Teoria de la Resonancia Adaptativa (ART) que fue
introducida como una teoria que intentaba emular la manera de procesar la

informacién por el cerebro humano.

La red Fuzzy Artmap procede de la red Artmap con las mismas transformaciones
que permiten definir la red Fuzzy Art como una generalizacién a vectores
analdgicos (con componentes comprendidas entre cero y uno) de la red binaria
Artmap. La red Fuzzy Artmap presenta multiples ventajas que la hacen muy
interesante para las aplicaciones con narices electrnicas. De entre todas ellas cabe

destacar las siguientes:

- Aprendizaje rapido. Las medidas que se presentan en entrenamiento necesitan
muy poca carga computacional lo que permite programar el algoritmo en
dispositivos programables de bajo coste y aplicar validaciones cruzadas de orden 1

y probar con diferentes combinaciones de parametros.



- Aprendizaje con un conjunto reducido de medidas de entrenamiento. La red
presenta una habilidad particular para aprender rdpidamente eventos singulares,

que aparecen muy pocas veces en el conjunto de entrenamiento. Por lo tanto, en

dicho conjunto no es necesario que haya el mismo nimero de medidas de cada

clase para que la red funcione correctamente.

- Aprendizaje continuo de nuevas caracteristicas sin olvidar lo aprendido con
anterioridad, algo muy util para adaptarse a posibles derivas producidas por

Sensores.

En comparaciéon con otros tipos de redes neuronales, la red Fuzzy Artmap
determina automdaticamente las neuronas de su capa oculta. Ademds, maximiza el
poder de generalizacién aprendiendo al 100% el conjunto de entrenamiento. Una
vez entrenada, es posible extraer reglas de clasificacion a partir de los pesos
obtenidos tras el periodo de entrenamiento, lo que puede dar luz sobre los procesos

internos y como influyen en la categorizacién de resultados.

I1 LENGUA ELECTRONICA POTENCIOMETRICA PARA EL
RECONOCIMIENTO Y LA PREDICCION DE ANIONES EN
DISOLUCIONES SALINAS Y AGUAS MINERALES.



1.1.1 Introduccion

La idea general en el uso de electrodos metdlicos se basa en el hecho de que
muchos tipos de superficies metdlicas pueden ser polarizadas en medio acuoso
debido principalmente a los procesos de fisisorcion y quimisorcién que
experimentan las especies quimicas presentes en el medio. Esta polarizacién
espontdnea (muy dependiente de las caracteristicas quimicas de la superficie
electrédica) es, sin embargo, un proceso de especificidad parcial, y es
fundamentalmente por este motivo que las superficies activas “no cubiertas” o “no
modificadas” no son utilizadas frecuentemente como sensores selectivos. No
obstante, esta misma especificidad parcial aparece como una caracteristica
interesante que hace que los electrodos metélicos sean tenidos en cuenta a la hora

de disefar dispositivos tipo Lenguas Electrénicas.

Recientemente, investigadores de nuestro instituto han presentado el uso de ciertos
tipos de electrodos simples del tipo metal/metal o6xido-sal (M/MO/MX),
considerados electrodos parcialmente especificos formando parte de lenguas
electrénicas del tipo potenciométricas. Aunque estas superficies generan una sefial
parcialmente selectiva, son capaces de responder y de esta forma, diferenciar entre
un grupo grande de especies quimicas presentes en muestras analizadas.
Especificamente, esta propiedad fue utilizada en el disefio de dichas lenguas
electronicas utilizadas para la diferenciacion de algunas muestras de aguas [46], as{

como para el estudio de la calidad o frescura de pescados [94].

El uso de las lenguas electrénicas aplicadas sobre muestras de aguas minerales se
ha generalizado considerablemente debido fundamentalmente a que la unica
diferencia en este tipo de muestras la constituye la presencia de iones (tanto
cationes como aniones) en su seno. Es comun encontrar fundamentalmente aniones
comunes como cloruros, sulfatos y bicarbonatos; mientras que en el caso de los
cationes, el sodio, potasio, calcio y magnesio con frecuencia forman parte de estas
muestras. Numerosos han sido los trabajos descritos sobre aplicaciones de lenguas

electrénicas en la caracterizacién de muestras de aguas minerales (se pueden



mencionar un total de doce trabajos desde mediados de los noventa hasta el pasado
afio [121]. Entre todos ellos, podemos mencionar los realizados por Toko [33, 88,

89] y Legin [22-24].

Nuestro propdsito al realizar el estudio que se presenta a continuacidn, es, ademads
de realizar una caracterizacién de la capacidad de discriminacién de las lenguas
electrénicas potenciométricas basadas en electrodos metédlicos sobre muestras de
aguas minerales, profundizar en la explicacion de la sefial electrédica, para lo cual
utilizaremos disoluciones salinas monoidnicas, asi como muestras de especies, a
modo de analizar la especificidad o selectividad de los electrodos utilizados.
Ademads, como aspecto relevante, realizaremos también un analisis cuantitativo del
contenido aniénico de muestras preparadas en el laboratorio, asi como muestras
reales (aguas minerales, agua del grifo, agua de mar, etc.). Después de numerosos
experimentos y mediciones de potencial previos con distintos metales y
combinaciones de éstos, el “array” final que conformara la lengua electrénica

quedara constituido por cinco electrodos de oro, plata, platino, cobre y cinc.

1.1.2 Experimental

El estudio que se presenta ha sido previamente dividido en dos experimentos
generales. En un primer experimento se realiza un andlisis cualitativo de muestras
de disoluciones salinas y aguas minerales. En un segundo experimento se realiza
determinaciones cuantitativas de los niveles de tres especies anidnicas (cloruro,

sulfato y bicarbonato) presentes frecuentemente en aguas naturales y minerales.

El primer experimento que incluye el andlisis cualitativo también se subdivide en
tres subexperimentos. En una primera actividad se analizan muestras de

disoluciones salinas con catién comun y anién diferente para analizar la capacidad



discriminativa de la lengua siguiendo un patrén de reconocimiento basado en la
selectividad parcial de los electrodos de trabajo sobre los aniones. Asi mismo, se
analizan conjuntos de muestras salinas de dos cationes distintos (aunque de igual
valencia) con distintos aniones, para analizar el efecto de la presencia de cationes
sobre la sefial electrédica. En este sentido se analizan también algunas muestras

que contienen cationes distintos y de distinta valencia.

En un segundo experimento cualitativo, se analizan mezclas de las especies salinas
preparadas y analizadas previamente con el objetivo de identificar un patrén de
reconocimiento basado no sélo en la presencia de aniones sino también en
diferencias entre los niveles de estos. Este experimento ademdas permite analizar la
sefial de los electrodos en muestras multicomponentes, y de cierta forma estudiar la
correlacion de la sefial electrédica. El tercer experimento seria un seguimiento de
los dos anteriores, pero sobre muestras reales de aguas minerales, en las que se
puede comprobar la eficacia de la lengua electrénica para definir dos patrones de
reconocimiento basados en la presencia de aniones y la diferencia entre los niveles

de estas especies.

El andlisis cuantitativo se lleva a cabo realizando una calibracién previa del
sistema. El sistema se confecciona siguiendo un disefio experimental que incluye
tres especies anidnicas y tres niveles. Con la cantidad de muestras patrones
preparadas para la calibracidon, se confeccionan los modelos de prediccion
mediante PLS, y posteriormente se valida el modelo sobre muestras reales de aguas

minerales, agua del grifo y agua de mar.

1.1.21 Diseio y preparacion de la Lengua Electronica

El dispositivo se compone de cinco electrodos de trabajo metalicos de oro, plata,
platino, cobre y cinc, encapsulados dentro de un cilindro de acero inoxidable que
constituye el cuerpo de la lengua electronica. Los electrodos son alambres de

aproximadamente 1 mm de didmetro y los materiales que los conforman alcanzan



un grado de pureza superior al 99% (SIGMA-ALDRICH). El cilindro de acero
tiene unas dimensiones de 10 cm de largo por 12 mm de didmetro. Los electrodos
han quedado encapsulados mediante una resina epoxi, de forma que la distancia
entre ellos sea aproximadamente la misma (Ver Figura 7). Después de endurecer
la resina, la superficie de la lengua electrénica es pulida con un disco de piedra
esmerilada y posteriormente con un material menos agresivo para lograr una

superficie bien pulida y una superficie activa uniforme (I mm’ de drea de

contacto).
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Figura 7. Lengua electréonica potenciométrica.

1.1.22 Preparacion de las muestras

Para el andlisis cualitativo se prepararon tres tipos distintos de muestras:
disoluciones salinas puras, mezclas de sales y aguas minerales. En el primer caso,
se prepararon disoluciones salinas de KCl, K,SO,, KHCO;, KH,PO,, KC,H;0,,
NaCl, Na,SO; y NaHCOs;, tamponadas y no tamponadas. Las disoluciones
tamponadas se prepararon por disolucién y posterior dilucién de las sales en una

disoluciéon reguladora de pH de 4cido N-[2-hidroxietil] piperacin-N"-[2-



etanosulfénico] (HEPES) a pH 7. Las no tamponadas fueron disueltas y diluidas en
agua bidestilada. Las muestras preparadas incluyen disoluciones de sales de sodio y
potasio con el objetivo de verificar la posible modificacién o interferencia sobre la
selectividad hacia los aniones que una hipotética afinidad de los electrodos hacia
los cationes podria generar. En este sentido, se prepararon ademds otras
disoluciones salinas que incluyen otros cationes, como MgSO, y LiCl. La

concentracion de todas las disoluciones preparadas fue de 0.05 mol/L.

En el caso de las mezclas, estas se prepararon de la siguiente forma: tres muestras
denominadas M1, M2 y M3 se prepararon mediante mezclas de las disoluciones
salinas puras tamponadas de KCI, K,SO, y KHCO; previamente preparadas, con
una relacién de concentracion de 6:3:1 de cada disolucidn respectivamente. Otras
tres muestras se prepararon mediante mezclas de las disoluciones salinas puras no
tamponadas siguiendo un mismo proceso. La composicién anidnica de cada mezcla

(tanto las tamponadas como las no tamponadas) aparece en la Tabla 3.

Ocho muestras de aguas minerales adquiridas en el supermercado local fueron
analizadas como aplicacién de la lengua electrénica sobre muestras reales. Las
muestras se seleccionaron de acuerdo a su composicién quimica (compuestas
fundamentalmente por aniones cloruro, sulfato y bicarbonato como principales
componentes). Entre las muestras existen diferencias en cuanto a los niveles de las
especies que la conforman, y a raiz de ello, se puede establecer una clasificacién
seglin estos niveles. Aparecen como aguas de “muy débil mineralizacién” las
muestras de Bezoya y Montcalm. Como aguas de “débil mineralizacion” se
incluyen las marcas FontVella y Lanjar6n. Algunas aguas carbonatadas fueron
seleccionadas, como por ejemplo Primavera, Perrier y VichyCataldn, esta ultima
con un contenido de bicarbonatos considerablemente alto. Las muestras de aguas
carbonatadas, asi como la marca Primavera (no carbonatada) presentan una
mineralizacién més alta que las anteriores muestras. En la Tabla 4 se muestra el
contenido i6nico de las muestras de aguas minerales (seglin informacién en la
etiqueta de la botella). Las muestras fueron abiertas unos instantes antes de que se

realizaran mediciones sobre ellas.



Tabla 3. Composicion aniénica de las mezclas (mol/L || g/L).

cr SO HCO;y
Ml 0.03]]1.75 | 0.015][2.13 | 0.005]0.42
M2 0.005]0.29 | 0.03][426 | 0.015]1.26
M3 0.015][0.88 | 0.005]0.71 | 0.03]|2.52

Tabla 4. Composicién quimica de las muestras de aguas minerales (mg/L)

HCOy cr S0 | ca* Na* Mg*
Bezoya (BEZ) 18 <1 -- 4 1 2
Montcalm 52 0.6 8.7 3 1.5 0.6

(MON)

FontVella (FON) 149 16.2 16.8 38.5 13.2 9.7

Lanjaron (LAN) 105 -- 17.3 27.2 4.8 8.8

Primavera (PRI) | 297.2 35.8 43.9 88.7 18.6 23.4

Primavera gas 297.2 35.8 439 88.7 18.6 23.4

(PRIG)
Perrier (PER) 420 23 4 149 1.5 7
VichyCatalan | 2081 584 49.6 - 1097 —
(VIC)

En la realizacién de andlisis cuantitativo de las muestras, o sea, la prediccién de los
niveles de tres especies anidnicas (cloruro, sulfato y bicarbonato), se prepard

mediante un disefio experimental, un sistema de tres componentes/ tres niveles, con



el objetivo de comprobar la capacidad predictiva de la lengua electrénica en
mezclas multicomponentes, asi como de contrarrestar o disminuir la correlaciéon de
las sefiales de los electrodos por cada componente quimico. Mediante la utilizacién
de un programa de disefio experimental (MODDE 8.0, Umetrics) se establecid la
cantidad de muestras necesarias para el calibrado del método, asi como los niveles
de los tres componentes en cada una de ellas, de tal forma que toda la informacién
posible del sistema quede incluida, pero a la vez resumida correctamente. De esta
forma, se prepar6 un total de 18 muestras patrones, que incluian los niveles bajo,
medio y alto de cada elemento en cada muestra, segin el disefio experimental. El
nivel bajo representa la no-presencia del componente, mientras que el nivel medio
equivale a 0.015 mol/L, mientras que el nivel alto seria el doble de esta
concentracion (0.03 mol/L). Todas las disoluciones preparadas se tamponaron a pH
7, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. En la Tabla 5 se representa
el disefio experimental realizado, donde se puede observar la concentracién de cada

componente en cada disolucién patrén.

Por dltimo, para la validacion de los modelos de prediccién PLS creados a partir de
la calibracién del método, se analizaron algunas muestras reales que incluian aguas
minerales Bezoya, Lanjarén y Fontvella; asi como muestras de agua del grifo de
nuestro laboratorio y una muestra de agua de mar proveniente de la playa de La
Malvarrosa. Todas estas muestras fueron tamponadas, y la muestra de agua de mar

fue filtrada antes de la medicion, para eliminar las particulas sélidas.

Tabla 5. Composicion de las disoluciones patrones del set de calibracion segin
MODDE 8.0 (en mol/L)
Muestra HCOy S0~ cr




1 0.03 0.03 0

2 0 0.03 0.03
3 0.015 0.015 0.015
4 0.03 0 0.015
5 0 0.03 0

6 0.03 0.015 0.03
7 0.03 0.03 0.03
8 0.03 0.03 0.03
9 0.03 0.03 0.03
10 0 0 0
11 0 0 0.03
12 0.03 0.015 0
13 0.03 0.03 0.03
14 0 0 0.015
15 0.015 0 0.03
16 0.015 0 0
17 0.03 0 0
18 0.03 0 0.03

1.1.23 Mediciones potenciométricas

Independientemente del tipo de muestra o del tipo de experimento (cualitativo o
cuantitativo), se tomaron tres medidas por cada muestra para analizar la
reproducibilidad en las mediciones. Cada medida equivale a 300 valores de
potencial (un valor cada segundo durante cinco minutos), esto por cada electrodo,
tomado contra un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia. Este
procedimiento generaria un total de 1500 valores de potencial por cada muestra.
Debido a que muchos de los electrodos potenciométricos presentan un tiempo de
respuesta que depende del grado de polarizacién de la superficie, con frecuencia

aparecen derivas de potencial en las mediciones, y algunos electrodos tardan un



tiempo en alcanzar su potencial de equilibrio. Por tal motivo, los primeros 100
valores de cada medicién son eliminados. Con ello, la cantidad de datos quedara
reducida a 1000 valores. En las repeticiones de las medidas de cada muestra, estas
fueron realizadas en orden aleatorio con el objetivo de eliminar la dependencia con
el tiempo de las medidas potenciométricas. La temperatura a la cual se realizaron

todos los experimentos fue de 25°C.

Las medidas fueron tomadas con un amplificador operacional OPA129P de alta
impedancia (10" Q) configurado como seguidor de tensién, y con una tarjeta de
adquisicion tipo ADLINK-9112. La adquisicién y almacenamiento de datos se
realiz6 mediante un programa desarrollado en VEE Pro. El nivel de resolucién del
equipo utilizado fue de 0.6 mV. El equipamiento experimental utilizado en las

mediciones potenciométricas se ilustra en la Figura 8.

Figura 8. Equipamiento experimental para medidas con la lengua electrénica

potenciométrica.

Ademds se realizaron medidas simultaneas de pH y Conductividad de las muestras

analizadas. El pH (para las muestras no tamponadas) se midié con un equipo



Crison GLP 22 mientras que la conductividad se tomé con la ayuda de un

conductimetro Crison GLP 32.

En la Tabla 6 aparecen los valores medios de potencial de cada una de las
muestras tamponadas analizadas en todo el experimento para cada electrodo, asi
como los datos de conductividad. Por su parte, los valores medios de potencial de
las muestras no tamponadas, asi como los datos de conductividad y pH de cada una

de ellas aparecen en la Tabla 7.

Tabla 6. Valores medios de potencial de electrodo y conductividad para cada muestra

tamponada analizada. Unidades: Potencial E (V); Conductividad (mS cm™?)

DISOLUCIONES SALINAS
Compuesto Cu Zn Au Pt Ag Cond.
KCl -0.109 -0.894 | 0.119 0.214 | -0.235 6.22
K,S0, 0.034 -0.998 | 0.166 0.287 -0.1 10.03
KHCO; -0.022 -0.765 | 0.125 0.284 -0.02 4.84
KH,PO, -0.03 -0.65 0.126 0.311 0.009 6.37
KC,H;0, 0.014 -0.943 | 0.135 0.291 -0.015 441
NaCl -0.12 -0.941 0.114 0.247 | -0.003 5.09
Na,S0y 0.032 -0.978 | 0.143 0.297 0.062 8.22
NaHCO; -0.027 -0.86 0.128 0.289 0.075 3.75
NaH,PO, -0.094 -0.77 0.127 0.312 0.072 5.36
NaC,H;0, 0.022 -0.934 | 0.146 0.3 0.099 3.54
MgSO, 0.04 -0.99 0.122 0.297 0.095 5.21
LiCl -0.107 -0.935 | 0.096 0.252 0.022 4.35
MEZCLAS

M1 -0.101 -0.952 | 0.128 0.27 0.058 7.1
M2 -0.024 -0.94 0.14 0.273 0.074 7.97




M3 -0.05 -0.865 0.136 0.271 0.065 5.44

Tabla 7. Valores medios de potencial de electrodo, conductividad y pH para cada

muestra no tamponada analizada. Potencial E (V); Conductividad (mS cm).

DISOLUCIONES SALINAS
Compuesto Cu Zn Au Pt Ag Cond. pH
KCl -0.109 -0.945 0.12 0.305 0.038 6.06 5.53
K,SO, -0.009 -0.95 0.125 0.308 0.105 9.97 5.47
KHCO; -0.035 -0.93 0.05 0.281 0.04 4.59 8.3
KH,PO, 0.002 -0.865 | 0.145 0.43 0.121 4.06 4.6
KC,H;0, 0.008 -0.905 0.1 0.339 0.092 4.32 6.8
NaCl -0.104 -0912 | 0.113 0.35 0.035 493 5.6
Na,S0, 0.007 -0.946 | 0.115 0.391 0.092 8.16 5.63
NaHCO; -0.034 -0.87 0.04 0.28 0.051 3.57 8.38
NaH,PO, -0.014 -0.797 | 0.124 0.455 0.106 2.99 4.64
NaC,H;0, 0.009 -0.872 | 0.193 0.362 0.085 34 6.75
MEZCLAS
M1 -0.02 -0.941 | 0.065 0.225 0.023 7.02 8.34
M2 -0.019 -0.954 | 0.054 0.25 0.038 7.94 8.52
M3 -0.039 -0.91 0.044 0.238 0.02 5.55 8.59
AGUAS MINERALESO
Bezoya 0.062 -0.664 | 0.102 0.322 0.112 37.7 6.57
Montcalm 0.073 -0.801 0.11 0.351 0.109 348 6.31




Fontvella 0.018 -0.856 0.082 0.304 0.07 272 7.64

Lanjarén 0.015 -0.857 0.121 0.353 0.118 189.7 6.13

Primavera 0.001 -0.9 0.085 0.313 0..66 550 7.4

Primavera.g -0.012 -0.959 0.122 0.396 0.08 545 5.11

Perrier -0.015 -0.951 0.119 0.4 0.078 620 5.25

Vichy Cat. -0.062 -0.986 0.095 0.361 0.019 3950 5.86

1.1.24 Tratamiento de los datos

El tratamiento de los datos obtenidos de las mediciones potenciométricas se lleva a
cabo mediante Andlisis Multivariado, que incluye las herramientas principales
PCA (Andlisis cualitativo) y PLS (Anélisis Cuantitativo). Para realizar todo este

andlisis, se utiliza el programa Matlab Version R2006b.

Una vez realizadas las mediciones, los datos se almacenan directamente en forma
de ficheros Excel. Posteriormente, estos han de ser importados a Matlab donde se
creardn las matrices X para el tratamiento estadistico de los datos. En este sentido,
las matrices X tendrdn un ndmero de filas que serd la cantidad de muestras
analizadas; mientras que el nimero de columnas serd igual al nimero de sensores,
y analizando que cada valor de potencial puede considerarse como un sensor, la

cantidad de columnas que conformaran las matrices X serd siempre 1000.

En cuanto a las matrices Y, estas solamente se crean para los andlisis cuantitativos.
En el caso especifico de las medidas para realizar la calibracién del sistema, las
matrices Y que se creardn tendrdn unas dimensiones de 54 filas por tres columnas.
Las 54 filas representan las 18 muestras analizadas (tres veces cada una); mientras
que las columnas representan los niveles de los 3 componentes o especies aninicas

del sistema.

En el andlisis cualitativo, los resultados se evaluardn en dependencia de la cercania
o alejamiento de cada uno de los grupos de medidas de las muestras (denominados
“clusters”). Asi, en dependencia de la ubicacién de cada cluster en los planos PC1

vs PC2 de los grificos de PCA, y en dependencia del total de varianza explicada



por cada eje PC1 o PC2 (o PC3 en su caso) se podrdn extraer conclusiones de los

patrones de reconocimiento seguidos por los electrodos.

En cuanto al andlisis cuantitativo, mediante regresion de minimos cuadrados
parciales se creardn los modelos de prediccion de cada uno de los aniones
estudiados segin las medidas de potencial obtenidas en el proceso de calibracién
(Matriz X) y los valores conocidos de concentracion de cada anién en cada muestra
(Matriz Y). Previo a la creacién del modelo, se realiza una validacion cruzada de
los datos, con el objetivo de evaluar los datos experimentales y extraer ademads el
nimero 6ptimo de variables latentes a ser utilizado en la creacién de los modelos
de prediccion. Ademads, todas las matrices incluidas en el andlisis PLS son
estandarizadas mediante un autoescalado de los datos. Creados los modelos de
prediccion, la capacidad predictiva, relativa a la exactitud y precisién del modelo
serd evaluada mediante el andlisis de los pardmetros de ajuste lineal de los valores
predichos experimentales (p1, p2, NR). Una vez calibrado el sistema y evaluado el
modelo de prediccién, este es validado sobre mediciones de muestras reales,
utilizando para ello el modelo matematico creado y la Matriz X, formada con las

mediciones potenciométricas sobre las muestras del set de validacion.

1.1.3 Resultados

1.1.31 Analisis cualitativo

Como se indic6 anteriormente, este analisis cualitativo fue dividido en tres
experimentos, en dependencia del tipo de muestra analizada en cada uno. En el
primer experimento se analizan los resultados de las mediciones realizadas sobre
las disoluciones salinas puras. El primer andlisis recoge los resultados en las
disoluciones de sales de potasio (KCl, K,SO4, KHCO;, KH,PO, y CH;COOK). En
la Figura 9 se representan los resultados obtenidos de las mediciones de potencial
y conductividad sobre las muestras tamponadas. Los “clusters” de cada disolucién

aparecen bien separados entre si, fundamentalmente el cloruro y sulfato, situdndose



el primero en los valores mas negativos del eje que forma el componente PCl,
mientras que el sulfato aparece en los valores mas positivos del mismo eje. El resto
de muestras aparecen ubicadas cercanas entre si hacia valores positivos tanto de
PC1 como de PC2. Si representdsemos los datos experimentales en un grafico
PCA que incluyese el primer y tercer componente principal (PC1 vs PC3) la
separacion seria incluso mejor, aunque en este caso, se explicaria solamente un
59% de la varianza total del sistema (PC1 vs PC2 explican un 86.3 %). La Figura
10 representa el plano PC1 vs PC3. Aqui el cluster de KCI se ubica nuevamente
hacia valores negativos de PC1, mientras que el resto de las muestras se separan
mejor entre si y se ubican a todo lo largo del eje PC3, aunque este eje sélo explica

un 11% de la varianza total.

De esta separacion mostrada sobre las disoluciones tamponadas formadas por un
catién tUnico y distintos aniones se puede asumir la existencia de un patrén de
separacion debido a la afinidad de los sensores que conforman la lengua electrénica

sobre los aniones del medio.
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Figura 9. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

disoluciones de sales de potasio tamponadas. PC1 vs. PC2.
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Figura 10. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

disoluciones de sales de potasio tamponadas. PC1 vs. PC3.

Seria interesante analizar la separacién mostrada en las figuras anteriores desde un
punto de vista tedrico acerca de equilibrios de disociacion de especies. Por un lado,
tenemos que las muestras de KCI y K,SO, se ubican en el plano alejadas del resto
de las sales. Las sales de cloruro y sulfato provienen de 4cido fuertes, los cuales en
disolucién estan totalmente disociados (Ver Figura 11). Por otro lado, las sales de
KHCO;, KC,H;0, y KH,PO, provienen de dcidos moderadamente débiles, y sus
disociaciones ocurren mediante varios procesos de equilibrio, en los cuales algunas
especies distintas al anién principal son generadas (Ver Figura 12). Estas especies
generadas pueden estar en contacto directo con los electrodos, por lo que podria
establecerse cierta relacién entre la ubicacién de los clusters (especificamente
respecto al eje PC2) y el tipo y cantidad de especies generadas en los equilibrios de
disociacion. Asi, los clusters de sulfato y cloruro (disociadas sélo en sus iones)

aparecen en la zona negativa de PC2, mientras que en los valores positivos



aparecen primeramente KC,H;0, (dos especies), posteriormente KHCO; (tres

especies) y por ultimo KH,PO, (con cuatro especies).

H,0 . ]
KCl ——= K' + C
K80, —22 > 2K 4+ 50

Figura 11. Equilibrios de disociacion de KCl y K,SO,.

H,CO,
CH;COOH
|
' 1
HO + - H0 +
KHCO; —— K' + HCO; CH;COOK —— K' 4+ CH,C00"
A
]
H' + CO;”
H,O0 1L

KH,PO, ——> K' + H,PO,

}

H' + HPO,”

|

3-
H' + PO,

Figura 12. Equilibrios de disociacion de KHCO;, KC,H;0, y KH,PO,.

El anélisis de las disoluciones de sales de potasio KCI, K,SO,, KHCO;, KH,PO, y
KC,H;0,; no tamponadas se realiza de forma similar al llevado a cabo con las sales
tamponadas, esto es, identificacion de patrones de reconocimiento mediante PCA
con los datos obtenidos de las mediciones de potencial de electrodos,

conductividad, y en este caso especifico, valores del pH de las disoluciones. En un



primer gréfico PCA se representan los datos de las mediciones potenciométricas y
de conductividad (Figura 13). Aqui se observa una muy buena separacién, con
todos los clusters ubicados en toda el 4rea del plano. Si bien la separacién es
incluso mds marcada que para el caso de las disoluciones tamponadas, este
resultado puede ser engafoso, pues aqui el patrén de separaciéon puede estar
gobernado por la respuesta de los electrodos metélicos al pH. Este efecto del pH de
las disoluciones sobre la afinidad de los electrodos queda verificado al observar la
ubicacion de los clusters sobre el eje del primer componente PC1. Las muestras de
KHCO; aparecen en los valores mds negativos y se corresponden con el pH mas
alto (8.3) mientras que la disolucién mas 4cida es la de KH,PQO,, y se ubica en el
extremo positivo de PCl. El resto de las muestras se localizan en valores
intermedios de PC1, exceptuando la muestra de cloruro que se aleja del centro. En
este sentido y dadas las ubicaciones de los clusters de cloruro y sulfato en el eje
PC2, se debe analizar que este eje se correlaciona con la sefial (y por ende la
afinidad) de los electrodos sobre estos dos aniones. En la Figura 14 se analizan los
mismos resultados, pero en la matriz de datos X se afiade el valor de pH medido de
cada disolucién como una nueva variable. Si bien los resultados son semejantes,

con la adicién de esta variable se logra un ligero aumento del total de varianza

explicada.
25
"oy
2r : ) o ]
: o e s
L ! K,S0, ]
£ 4t /KCl |
;d I o ,'4
~ 05 % o7 T
o
o
s 0Or KH,PO, ____ ]
o 7 P
2051 -._KAC 8 2.
o) T
1 _KHCO, ° & .
i
-1 3 ' 4
¢
2 I 1 I I 1 1 1 1

-1.5 -1 05 o 05 1 1.5 2 25
Scores on PC 1 (42.84%)



Figura 13. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

disoluciones de sales de potasio no tamponadas.
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Figura 14. Grafico PCA de los valores experimentales de emf, conductividad y pH de

las disoluciones de sales de potasio no tamponadas. PC1 vs. PC2.

Con el objetivo de verificar que el patrén de reconocimiento estard gobernado por
la mayor afinidad de los electrodos metélicos sobre los aniones que los cationes en
las disoluciones tamponadas, se analizan a continuacién los resultados de la
regresion de componentes principales de las medidas de potencial y conductividad
de muestras de cloruros, sulfatos y bicarbonatos de sodio y potasio. En la Figura
15, se observa una buena separacién entre todos los clusters referidos a las
disoluciones, aunque en este sentido se debe indicar una separacién menor entre los
clusters de diferente cation, comparada con una distancia mayor entre clusters de

aniones distintos.

Para realizar un andlisis méds riguroso de la menor afinidad de los electrodos sobre
los cationes, se incluyen también en este andlisis muestras de cloruro de litio y
sulfato de magnesio. Los resultados experimentales de las mediciones de potencial

y conductividad se representan en el grafico PCA de la Figura 16. Aqui, algunos



clusters que incluyen disoluciones de cloruro, sulfato y bicarbonato aparecen
cercanos entre si sobre la zona central de PC1, aunque para el caso de las sales de
bicarbonato, esta se puede considerar una ubicacidn correcta siguiendo el patrén de
separacion por aniones verificado anteriormente. Los sulfatos de sodio y potasio se
localizan hacia los valores mds positivos de PCl manteniendo también el
comportamiento anterior; mientras que el cluster de MgSO, aparece ubicado
cercano a la muestra de NaCl y bicarbonatos. En cuanto a las disoluciones de
cloruros, dos de ellas (LiCl y KCI) aparecen en el extremo negativo de PCl1, sin
embargo el cluster de NaCl se mueve hacia el centro del plano. Se plantea entonces
analizar estos datos de todas las disoluciones de cationes distintos en un grafico
PCA de tres dimensiones (PC1 vs PC2 vs PC3) pues en los célculos de la varianza,
el tercer componente PC3 explica un 18.58 % de la varianza total (Ver Figura 17).
Aqui la semejanza o cercania entre muestras de anién comtin aparece de forma més
clara, sobre todo en el eje PC3, aunque hay que sefialar que tanto en este grafico
como en el plano PC1 vs PC2 la distancia entre la ubicacién del MgSO, y el resto
de los sulfatos induce a pensar en un nuevo posible patrén de separacion debido a

la diferencia de valencia de los cationes.
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Figura 15. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

disoluciones de sales de sodio y potasio tamponadas.
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Figura 16. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

disoluciones de sales de sodio, potasio, litio y magnesio tamponadas. PC1 vs. PC2.
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Figura 17. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las
disoluciones de sales de sodio, potasio, litio y magnesio tamponadas. PC1 vs. PC2 vs.

PC3.



En este punto, la capacidad de la lengua electrénica potenciométrica de separar o
discriminar muestras siguiendo un patrén de reconocimiento debido a la cierta
afinidad o parcial selectividad de los electrodos metdlicos sobre los aniones del
medio ha quedado verificada. En los siguientes experimentos nos dispondremos a
estudiar la posible existencia de un patrén de reconocimiento debido no sélo a la
afinidad de los electrodos sobre los aniones, sino también a las diferencias entre los
niveles o concentraciones de estos en las muestras que se analicen. De esta forma,
y como segundo experimento, analizaremos los datos obtenidos de las mediciones
de potencial de electrodo y conductividad sobre las muestras M1, M2 y M3,
preparadas mediante mezclas controladas de las disoluciones tamponadas de KClI,

KzSO4 y KHCO;

En el grafico PCA que se muestra en la Figura 18 aparecen todos los clusters de
las mezclas M1, M2 y M3 (Tabla 3); asi como de las disoluciones de KCI, K,SO,4
y KHCO; tamponadas. La separacién entre todas las mezclas, pero ademds entre
las sales puras es muy buena, indicando la existencia de un posible patrén de
separaciéon debido a diferencias entre las concentraciones anidnicas. En este
sentido, si trazdramos un tridngulo imaginario con vértices sobre el centro de cada
cluster de disolucién pura, podremos apreciar cierta correlacion entre la posicion de
cada muestra y su disolucion mayoritaria. Obsérvese que M2 se localiza mas cerca
del vértice del triangulo formado por el cluster de K,SO, y mds alejada del vértice
KCl (composiciéon de M2: 0.03M de K,SO,4, 0.015M de KHCO; y 0.005M de
KCI). Un comportamiento similar se observa para M3, ubicada cercana al vértice
de KHCO; y alejada del vértice de K,SO, (composiciéon de M3: 0.03M de KHCO:;,
0.015M de KCl y 0.005M de K,SOy,). En el caso de M1, aunque la distancia entre
su cluster y el vértice formado por KCI sea superior a la distancia sobre el resto de

los vértices,

su ubicacién en el tridngulo, asi como su posicidn con respecto a las otras mezclas

corrobora que la separacidn sigue un patron similar al resto de muestras.



En el tercer experimento se realiza una verificacién mds prictica de la existencia de
patrones de reconocimiento debidos a diferencias entre los niveles de las especies
anidnicas que conforman las muestras. Se analizan los resultados experimentales
de las mediciones de potencial y conductividad realizados sobre ocho muestras de
aguas minerales, todas ellas compuestas fundamentalmente por aniones cloruro,
sulfato y bicarbonato, ademds de algunos cationes alcalinos o alcalinotérreos. Las
diferencias en los niveles idnicos de cada muestra aparecen en la Tabla 4. Las
mezclas M1, M2 y M3 también han sido incluidas en este andlisis dada la similitud

en su composicion anidénica con las aguas minerales.

En el grafico PCA representado en la Figura 19, los clusters de todas las muestras
analizadas se ubican en cuatro zonas bien definidas del plano. En una primera zona
formada por los valores positivos de PC1 y PC2 (cuadrante positivo) nos
encontramos ubicadas las muestras de aguas minerales Bezoya y Montcalm, las
cuales entran en la clasificacién como aguas de “muy baja mineralizacién”. En la
zona central (cercano al intercepto de los ejes) aparecen los clusters de Fontvella y
Lanjarén, clasificadas como aguas de “baja mineralizacién”, ademds de Primavera,
la cual presenta una mineralizacion relativamente alta. Las muestras de aguas
carbonatadas aparecen ubicadas separadas del resto de las muestras, en la zona de
minima varianza de PC2. En este sentido, las muestras carbonatadas Perrier y
Primavera-gas se localizan cercanas entre si, mientras que VichyCataldn se aleja
del resto de las carbonatadas, hacia valores minimos de PCI, debido
fundamentalmente a su alto contenido i6nico, especificamente su alto contenido de

bicarbonatos.

Analizando la ubicacién de la muestra de agua mineral VichyCatalan (de mayor
contenido i6nico que el resto) sobre valores muy negativos de PC1, asi como de las
tres mezclas M1, M2 y M3, con contenidos anidnicos muy superiores incluso que
VichyCataldn (apareciendo en los extremos negativos de PC1) se puede sefialar
que existe correlacion entre el primer componente principal y el contenido i6nico
de las muestras. Este planteamiento se fortalece mds aun si analizamos que las

muestras de menor contenido i6nico (mineralizacion muy débil) aparecen



localizadas en los extremos positivos de PC1, y ademads si consideramos que del

total de varianza del sistema, el primer componente explica un 66.38%.

Scores on PC 2 (29.60%)
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Figura 18. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

mezclas M1, M2 y M3, y de las disoluciones de sales de potasio correspondientes.
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Figura 19. Grafico PCA de los valores experimentales de emf y conductividad de las

muestras de aguas minerales.

1.1.32 Analisis cuantitativo. Prediccion de las concentraciones anionicas

A raiz de encontrar patrones de reconocimiento basados en la selectividad parcial
de los electrodos que conforman la lengua electrénica sobre los componentes
16nicos de las muestras analizadas, asi como de diferencias en la concentraciones
de estos, se crean modelos de prediccién usando las herramientas estadisticas del
Andlisis Multivariado, y especificamente Regresion de Minimos Cuadrados
Parciales (PLS) con el objetivo de cuantificar los niveles o concentraciones de los
aniones cloruro, sulfato y bicarbonato en muestras acuosas. Como bien se explicé
anteriormente, para crear los modelos de prediccion se requiere primeramente

realizar un entrenamiento o una calibracion del sistema. Esto se lleva a cabo



preparando un set de patrones de calibracién de concentracién conocida, seguido
de medidas potenciométricas y conductividad sobre dicho set, y posteriormente se

construye el modelo, el cual se verifica sobre muestras reales.

Para la calibracién del sistema se ha creado un sistema de tres componentes/ tres
niveles. Esto es, tres componentes a analizar (aniones cloruro, sulfato y
bicarbonato) y tres niveles de concentracién de cada uno de ellos (nivel bajo: 0
molar, nivel medio: 0.015 molar y nivel alto: 0.03 molar). Mediante el programa de
disefio experimental MODDE 8.0 se determinan la cantidad de patrones a preparar
que incluyan toda la informacién relevante en este sistema, asi como la distribucién

de los niveles de cada anién en cada muestra (Ver Tabla 5).

Posterior a la realizacién de medidas potenciométricas, los datos son importados a
Matlab para crear la matriz X referentes a los datos experimentales. La matriz X
tendrd unas dimensiones de 54 filas por 1000 columnas (las 54 filas se refieren al
nimero de muestras, que son 18 pero se realizan tres repeticiones (Ver parte
experimental). Légicamente, la matriz Y tendra un ndmero de filas igual a la matriz
X, y el nimero de columnas serd tres, referentes a los niveles de las especies a
predecir. Los datos experimentales se analizan mediante validacién cruzada (cross
validation), y a su vez, esta herramienta nos permite ademas seleccionar el nimero

de variables latentes a utilizar en la creacién de los modelos de prediccién PLS.

Después de preparadas todas las matrices de datos, se construyen los modelos de
prediccién sobre el set de calibracién. Los resultados de esta calibracién se
muestran en los graficos PLS de las Figuras 20, 21 y 22, donde se representa la
correlacion entre los valores de Y conocidos o medidos, y los valores predichos
mediante el modelo creado. La evaluacién del modelo creado se realiza mediante
ajuste lineal de los valores predichos y posterior andlisis de los pardmetros de

ajuste.

La Figura 20 representa la prediccién de los niveles de cloruro para el set de
calibracién. Mediante un anélisis visual previo, se puede deducir a raiz de la menor

distancia de los datos experimentales o predichos sobre la linea de referencia de



niveles conocidos (linea verde) que la prediccién del cloruro es mejor que la de el
resto de los elementos (Ver Figura 21: Prediccién de sulfatos y Figura 22:
Prediccion de bicarbonatos). Esta deduccién queda comprobada mediante la
evaluacién del modelo de prediccidn realizando el ajuste lineal de los puntos
experimentales. De dicho ajuste se obtuvieron los pardmetros pl (relativo a la
exactitud del método) igual a 0.905, y los residuos normalizados NR, iguales a
2.110 (relacionado directamente con la precision del modelo). La prediccion del
sulfato gener6 pardmetros de ajuste p1=0.644 y NR=3.48, mientras que para el
bicarbonato, los pardmetros fueron p1=0.685 y NR=3.38. En este sentido se debe
indicar que la prediccién de sulfato y bicarbonato se considera de exactitud y

precision moderadas.

Si se adicionaran las medidas de conductividad de cada muestra patrén como una
nueva variable, los resultados cambiarian significativamente. Al realizar la
prediccién con la nueva variable formando parte de la matriz de datos X, la
predicciéon de bicarbonato no experimentaria ningin cambio (los nuevos
pardmetros de ajuste son similares a los mostrados anteriormente: pl1=0.689,
NR=3.37). Sin embargo, para el caso del cloruro, la prediccién experimenta un
ligero empeoramiento, y contrario a ello, la predicciéon del sulfato mejora
considerablemente, manifestando un aumento en la precisién (traducido como una
disminucién del pardmetro NR) desde 3.48 hasta 1.73, y ademds aumentando su
exactitud reflejada en un aumento de la pendiente de ajuste a 0.94 (Ver Figura 23).
Este comportamiento es razonable si se tienen en cuenta que la conductividad
i6nica molar del sulfato (\’.= 160 Q'cm’mol™) es considerablemente mds alta que

la del cloruro (\’.= 76.3 Q'cm®mol™) y la del bicarbonato (\’.= 44.5 Q'cm*mol
1
).
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Figura 20. Grafico PLS de la prediccion de cloruros para el set de calibracion.

Numero de variables latentes: 6.
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Figura 21. Grafico PLS de la prediccion de sulfatos para el set de calibracién. Namero

de variables latentes: 6.
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Figura 22. Grafico PLS de la prediccion de bicarbonatos para el set de calibracion.

Numero de variables latentes: 6.
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Figura 23. Grafico PLS de la prediccion de sulfatos para el set de calibracién (incluida

la variable conductividad). Nimero de variables latentes: 6.

La validacién de los modelos de prediccidn creados se realiza mediante medidas de
potencial (y de conductividad cuando se requiera) sobre muestras de
concentraciones desconocidas (lo que significa que no existe una segunda matriz
Y). Con los datos obtenidos se generard la nueva matriz de datos X, sobre la cual se
aplicard el modelo creado previamente en la calibracion para de esta forma calcular
o predecir los niveles de las especies anidnicas estudiadas. El procedimiento de
célculo, los comandos utilizados y algunos pardmetros incluidos en la metodologia

se explican brevemente a continuacidn:

Una vez creadas las matrices de datos X y de niveles Y en la calibracién, y ademads
determinada la cantidad de variables latentes mediante validacién cruzada, se crea

el modelo de prediccion de cada especie anidnica estudiada:

model(X™")=pls(X,Y,lv);



donde:

X" representa la especie analizada

X'y Y: matrices de datos y niveles respectivamente
lv: nimero de variables latentes

Creado el modelo, se realiza la validacion de este mediante prediccion de las

especies en muestras de concentraciones desconocidas:
pred(X™")=pls(X1, model(X™"));
donde:

X1 es la nueva matriz de datos de las mediciones sobre las muestras de

concentracién desconocida.
model(X™) es el modelo de prediccién creado en la calibracion.

Los resultados de esta prediccién se pueden representar de forma gréifica o
simplemente de forma numérica. En la Tabla 8 se representan los resultados
obtenidos de predicciéon de muestras de concentraciones desconocidas para la
validacién de los modelos creados. Las muestras analizadas son: aguas minerales
Bezoya, FontVella y Lanjarén, agua del grifo del laboratorio y una muestra de agua
de mar proveniente de la playa de La Malvarrosa. Ademds de las medidas
potenciométricas sobre estas muestras, se realizaron medidas de la conductividad,
aunque segun los resultados previos de la calibracion, esta variable se incluy6 en la
matriz X solamente para el cdlculo de las concentraciones de sulfato. Los
resultados de la prediccion son validados mediante comparacién con las
concentraciones reales de las muestras. Las concentraciones de las muestras de
agua de grifo y de mar fueron analizadas mediante los métodos de andlisis
establecidos para la determinacién de aguas y de agua de mar respectivamente
[122, 123]; mientras que las concentraciones anidnicas de las muestras de aguas

minerales fueron tomadas segtn la informacién de la botella.



Los resultados de la validacién muestran entonces una capacidad predictiva mayor
para las determinaciones de cloruros y sulfatos que para bicarbonatos, lo cual era
un resultado esperado segin resultados previos. No obstante, esta capacidad
predictiva sobre sulfatos y cloruros puede considerarse moderada en términos de
exactitud, debido a las diferencias entre los datos predichos y los datos reales de
concentracién que se manifiestan en algunas ocasiones. Las predicciéon en la
muestra de agua de mar (no incluida en la Tabla 8) result6 completamente
imprecisa lo cual se debe a dos razones: los niveles anidnicos e idnicos en general
son mucho mds altos que los niveles de las especies usados en la calibracién, y
ademds, la presencia de un niimero considerablemente alto de especies quimicas en
el agua mar, tanto activas como no activas, afecta con total seguridad la respuesta

de los electrodos, lo que se conoce frecuentemente como “efecto matriz”.

Independientemente de las capacidades predictivas moderadas mostradas por la
lengua electrénica en estos estudios, esto debe considerarse de forma positiva, pues
por primera vez un una lengua electrénica compuesta por electrodos metélicos ha

sido utilizada para la determinacién de especies anidnicas en aguas.

Tabla 8. Comparacion entre los datos de concentracion predichos y reales de cloruro,

sulfato y bicarbonato sobre el set de validacion.

Muestra Concentracion predicha Concentracion real (mg/L)
(mg/L)
cr S0, HCOy CI SO~ HCOy
Bezoya 4.8 - 294 <1 - 18
Agua del 89.7 240 474 117 286 251
grifo (Lab)
Lanjar6n 3.08 7.4 198 - 17.3 105

Font Vella 24.6 22.2 312 16.2 16.8 149




I.2 LENGUA ELECTRONICA VOLTAMETRICA PARA LA
PREDICCION DE LOS NIVELES DE BISULFITOS EN VINOS.

1.2.1 Introduccion

Desde los primeros tiempos de elaboracién del vino, la conservacién ha sido
considerada como uno de los objetivos mds importantes a conseguir. Para ello, se
ha llevado a cabo numerosas acciones, como por ejemplo, adicionar sustancias
aromdticas provenientes de las plantas (resinas), sales y yesos, concentrar aun mas
el vino preparado y eliminar el aire usando aceites [124, 125]. Todas estas
sustancias y procesos son adicionados o efectuados durante el proceso de
preparacion del vino. De ellos, los que cumplen la funcién de eliminar sustancias
no deseadas del vino o del mosto son cominmente denominadas ‘“aditivos” (en

ocasiones, se les denomina también “pricticas enoldgicas”).



Entre el amplisimo grupo de sustancias que pueden ser usadas como aditivos, el
anhidrido sulfuroso (antioxidante E-220), o sencillamente SO,, es sin lugar a dudas
el aditivo mds ampliamente utilizado en vinificacién y también el mas
indispensable. Los efectos antioxidante [126-128], antioxiddsico [129-131] y
antimicrobiano [132-134] del anhidrido sulfuroso, por todos sobradamente
conocidos, convierten a esta molécula en una herramienta pricticamente
imprescindible, no solo en la elaboraciéon de vinos, sino también en la de otros

productos alimentarios [135].

De hecho, el SO, se utiliza desde la época romana, lo que le convierte en uno de los
aditivos alimentarios mds antiguos. Sin la utilizacién del anhidrido sulfuroso, los
vinos que obtendriamos serian muy probablemente peores en color y en aroma, y
con claras desviaciones microbianas. Por el contrario, la correcta utilizacién del
SO, permite obtener vinos menos oxidados, dotados de un mejor color y aroma, y
sin lugar a dudas con una menor acidez voldtil. Sin embargo, un exceso en la
adiciéon de este aditivo comportaria problemas de diversa indole. Una
excesivamente alta concentracidn de diéxido de azufre puede alterar el aroma y el
sabor del vino, puede provocar una excesiva formacién de sulfuro de hidrogeno y
mercaptanos, e incluso puede ser nociva para la salud del consumidor. Por esta
dltima razon los niveles maximos de anhidrido sulfuroso en el vino estdn regulados

por ley [136].

Cuando afiadimos di6xido de azufre al mosto o al vino, en cualquiera de sus
posibles formulaciones (metabisulfito, solucion sulfurosa, etc.) se produce su
hidratacién, lo que conlleva a la formacién de dcido sulfuroso, el cual estard més o
menos disociado en funcién del pH del medio. La Figura 23 ilustra estos

complejos equilibrios.
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Figura 24. Diferentes formas quimicas del SO, en vinos.

Por consiguiente en el vino, el anhidrido sulfuroso se haya presente en las tres

formas quimicas siguientes:

e El anhidrido sulfuroso molecular (SO,): Esta forma quimica es la principal
responsable de la actividad antimicrobiana [137]. Se considera
generalmente que el anhidrido sulfuroso molecular es unas 20 veces mas
efectivo que el bisulfito en la inhibicién de las levaduras y unas 500 veces
més en la inhibicioén de las bacterias. Esta forma quimica también posee
una cierta actividad antioxidante, y es la responsable del desagradable olor

picante que presenta el anhidrido sulfuroso [138].

e El bisulfito (HSO3'): Al pH del vino, esta es la forma predominante y es el
principal responsable de la inactivacion de las polifenoloxidasas [139]. Por
tanto la actividad antioxidédsica del diéxido de azufre depende de su
presencia [131]. Por el contrario sus efectos antimicrobianos y

antioxidantes son de poca importancia.



e El sulfito (SO5?): Al pH del vino su presencia es minima y por tanto su
posible influencia también lo es. Atin asi, el sulfito es capaz de reaccionar
directamente con el oxigeno y con el peréxido de hidrégeno y por lo tanto

posee una cierta capacidad antioxidante [128].

Evidentemente la proporcion entre anhidrido sulfuroso molecular, el bisulfito y el
sulfito viene determinado por las constantes de disociacién (K; = 1,7 x 10% K, =
5,0 x 10%) y por el pH del vino. La Figura 25 muestra las curvas de evolucién de
las diferentes formas quimicas en funcién del pH [139]. Como se puede ver en
dicha figura, al intervalo de pH del vino, la forma mayoritaria es siempre el
bisulfito, mientras que el sulfito es practicamente inexistente. Por su parte, el SO,
molecular, principal responsable de la actividad antimicrobiana de este aditivo, esta
presente en proporciones apreciables a pH muy 4cidos (5,52 % a pH = 3,0) y en

proporciones muy escasas a pH poco 4cidos (0,34 % a pH = 4,0).
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Figura 25. Equilibrio entre las diferentes formas del SO, en funcién del pH del vino



Dado que el bisulfito siempre es mayoritario, sea cual sea el pH, la accién
antioxidasica del anhidrido sulfuroso apenas esta influenciada por este pardmetro.
Sin embargo, la actividad antimicrobiana del diéxido de azufre, al depender de la
proporcién de SO, molecular, estard condicionada no tan sélo por la dosis sino

también, y de forma muy patente, por el pH del vino.

En décadas recientes, se han realizado numerosos esfuerzos enfocados en
establecer la relacion existente entre la composicién quimica del vino y la seial
sensorial, fundamentalmente en determinaciones espectrofotométricas vy
cromatogréficas. Sin embargo, este tipo de determinaciones requiere de una gran
inversion monetaria por parte de los laboratorios que la realizan, dado el alto costo
del instrumental que se requiere. Ademds, las técnicas cromatogrificas y
espectrofotométricas consumen un tiempo considerable y requieren de personal
cualificado para realizarlas. Por este motivo, el desarrollo de sistemas de anélisis
que garanticen una reduccidn en los gastos de inversion y del tiempo de medicién
en vinos cobra mucha fuerza. En este marco, las lenguas electrénicas representan
una alternativa muy interesante, pues ademds de asegurar bajos costes de disefio
como ventaja fundamental, su propia razén de ser como técnica para
determinaciones en muestras multicomponentes las convierte en ideales para
determinaciones en vinos, que generalmente son muestras complejas compuestas
por un nimero considerable de especies quimicas. Como ventaja adicional, las

lenguas electrénicas son técnicas no destructivas de la muestra analizada.

Las bebidas alcohdlicas en general, y mds especificamente los vinos, constituyen el
mayor campo de aplicacién de las lenguas electrénicas desde su creacion [47-52].
Estos estudios han estado enfocados generalmente al andlisis de propiedades de
vinos, como contenido alcohdlico, contenido de polifenoles, etc.; asi como también
se han aplicado para la identificacién o discriminacién de muestras segin origen de

la uva, tiempos de envejecimiento, entre otras propiedades.

Las lenguas electrénicas compuestas por sensores voltamétricos se presentan como

una opcién interesante en el andlisis de vinos, principalmente debido a su alta



selectividad y a la posibilidad de aplicar distintos modos de medidas voltamétricas,
que incluirian la voltametria ciclica y de pulsos, entre otras. Entre los grupos que se
han especializado en el disefio de lenguas electrénicas a ser aplicadas en andlisis de
muestras de vinos, y especificamente, lenguas electrénicas basadas en medidas
voltamétricas, se debe destacar el grupo de investigadores de la Universidad de
Valladolid, quienes han presentado dispositivos compuestos por sensores
quimicamente modificados. Como ejemplo de este tipo de dispositivos se puede
mencionar una lengua electrénica formada por dos familias distintas de sensores de
capa gruesa litografiados sobre sustratos de oro, una de las familias compuesta por
electrodos de pasta de carbono modificada con distintos tipos de ftalocianinas, y la
otra compuesta por electrodos de polipirrol dopados con seis distintos tipos de
aniones inorgénicos y orgédnicos. Esta lengua electrénica fue aplicada en estudios
en los que se comprobd su poder de discriminacién entre vinos tintos envejecidos
en barriles de roble y otros madurados en tanques de acero inoxidable y en contacto
con astillas de roble [140]. En otros estudios con este mismo dispositivo se
diferenciaron muestras en las cuales se adicionaron previamente distintos tipos de
adulterantes como azicares, dcidos tartdrico, tdnico y acético y etanol, los cuales
modificaron las propiedades organolépticas de las muestras analizadas [49]. Se
disefiaron ademds otros tipos de sensores bajo el mismo principio de modificacién
quimica de la superficie, como por ejemplo, una lengua electrénica compuesta por
electrodos de pasta de carbono modificados con ftalocianina, derivados de
perilenos y polimeros conductores. La nueva lengua fue disefiada para verificar la
capacidad discriminativa sobre distintos tipos de vinos en dependencia del tipo de
uva utilizada en el proceso de produccién [50]. Todos los sensores disefiados se
utilizaban en medidas voltamétricas que incluian las técnicas de voltametria ciclica

y de onda cuadrada, entre otras.

En el trabajo que se presenta a continuacion se analiza la capacidad predictiva de
una lengua electrénica para la determinacién de los niveles o concentraciones de
bisulfitos en muestras de vino. Dicha lengua electrénica se compone de cuatro

electrodos de trabajo metdlicos que actdan como sensores en medidas de



voltametria de pulsos, asi como de un dispositivo automdtico de pulido de la
superficie, que garantiza una limpieza éptima y por lo tanto una regeneracion de la

superficie activa de los sensores una vez realizada cualquier medicidn.
1.2.2 Experimental

La parte experimental de este trabajo consiste en la creacién de modelos de
prediccion mediante PLS para la determinacion de las concentraciones de bisulfitos
presentes en muestras de vinos, a partir de los datos experimentales de medidas de
voltametria de pulsos adquiridos mediante una lengua electrénica formada por
cuatro electrodos metdlicos (oro, acero inoxidable, platino y rodio). Las mediciones
se realizan sobre un set de muestras patrones preparadas sobre vino blanco para la
calibracién del sistema; asi como sobre un set de muestras que incluyen vinos

blanco, tinto, rosado y zumos de manzana para la validacién del modelo creado.

Debido a que los vinos son muestras de composicion compleja mezcla de
numerosas especies quimicas, en este estudio se incluyen, ademds del bisulfito
como especie principal, otras dos especies presentes en la muestra que se analiza,
con el objetivo de analizar y contrarrestar el efecto correlativo entre ellas. Las dos
especies que se incluyen en el andlisis son el dcido ascérbico y la histamina, que
con frecuencia forman parte de los vinos. El 4cido ascérbico aporta su poder
antioxidante, y la histamina se considera en ocasiones como indicadora de procesos
de deterioro de alimentos. Asi, mediante la aplicacién de un disefio experimental,
se crea un sistema de tres componentes/tres niveles para obtener toda la

informacién de la forma mads precisa y resumida posible.

Los tres niveles o concentraciones que presentardn las especies serdn bajo, medio y
alto. El nivel bajo quedara establecido como el nivel de fondo de cada especie
presente en la muestra de vino utilizada para la calibracién. El nivel de fondo de
cada especie serd previamente determinado mediante medidas en HPLC. Los
niveles medio y alto representardn la adicion del doble y el cuadruple del nivel de

fondo detectado para cada especie respectivamente.



1.2.21 Lengua Electronica

La lengua electrénica utilizada en este estudio ha sido disefiada por investigadores
del Laboratorio de Fisica Aplicada de la Universidad de Linkoping, en Suecia.
Como se dijo anteriormente, este “array” esti compuesto por cuatro sensores
metdlicos de oro, acero inoxidable, platino y rodio (aproximadamente 99.9 % de
pureza y 1 mm de didmetro) encapsulados dentro de un cilindro de acero
inoxidable mediante una resina epoxi. El potenciostato utilizado para generar los
pulsos de potencial, asi como el sistema multiplexor que cambia el modo de trabajo

en cada sensor también han sido diseflados en el mismo.

Esta lengua electrénica cuenta ademds con un dispositivo automdtico de pulido de
la superficie, que no es mds que un eje rotatorio que atraviesa el cilindro de acero
inoxidable con una pequefa barra esmerilada en el extremo, en contacto con la
superficie de la lengua electrénica y por ende, de los electrodos metdlicos. El
sistema de pulido cuenta ademds con un pequefio eje exterior que gira mientras el
sistema pule la superficie, y se detiene al finalizar el tiempo de pulido justo cuando
hace contacto con un haz de luz, con lo que se garantiza que la barra esmerilada no
se superponga sobre los electrodos. El funcionamiento de este dispositivo
automdtico garantiza una limpieza de la lengua electrénica mediante recuperacién
de la superficie activa de cada electrodo de trabajo, siempre después de cada
exposicion a la muestra. La Figura 26 muestra una foto de la lengua electrénica
con todos sus componentes asi como un esquema del sistema de pulido de la

superficie electrédica.
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Figura 26. Lengua Electrénica Voltamétrica. Sistema automatico de pulido de

superficie.

1.2.22 Medidas HPLC

Se llevaron a cabo medidas cromatograficas HPLC con el objetivo de determinar
los niveles de fondo de los tres compuestos en la muestra de vino utilizada para la
calibracién del sistema. El vino utilizado es un vino blanco alemin denominado

“Bereich Nierstein” adquirido en el mercado local sueco.

Las mediciones cromatograficas se llevaron a cabo en un Cromatégrafo HPLC
Agilent 1100, equipado con un detector de fotodiodos. El método establecido para

las determinaciones se describe a continuacion:

Columna Aquasil C18, dimensiones 250 x 4.6 mm, tamafio de particulas Sum.
Sistema de disolventes: Mezcla H,SO, 0.005 molar y Metanol puro.

Flujo: 0.4 ml/min.

Volumen de inyeccién de muestra: 10 pl.



Longitudes de onda (nm): 190; 210; 230; 254; 280.

Con este método, los compuestos deseados se detectaban en un tiempo de retencién
nunca superior a los 10 minutos. En la Figura 27 se muestra el cromatograma de la
muestra de vino blanco, asi como la de la disolucién patrén que inclufa la adicién
de bisulfito, donde se puede establecer el tiempo de retencién para esta especie
transcurridos los 2.9 minutos. Asi, los niveles de bisulfito, acido ascorbico e
histamina presentes en la muestra de vino blanco Bereich Niersten quedan

establecidos: 0.18 g/l (bisulfitos); 0.1 g/l (dcido ascoérbico) y 0.05 g/1 (histamina).
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Figura 27. Cromatograma de la muestra de vino Bereich Nierstein y de una disolucion

patron de bisulfitos

1.2.23 Preparacion de las muestras

Con el objetivo de analizar y de cierta forma contrarrestar la correlacién existente
entre la sefal de los sensores referentes a la presencia simultinea de los tres
compuestos en las muestras, se crea un sistema de calibrado compuesto por tres

especies quimicas (bisulfitos, dcido ascérbico e histamina) y tres niveles de cada



especie en las muestras (bajo, medio y alto). La cantidad de muestras y el nivel de
cada compuesto en cada muestra se establecen mediante el programa de disefio
experimental MODDE 8.0 (UMETRICS). La aplicacion de un disefio experimental
nos brinda una rdpida informacién de cémo mezclar los compuestos en las
muestras patrones para que asi se maximice la variacién entre los factores del
sistema (analitos) para un nimero determinado de experimentos y niveles. Asi, un
total de 18 disoluciones patrones se preparan por adicidn de los tres compuestos en
los niveles establecidos sobre la matriz de vino blanco Bereich Nierstein. Los

niveles de cada compuesto en cada disolucidn patrén se muestran en la Tabla 9.

Se crea también un set de muestras para el proceso de validacién de los modelos de
prediccion creados. Este set incluye disoluciones de las especies analizadas en la
misma matriz de vino utilizada en la calibracion; asi como en una matriz de vino
blanco diferente al Bereich Nierstein (de caracteristicas similares) y matrices
diferentes como vinos tinto, rosado y dos tipos de zumos de manzana (concentrado
y diluido). Los vinos utilizados en la validacién son: vino tinto de mesa “Vegas del
Rivilla”, vino rosado ‘“Pefiascal” y vino blanco “Antonio Barbadillo”, todos ellos
adquiridos en Mercadona. Los zumos de manzana (concentrado y diluido) se

adquirieron en el mercado local sueco.

Los niveles de los compuestos en cada muestra incluida en el set de validacion se
presentan en la Tabla 10. Teniendo en cuenta las diferencias entre las matrices
utilizadas, se han preparado solamente tres muestras de cada matriz, adicionando
de forma aleatoria los compuestos en cada muestra y asegurando que cada matriz
cuente con su disolucién representativa (esto es la matriz pura sin adicién o 000).
Para el caso de las muestras preparadas con la matriz Bereich Nierstein, aqui se han
preparado mds de tres muestras, y ademds se han incluido los dos niveles
intermedios adicionales (adicion de 0.5 y 3 veces el nivel de fondo) con el objetivo
de verificar la capacidad predictiva de la lengua electrénica sobre cinco niveles

distintos de cada compuesto.

Tabla 9. Composicion de las disoluciones patrones del set de calibracion segin



MODDE 8.0 (en g/L)

Muestra Acido ascérbico Bisulf. Sodio Histamina
1 0.4 0.72 0.05
2 0.1 0.72 0.2
3 0.2 0.36 0.1
4 0.4 018 0.1
5 0.1 0.72 0.05
6 0.4 0.36 0.2
7 0.4 0.72 0.2
8 0.4 0.72 0.2
9 0.4 0.72 0.2
10 0.1 0.18 0.05
11 01 0.18 0.2
12 0.4 0.36 0.05
13 0.4 0.72 0.2
14 0.1 0.18 0.1
15 0.2 0.18 0.2
16 0.2 0.18 0.05
17 0.4 0.18 0.05
18 0.4 0.18 0.2

Tabla 10. Composicion de las disoluciones del set de validacion (en g/L)

Muestra | Matriz Acido ascérbico Bisulf. Sodio Histamina
1 Rw 0.1 0.18 0.05
2 Rw 0.2 0.36 0.1
3 Rw 0.4 0.72 0.05
4 Rs 0.1 0.18 0.05
5 Rs 0.1 0.72 0.05
6 Rs 0.4 0.72 0.2
7 Ww 0.1 0.18 0.05
8 Ww 0.4 0.72 0.2
9 Ww 0.1 0.72 0.2




10 Ajd 0.1 0.18 0.05
11 Ajd 0.1 0.18 0.2
12 Ajd 0.2 0.36 0.1
13 Ajc 0.1 0.18 0.05
14 Ajc 0.4 0.18 0.05
15 Ajc 0.4 0.72 0.2
16 BN 0.1 0.36 0.075
17 BN 0.15 0.36 0.15
13 BN 0.3 0.54 0.15
19 BN 0.3 0.27 0.1
20 BN 0.1 0.18 0.05

donde:

Rw: Vino tinto de mesa “Vegas del Rivilla”
Rs: Vino rosado “Pefiascal”

Ww: Vino blanco “Antonio Barbadillo”
Ajd: Zumo de manzana diluido

Ajc: Zumo de manzana concentrado

BN: Vino blanco Bereich Nierstein

1.2.24 Medidas voltamétricas. Voltametria de Pulsos

Las medidas voltamétricas se llevan a cabo aplicando un sistema de pulsos de
potencial sobre cada electrodo en cada muestra y registrando posteriormente la
respuesta de corriente eléctrica resultante en cada electrodo de trabajo y referida
sobre el electrodo de referencia y el contraelectrodo o electrodo auxiliar. En este

caso, el propio cuerpo cilindrico de acero inoxidable de la lengua electrénica se



utiliza como electrodo auxiliar, y teniendo en cuenta que su drea es
considerablemente mayor que el drea de contacto de los electrodos de trabajo, este
se utiliza también como electrodo de ‘“seudoreferencia” y de esta forma se
simplifica aun mas el sistema. El set de pulsos incluye 33 pulsos de potencial que
van desde -0.8 a 0.7 V y con una duracién de 50 ms cada uno. Los pulsos son
generados por el potenciostato, y después de ejecutarse la secuencia de pulsos
sobre uno de los electrodos, el multiplexor realiza el cambio automatico hacia el
otro electrodo. La generacién de los pulsos, asi como el almacenamiento de los
datos de corriente se controlan a través del ordenador, mediante un programa
disefiado en LabView. La forma del pulso aplicado, asi como la forma de la curva

de corriente resultante se ilustra en la Figura 28.

Una medicién completa sobre una muestra incluye cuatro secuencias de medicidn,
y cada secuencia incluye diez minimediciones. Una minimedicion se realiza por la
aplicacion del set de pulsos sobre todos los electrodos (una vez cada uno). Por lo
tanto, una minimedicion genera 6600 valores de corriente, que se distribuyen en
1650 valores por cada electrodo (estos valores determinardn el nimero de
columnas en las matrices X). El total de datos de corriente viene determinado por
el nimero de pulsos, el tiempo de duracién de cada pulso y la capacidad de
memoria del sistema registrador. Los datos de la primera secuencia son siempre

eliminados para eliminar as{ el posible ruido de la sefial de los electrodos.

El experimento se lleva a cabo de dos formas: una con pulido de la superficie y la
otra sin pulido, con el objetivo de verificar la factibilidad de este proceso. En el
experimento con pulido, automdticamente después de cada secuencia de medicién
se ejecuta la limpieza de la superficie de la lengua electrénica, con una duracién de
30 s. Después de este proceso de limpieza, el dispositivo se enjuaga con agua
destilada. En el experimento sin pulido se realiza solamente un enjuague del
sistema con agua destilada después de cada secuencia. Independientemente del
experimento que se realice, cada muestra es medida tres veces para analizar la
repetitividad del sistema. Ademds, las muestras son medidas en orden aleatorio

para de esta forma eliminar la dependencia de los sensores con el tiempo.
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Figura 28. Forma general del pulso aplicado y de la curva de respuesta de la corriente.

1.2.25 Tratamiento de datos

Los datos de corriente registrados en las mediciones son almacenados como
ficheros de texto, y posteriormente son importados al Matlab para la creacion de las
matrices X. Como se comenté anteriormente, el total de columnas (variables)
obtenidas en la calibracién (experimentos con y sin pulido) es 6600, mientras que
el total de filas, que representa de forma directa la cantidad de muestras, fue de
2160, lo cual representa un total de 54 muestras (18 patrones medidos tres veces
cada uno), por cuatro secuencias por diez minimediciones cada una. De esta forma
se creard la matriz X, de dimensiones 54x6600 (se disminuye el total de filas a 54
después de promediar todos los valores obtenidos para cada muestra); y la matriz

Y, de dimensiones 54x3, que representa los niveles de cada compuesto en cada



muestra (esta matriz es equivalente a los datos representados en la Tabla 7).
Creadas las matrices X y Y, los datos son analizados mediante validacién cruzada,
de lo cual ademas se extraen la cantidad de variables latentes a ser usadas en los
modelos de prediccion. Con los datos autoescalados, se crean los modelos de
prediccion mediante PLS y se evalian mediante ajuste lineal de los datos
predichos. Los pardmetros de ajuste pl, p2 y NR ofrecerdn informacién relativa a
la capacidad predictiva de los modelos creados en términos de exactitud y

precision.

En la validacién, las matrices X y Y tendrdan dimensiones un tanto superiores ya
que el set de validacién presenta un nimero mayor de muestras. Estas serdn de
60x6600 y 60x3 respectivamente. La validacién cruzada de los datos, creacién de
los modelos PLS y evaluacién de dichos modelos se realizara siguiendo el mismo

procedimiento que para el set de calibrado.

1.2.3 Resultados
1.2.31 Proceso de Calibracion

El entrenamiento del sistema mediante las mediciones voltamétricas sobre el set de
calibracién se lleva a cabo de dos formas distintas: una de ellas incluye un pulido
de la superficie de la lengua electrénica autométicamente después de finalizada una
secuencia de medicién; mientras que la otra forma no incluye este proceso de
limpieza. La idea de realizar el pulido de la superficie se basa en el electrodo de
gota de mercurio. En este electrodo, la funcién del goteo es simplemente sustituir
la gota de mercurio por una gota nueva sucesivamente, lo cual se traduce en
asegurar siempre una superficie de contacto del electrodo limpia y sin impurezas
debidas a los procesos redox que ocurren en el electrodo. Aunque la mecéanica del
proceso de pulido es diferente al goteo de mercurio, el objetivo que se persigue es
el mismo, esto es garantizar una superficie electrédica limpia cada vez que se entre

en contacto con una muestra. Con los datos de corriente obtenidos de cada



experimento se crean dos matrices X distintas y una Unica matriz Y. Se crea
entonces un modelo PLS de prediccidon para cada especie estudiada y para cada
experimento. La evaluacidn de la predicciéon de cada elemento, asi como para cada
experimento se realiza mediante andlisis de los parametros de ajuste de los datos
experimentales. Las Figuras 29, 30 y 31 representan los graficos PLS del
bisulfito, acido ascdrbico e histamina respectivamente, para el experimento con
pulido de superficie; mientras que en las Figuras 32, 33 y 34 se muestran los
mismos resultados, pero para el experimento sin pulido. Si se realizara un andlisis
visual de los resultados de la prediccién, en ambos experimentos se llegaria
rdpidamente a la conclusién de que la prediccion del bisulfito aparenta ser mucho
mads exacta que el resto de los compuestos, pues a simple vista se observa en ambos
grificos de este compuesto una menor distancia o deriva de los puntos
experimentales “predichos” sobre la linea de referencia de niveles. Este hecho
queda comprobado mediante el ajuste lineal de los puntos experimentales. El valor
de los residuales normalizados NR para el bisulfito es muy pequefo (0.678) en
comparacion con el valor 3.105 obtenido para el acido ascérbico y 2.907 obtenido
para la histamina. Esta diferencia indica una mayor precision en la prediccion del
bisulfito. Asi mismo, la pendiente de la recta de ajuste (p1) es mucho mayor para el
bisulfito que para el resto, lo que nos indica también una mayor exactitud del
modelo de prediccidon de este compuesto. Segin el andlisis de los pardmetros de
ajuste, la prediccion de la histamina serfa mucho mas exacta y precisa que la del
acido ascérbico, aunque la magnitud de los pardmetros de ajuste de ambos
compuestos hace que se considere la capacidad predictiva de ambos modelos como

moderada.

En el experimento sin pulido, la prediccién de cada uno de los compuestos sigue un
comportamiento exactamente igual que en el experimento con pulido de superficie,
esto es una mejor capacidad predictiva para el bisulfito, y moderada para los
restantes compuestos analizados. La factibilidad del proceso de limpieza de la
superficie de la lengua electrénica queda verificada al analizar la exactitud y

precision de cada modelo de cada especie quimica que es mayor que su homélogo



en el experimento sin pulido. Un resumen de los parametros de ajuste de los datos

experimentales de ambos experimentos se muestra en la Tabla 11.
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Figura 29. Grafico PLS de la prediccion del bisulfito para el set de calibracion.
Experimento con pulido de la superficie de la lengua electrénica. Nimero de variables

latentes: 5.
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Figura 30. Grafico PLS de la prediccion del acido ascorbico para el set de calibracion.
Experimento con pulido de la superficie de la lengua electrénica. Nimero de variables

latentes: 6.
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Figura 31. Grafico PLS de la prediccion de la histamina para el set de calibracion.
Experimento con pulido de la superficie de la lengua electrénica. Nimero de variables

latentes: 6.
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Figura 32. Grafico PLS de la prediccion del bisulfito para el set de calibracion.
Experimento sin pulido de la superficie de la lengua electréonica. Nimero de variables

latentes: 5.
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Figura 33. Grafico PLS de la prediccion del acido ascérbico para el set de calibracion.
Experimento sin pulido de la superficie de la lengua electrénica. Nimero de variables

latentes: 6.
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Figura 34. Grafico PLS de la prediccion de la histamina para el set de calibracion.
Experimento sin pulido de la superficie de la lengua electronica. Niumero de variables

latentes: 6.

Tabla 11. Comparacion entre los parametros de ajuste de los modelos de prediccién
PLS para el bisulfito, acido ascorbico e histamina para los experimentos con y sin

pulido de la lengua electrénica.



Muestra Experimento con pulido Experimento sin pulido

pl p2 (x10"% | NR pl p2(x10™® | NR
Bisulfito 0.991 3.13 0.678 | 0.953 2.30 1.538
Ac. 0.761 -7.89 3.105 | 0.687 2.87 3.375
Ascérbico
Histamina | 0.801 2.28 2.907 | 0.773 -0.87 3.049

Los buenos resultados obtenidos en la prediccién del bisulfito para el set de
calibracién se pueden atribuir a una selectividad superior de los electrodos sobre
este elemento. Para verificar este hecho, se realiza un estudio de la actividad redox
de los tres compuestos mediante voltametria ciclica. El experimento fue llevado a
cabo en un potenciostato AUTOLAB PGSTAT110, sobre una disolucién acuosa de
cada compuesto, tamponada al pH aproximado del vino Bereich Nierstein (3.5) y
utilizando KNO; como sal de fondo. El rango de potenciales del barrido
comprendia entre -0.8 hasta 0.8 V, con un potencial inicial de 0 V y una velocidad
de barrido de 0.1 V/s. El sistema electrédico incluia los propios electrodos de
trabajo de la lengua electrénica, el cuerpo cilindrico como electrodo auxiliar y un
electrodo Ag/AgCl como electrodo de referencia. Las curvas I vs E obtenidas de
este barrido para el electrodo de oro se representan en la Figura 35. Precisamente
al observar el voltagrama de cada elemento se pueden detectar ciertas diferencias
en la actividad redox de cada uno. La curva del bisulfito experimenta una amplia
onda que comienza a partir de aproximadamente 0.5 V que se puede atribuir a la
oxidacion de bisulfito a sulfato (ver Figura 36), asi como un pico de reduccién
correspondiente al proceso contrario a aproximadamente -0.7 V. El dcido ascérbico
experimenta una oxidacién a potenciales cercanos a la onda de oxidacién del
bisulfito, aunque con una menor intensidad. De acuerdo a esta superposicion de la
seflal, seria dificil para los electrodos distinguir cual de los procesos ocurre a este
rango de potenciales, aunque su selectividad podria decantarse hacia la oxidacién
del bisulfito dada la mayor intensidad que experimenta este proceso. En el proceso

de reduccién no existe ningin tipo de interferencias por lo que la selectividad de



los electrodos sobre el bisulfito serd definitivamente mayor. La histamina no
experimenta actividad redox en todo el rango de potencial aplicado, aunque la
“moderada” exactitud con que se predicen sus niveles se puede atribuir a la
facilidad de formacion de complejos con metales como el cinc y el hierro, los
cuales con frecuencia aparecen en la composicién de los vinos [141]. Aunque el
valor de potencial de los pulsos aplicados no es lo suficientemente alto como para
inducir una posible reaccién redox de los complejos que se pueden formar entre
estos metales y la histamina, estos se pueden localizar o moverse por el seno de la
disolucién cercanos a la superficie activa, con lo cual se podria modificar la
respuesta del electrodo en términos de cambio de la corriente de difusién o de
formaciéon de la doble capa eléctrica. Olsson y colaboradores demostraron en
estudios anteriores la capacidad predictiva de una lengua electrénica voltamétrica
sobre surfactantes con actividad redox nula, siguiendo dnicamente un patrén de
reconocimiento basado en la modificaciéon de la corriente de difusién de los

electrodos [32].
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Figura 35. Voltagramas ciclicos de los compuestos estudiados sobre el electrodo de

oro.
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Figura 36. Reaccion de oxidacion del bisulfito (a) y del acido ascérbico (b) sobre el

electrodo de oro.

La carga (loading) de la sefal de cada electrodo sobre la prediccién de los
elementos se puede analizar mediante validaciéon cruzada de los valores de
corriente obtenidos para cada uno de los electrodos. En la Figura 37 se analiza esta
carga de cada electrodo en términos de andlisis de los errores de los minimos
cuadrados tanto en la propia validacién cruzada (RMSECV) como en la calibracién
(RMSEC). Para esta validacién cruzada, la matriz X de 6600 columnas se
subdivide en cuatro matrices referentes a los cuatro electrodos, con un total de
columnas de 1650 cada una en dependencia de la cantidad de datos de corriente
obtenidos por cada electrodo. Toda la informacién contenida en las 1650 variables
es reducida a 10 variables en la validacion cruzada. Asi, la mejor validacién la
ofrece el electrodo de oro, con los valores mds pequefos tanto de RMSECV como
de RMSEC (para las variables latentes 5 y 6 en las cuales se localiza
aproximadamente el minimo de error) y ademds muy cercanos entre si. El acero
inoxidable presenta una validacién similar, aunque con unos errores ligeramente
superiores. La peor validacién la ofrecen los electrodos de platino y rodio,

especificamente este tltimo con valores de RMSECV y RMSEC alejados entre si.



A partir de esta informacion, se analiza entonces la predicciéon de bisulfito para
cada electrodo asi como algunas combinaciones, para identificar asi las mejores
condiciones experimentales. En la Tabla 12 se muestra un resumen de los
pardmetros de ajuste de los datos experimentales de prediccion segtin el electrodo o
la combinacién de estos. Todos los pardmetros resultantes del ajuste para cada
electrodo son comparados con los valores obtenidos previamente con todo el
conjunto de electrodos (p1=0.991, NR=0.678). Asi, aunque los resultados de la
validacién cruzada arrojaron los menores errores para los datos obtenidos con el
electrodo de oro, la prediccion teniendo en cuenta tinicamente estos datos no es ni
mds exacta ni mas precisa que la obtenida para todo el conjunto. La prediccién
menos exacta obtenida tanto con el platino como con el rodio concuerda con los
resultados de la validacion, donde se detectaron los mayores errores. En la
combinacién de electrodos, los resultados obtenidos siempre y cuando se
eliminaran los datos de corriente del platino y rodio (los dos, o al menos uno de
ellos) fueron ligeramente superiores en cuanto a exactitud y precisién, aunque la
diferencia es poco considerable, lo cual indica que el tratamiento multivariado no
es un proceso simple en el cual se puede discriminar algiin pardmetro por sus
aportes individuales. La mejor combinacién de electrodos, y por ende, la mejor
prediccidn de bisulfito en cuanto a precision y exactitud se logré eliminando los

datos obtenidos con el electrodo de platino.
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Figura 37. Validacion cruzada de los datos experimentales obtenidos para cada uno de

los electrodos.

Tabla 12. Parametros de ajuste de los modelos de prediccion de bisulfito creados con

los datos de cada electrodo asi como combinaciones de estos.

Conjunto Au Acero Pt Rh Au+ Au+ Au+
electrodos Acero | Acero+ | Acero+
Pt Rh
pl 0.9910 0.986 | 0985 | 0.973 0.975 0.991 0.991 0.992
NR 0.678 0.846 | 0.856 1.171 1.130 0.667 0.671 0.644

1.2.32 Proceso de Validacion



Con el objetivo de validar los modelos de prediccién creados a partir de la
calibracion del sistema, se realizan mediciones voltamétricas sobre un set de
muestras que incluye, ademds de nuevos patrones preparados con la matriz de vino
blanco Bereich Nierstein, otras matrices de distintos tipos de vinos, como vinos
tinto, rosado e incluso zumos de manzana (Ver Tabla 8). La utilizacién de distintas
matrices tiene como objetivo estudiar las capacidades predictivas de la metodologia
de andlisis propuesta sobre diferentes muestras asi como analizar el posible efecto

de la matriz sobre tales predicciones.

Las mediciones voltamétricas se llevaron a cabo siguiendo el mismo
procedimiento realizado previamente en la calibracidn, aunque a raiz del resultado
obtenido en el cual se verifico la factibilidad del proceso de limpieza de la
superficie electrddica, este proceso de validacion fue realizado con pulido de la
superficie. Un aspecto que se debe tener en cuenta es que las medidas para la
validacion fueron realizadas un mes después de haberse realizado el entrenamiento
del sistema. Durante el periodo transcurrido entre los dos procesos, la lengua
electrénica fue guardada en un simple armario, sin realizdrsele ningtn tipo de

procedimiento de lavado especial ni mantenimiento previo.

Una vez realizadas las medidas sobre las 20 muestras, se prepararon las matrices de
datos X y Y y se crearon los modelos de prediccidon de cada elemento adicionado
siguiendo el mismo procedimiento anterior (y segun el andlisis individual de la
carga de cada electrodo, se utilizaron los datos de la combinacién Au+Acero+Rh).
El comportamiento obtenido en el patrén de reconocimiento es el mismo, con una
mayor selectividad de los electrodos hacia la especie bisulfito en comparacién con
el 4cido ascorbico y la histamina, esto en términos de mayor exactitud y precisién

en la prediccién de las concentraciones.

No obstante, la prediccién de bisulfito muestra algunas diferencias entre el set de
calibracién y el de validacién. En la Figura 38 se representa el grafico de valores
de Y predichos vs. medidos que incluye los datos de ambos modelos (calibracién y

prediccidn). Aqui se observa una clara disminucién de la exactitud y precisién de la



capacidad predictiva de la lengua sobre el set de validacion, expresada por una
disminucién de la pendiente de la recta de ajuste (0.909) y un aumento
considerable de residuales normalizados (1.984) en comparacién a los pardmetros
de ajuste de los datos experimentales de calibracién. Este resultado, si bien no es
un resultado deseado, es esperado fundamentalmente por dos motivos, el set de
validacién incluye matrices de vino muy distintas a la matriz usada previamente en
la calibracion (efecto matriz), e incluso dos muestras de zumo de manzana, que son
muy diferentes en composicién y por tal motivo, la sefial electrédica bajo estas
diferencias puede generar un patrén de sefial un tanto modificado. El otro motivo
es el tiempo transcurrido entre la calibracién y la validacién, aunque teniendo en
cuenta la naturaleza poco reactiva de los electrodos usados, la disminucién de la
capacidad predictiva estard muchisimo mds influenciada por el “efecto matriz” que

por el “efecto tiempo”.

El efecto matriz se puede analizar mediante ploteo de los datos experimentales de
las muestras de vino blanco y las muestra de distinta matriz por separado. Asi, se
crean entonces dos matrices X distintas, una de ellas formada por los datos de
corriente de las mediciones realizadas sobre las muestras de vino blanco (Antonio
Barbadillo y Bereich Nierstein); y otra matriz formada por las muestras de vino
tinto, rosado y los dos zumos de manzana. Los resultados de la prediccién de
bisulfito segtn estas dos matrices de datos de corriente se muestran en el gréfico
PLS de la Figura 39. Aqui el efecto matriz queda totalmente verificado, pues para
el caso de las muestras de vino blanco, las capacidades predictivas arrojan una
exactitud considerablemente buena, expresada en términos de valor de la pendiente
de ajuste lineal (0.973), en comparacién con el 0.904 obtenido para las muestras de
distinta matriz. Aunque este valor de pl obtenido para los vinos blancos es
ligeramente inferior al extraordinario 0.991 obtenido en la calibracién, se puede
considerar muy bueno, y ademads, de cierta forma incluso aqui se puede manifestar
un ligero efecto matriz pues la disminucién en la exactitud puede deberse a que de
las dos muestras analizadas, una de ellas (aunque similar), puede presentar algunas

caracteristicas o algunas propiedades quimicas que la diferencien de la matriz de



entrenamiento. En esta figura también se puede visualizar y comprobar las
capacidades predictivas y de diferenciacion del dispositivo utilizado sobre cinco
niveles de bisulfitos analizados en las muestras de vino Bereich Nierstein (niveles
de fondo, y de adicién del 0.5, doble, triple y cuddruple del nivel de fondo). Un
aspecto a destacar también sobre la prediccidn de bisulfito sobre estas matrices de
vino blanco es que se alcanz6 una precision ligeramente mayor (NR=0.608) que la
obtenida para la calibracion (NR=0.678), lo cual no es descabellado pues no
siempre un resultado mds exacto tiene que ser mdas preciso, y viceversa. La
prediccién de bisulfitos sobre las matrices de vino tinto, rosado y zumos de
manzana, si bien no puede considerarse muy exacta, el resultado que arroja es
bueno teniendo en cuenta las diferencias entre las muestras analizadas y la matriz

del calibrado.
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En este resultado se pone de manifiesto la capacidad predictiva de la lengua
electrénica utilizada para las determinaciones de bisulfito en muestras de vino,
incluso sobre matrices un tanto distintas, y ademds es de destacar la no necesidad
de realizar procesos especiales de lavado, mantenimiento o almacenamiento del
dispositivo. Este tltimo aspecto, unido a los bajos costes de disefio, y a la exactitud
obtenida en la prediccidn, le confiere al dispositivo electrénico unas importantes
ventajas sobre los procedimientos analiticos tradicionales de determinacién de

bisulfitos en muestras de vinos.

I.3 LENGUA ELECTRONICA “HIBRIDA” COMPUESTA POR
SENSORES VOLTAMETRICOS E IMPEDOMETRICOS PARA LA



DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SALES EN CARNE
PICADA

1.3.1 Introduccion

La conservacion de la carne ha sido una constante e importante preocupacion para
el hombre desde el comienzo de su existencia. La conservacién de los productos
carnicos puede realizarse mediante la combinacién de varios métodos tanto de tipo
fisico como de tipo quimico, siendo una de las combinaciones mas frecuentes en la
industria cdrnica espafiola el salado-curado-secado, que da lugar, entre otros

productos, al jamén y el lomo curados.

El término "curado" se utiliza mucho en varias industrias siempre en relacién con
un cambio deseable, por ejemplo en la preparacion de cuero, fabricacion de acero,
endurecimiento de morteros y también en la conservacién de alimentos. En la
industria de los alimentos, la denominacién de curado se relaciona unicamente con
ciertos productos carnicos y de pescado y con los quesos. Hasta en estos alimentos
la palabra "curado" puede tener distintas connotaciones: a la carne se le adicionan
siempre sal y nitrito o nitrato; al pescado, también se le afiade siempre sal, mientras
que el nitrato se le adiciona en muy raras ocasiones y en el queso, que siempre
contiene sal y casi nunca nitrato, el término curado se aplica a la produccién de
cambios proteoliticos y lipoliticos deseables. De hecho el significado de "curado",
incluso en la industria de los alimentos depende de la costumbre; por ejemplo,
tanto la manteca como ciertas hortalizas adobadas necesitan sal como parte de su

sistema conservador, pero nunca se les denomina productos curados.

En sus comienzos el curado se desarrolld para conservar algunos alimentos
mediante la adicién de cloruro sédico. Se vio que el nitrato sédico (una impureza
de la sal) era responsable de la aparicion del pigmento rosa rojizo de la carne, el
llamado color de carne curada. Mds tarde se comprobé que el compuesto

responsable de la aparicion del color era el nitrito y no el nitrato que se originaba



por reduccién bacteriana del anterior. En la actualidad se consideran sales de

curado al cloruro sddico y al nitrito o nitrato de sodio o de potasio [142].

Aunque el curado constituia originalmente un mecanismo de conservacién por
salado, se desarrollaron simultdneamente con él muchos otros procesos como
fermentacién, ahumado, desecacién y aplicacién de calor. En los ultimos cincuenta
afos se idearon una serie de productos curados que sélo son estables en
condiciones de refrigeracién. De hecho la mayoria de los productos cdrnicos
curados se deben mantener en refrigeracién para que conserven su inocuidad y
salubridad y durante las dltimas décadas hasta el envasado de muchos tipos de
productos curados ha sido un factor importante para prolongar el tiempo durante en

el cual el producto mantiene su salubridad.

Ademads de las sales de curado y de los procesos con ellas relacionados, en muchos
productos cérnicos curados se emplean aditivos conocidos como adyuvantes. En
ellos se incluyen ascorbatos, fosfatos, gluconato-lactona y azdcares [143]. Los
adyuvantes se emplean fundamentalmente para alcanzar o mantener ciertos
cambios deseables; los ascorbatos en relacion con el color y los demds con respecto
al pH, textura y en ciertos casos aroma. Los adyuvantes también pueden afectar a la

sanidad del producto.

Las sales de curado, los adyuvantes y los procesos con ellos relacionados,
modifican el alimento base; entre las modificaciones se incluyen el color, el aroma,
la textura y la sensibilidad al crecimiento microbiano; éste tltimo, dependiendo del

producto puede causar alteracidn u originar una toxiinfeccion alimentaria.

Actualmente en la mayoria de las carnes curadas se tiende a emplear solamente sal
y nitrito, si bien en ciertos productos se utilizan todavia el nitrato o las mezclas de

nitrato y nitrito [144].

La concentracién de cada uno de los agentes del curado depende de la naturaleza
de los alimentos y de la tecnologia empleada en cada pais; cuando se posee

refrigeracién suficiente los productos cdrnicos més corrientes son los ligeramente



salados que necesitan mantenerse en refrigeracion. Por el contrario, en climas
calidos y en donde no se dispone de suficiente refrigeracién los productos mds
corrientes son los fermentados e intensamente salados (autoestables). En
consecuencia los productos curados reflejan las economias y climas nacionales,
constituyendo parte de las culturas nacionales y hasta regionales. De aqui que haya
amplias diferencias entre los embutidos curados preparados en paises distintos.

Una afirmacién similar puede hacerse para el pescado y quesos curados.

Los principales agentes del curado y adyuvantes que afectan a los aromas son la
sal, el azdcar, el humo y el nitrito. El azicar se utiliza en bastante cantidad en
ciertos tipos de jamones pero su contribucién al aroma en otros productos es

todavia objeto de controversia.

Cuando se incorpora nitrito a un alimento cérnico se suceden una serie compleja de
reacciones cuya naturaleza depende de las caracteristicas fisicoquimicas del
sistema. Se desconocen muchas de las reacciones. El nitrito adicionado a la carne
se convierte en una mezcla en equilibrio de NO;', NO," y NO, dependiendo del pH
y del Eh. El nitrito desaparece como resultado de sus reacciones quimicas con los
componentes de la carne o de la actividad metabdlica de los microorganismos.
Parte del nitrito se convierte en nitrato mediante diversas reacciones quimicas
especialmente en presencia de ascorbato y en curaciones prolongadas, con tal que
exista oxigeno o algin otro aceptor adecuado de hidrégeno. La velocidad a que
desaparece el nitrito de los productos carnicos tratados por el calor depende del pH
y de la temperatura; a medida que desciende el pH y sube la temperatura se acelera
la velocidad a que desaparece. El nitrito reacciona con los componentes de la
carne, especialmente de la de cerdo, modificando su aroma y este aroma
modificado se acepta mds que el de la carne de cerdo curada exclusivamente con
sal. La concentracién 6ptima oscila entre 15 y 150 ppm de nitrito, dependiendo del
producto. Se desconoce el fundamento quimico del aroma del curado a pesar de las
numerosas investigaciones realizadas, pero se ha sostenido la hipétesis de que parte
del aroma a curado se debe a la ausencia de productos de la degradacién oxidativa

de los lipidos insaturados, por ejemplo hexanal y aldehido valérico. La sal y el



hierro aceleran la oxidacién y ésta es mds rdpida en la carne de cerdo que en la de
bovino ya que posee mds lipidos insaturados que la ultima. Las especias y el
ahumado pueden mejorar la aceptacion organoléptica de los productos elaborados

sin nitrito.

La adicién de nitrito a la carne transforma los pigmentos cdrnicos, en especial la
mioglobina y en menor extensién la hemoglobina, en un pigmento rojo, insoluble
en agua, la 6xido nitrico mioglobina. El calentamiento transforma este pigmento en
otro rosa, el nitrosil-hemocromo que se estabiliza con los ascorbatos. Los
pigmentos de carne curada pueden originarse por reacciones quimicas, bioquimicas
o enzimaticas, dependiendo de que se caliente la mezcla carne-nitrito y del tiempo
transcurrido entre la adicidn de nitrito y el calentamiento. La reaccién del curado la
aceleran el pH bajo, las condiciones reductoras, y las temperaturas altas; en
condiciones Optimas la adicién de 15 ppm de nitrito sédico produce el méaximo
color en los productos picados y emulsionados y unas 50 ppm dan el mdximo color
al jamoén. Estas concentraciones de nitrito tienen escaso o ningtin efecto
antibacteriano; las bacterias no ejercen otro papel fundamental en la produccién del
color salvo reducir el nitrato a nitrito y en ciertos productos bajar el Eh y el pH. El
Eh desciende también bajo la accién del calentamiento y del ascorbato y el pH bajo

el efecto de la gluconato-lactona y del pirofosfato 4cido de sodio [145].

A las concentraciones y las condiciones corrientemente utilizadas los agentes del
curado no causan una destruccién microbiana rapida; mds bien retrasan o previenen
el desarrollo de los microorganismos perjudiciales de los productos sin tratar por el
calor y el de los termotolerantes no esporulados de los productos pasteurizados y
evitan el desarrollo de las esporas que sobreviven al tratamiento térmico m4s
dristico aplicado a ciertos productos curados. Desde el punto de vista de
conservacion y seguridad, el nitrito, a las concentraciones corrientemente utilizadas
comercialmente, debe considerarse como bacteriostitico o como precursor de un
compuesto mds estable, el factor de tipo Perigo (PTF), que es inhibidor de los
clostridios en las carnes enlatadas estables. El factor de tipo Perigo (PTF) es el

nombre que se aplica al producto antimicrobiano formado al calentar el nitrito con



la carne. Durante el tratamiento térmico aplicado a las carnes enlatadas se forma

PTF, que ejerce una actividad antibacteriana minima en la carne

Dentro de la Unién Europea, Espafia ocupa el segundo lugar como productor de
carne después de Alemania con un 65% destinado a la produccién de productos
curados [146]. Uno de los productos mds importantes sometidos a este proceso de
deshidratacion es sin duda el jamén curado. Su elaboracion lleva a cabo en cuatro
etapas bdsicas: salado, post-salado, secado y maduracién. Durante el salado
comienza la deshidratacién del producto por la accién de la adicién de cloruro de
sodio y sales nitrificantes (nitritos y nitratos) con la finalidad de proporcionar color

rojo al producto e inhibir el crecimiento microbiano [143].

Durante el periodo de post- salado que se efectia entre 75-90 dias mds, se logra
una deshidratacién parcial por la exudacién del agua y por lo tanto depresién de su
actividad. Finalmente, en los procesos de secado y la maduracién, con el aumento
de la temperatura la actividad de agua continda disminuyendo y debido a la
protedlisis y lipdlisis se producen compuestos que aportan el sabor-olor tipico del

jamon asi como la textura y el color [147].

La capacidad que tiene la carne fresca para retener agua es una de las
caracteristicas mas importante de los productos crudos. Los efectos bdsicos de la
sal en las miofibrillas de la carne contindan investigdndose. Comtinmente en todos
los métodos de curado la sal debe difundir a través de la matriz y esta difusién
dependerd del coeficiente difusional local. El efecto del cloruro sédico en el tejido
de la carne depende de los niveles de concentracién de la sal [148]. La cantidad de
agua ligada para las proteinas es otro factor que incrementa con el aumento de la
concentracién de sal. Se encontré que a concentraciones entre 45-60g/1 sucede la
mayor dilatacién del tejido [149], esto significa que el aumento del agua libre
puede ser atribuido a la expansién lateral de las miofibrillas junto con la
solubilizacién de la proteina. Estas concentraciones alteran irreversiblemente la
estructura celular afectando el agua ligada por las proteinas debido a sus efectos en

interacciones electrostaticas. No obstante, cuando las concentraciones estan entre



100-200g/1 sucede lo contrario, el volumen de la fibra disminuye, el tejido pierde
agua y las proteinas precipitan causando la destruccién de la matriz. El agua libre
disminuye la sal y por tanto esta comienza a salir con concentraciones de sales
minerales solubles, albumina, globulina disuelta en el sarcoplasma y pigmentos de

mioglobina [150].

El uso de aditivos aumenta el tiempo de almacenaje, pero en ocasiones los agentes
curantes son adicionados de forma irracional en grandes cantidades para mejorar
las caracteristicas organolépticas o aumentar el tiempo de frescura del producto. El
uso de aditivos se permite solamente en mezclas con el cloruro sédico, las cuales
no deben exceder el 0.6 % en peso de producto. Los nitratos de manera aislada solo
pueden ser adicionado directamente a carne molida y no deben exceder el 0.5% en
peso (100ppm). En la década de los afios cincuenta, la asociaciéon reguladora
carnica Fleischverordnung limité la cantidad residual adicionada a 100 mg nitrito
sodico/kg en productos cdrnicos listos para consumir. En el caso especifico del
jamon crudo, la regulacién limita hasta 150 mg de NaNO, por kg en adiciones de
este agente. Los nitratos fueron limitados en productos no precalentados de 100-
600 mg/kg de producto. Esta regulacion fue seguida por el Parlamento Europeo y
el Consejo Directivo al emitir la regulacién 95/2/EC [151], en la cual se limita la
adicién de agentes de curado a 150 mg de nitrito por kg en productos carnicos, asi

como 300 mg/kg para el caso de los nitratos.

La determinaciéon de pardmetros fisicos o quimicos que representan indices de
calidad y que ademds cuentan con regulaciones o restricciones de adicioén en casi
todos los alimentos, y mds especificamente el caso que nos toca, los productos
cérnicos, constituye una necesidad en nuestros dias, en los que se viene
fomentando unas normas de alimentacién adecuadas al modo de vida moderno.
Asi, el desarrollo de nuevos métodos basados en sensores de materiales no muy
costosos, y que al mismo tiempo ofrezcan una respuesta rdpida y fiable, se viene
convirtiendo en uno de los principales retos de la comunidad cientifica para encarar
los andlisis de calidades de productos alimenticios, aunque en el caso de los

productos cdrnicos surge un reto adicional, y es su matriz s6lida. Hay que tener en



cuenta que hasta el momento, la mayoria de los sensores simples (ISE’s), asi como
los nuevos sistemas electrénicos formados por “arrays” de sensores han sido
concebidos para andlisis en matrices gaseosas (Narices electrénicas) y matrices

liquidas (Lenguas electrénicas).

En este trabajo se acepté el reto de diseflar una lengua electrénica para
determinaciones en una matriz s6lida. Aprovechando las prestaciones de las
técnicas voltamétricas de andlisis tales como su alta selectividad y bajos limites de
deteccion, asi como la simpleza y rapidez de las medidas impedométricas, se crea
entonces una lengua electrénica “hibrida” compuesta por sensores voltamétricos
ademads de un sensor impedométrico para la determinacién del contenido de sales
adicionadas en muestras de carne picada. Como ya se menciond anteriormente, la
carne y en general los productos cdrnicos elaborados tienen la propiedad de retener
agua, incluso después de haberse sometido a varios procesos de produccion. Esta
agua “interna” que se mueve a través de las microfibrillas de la carne, es la
responsable de que la sal adicionada se disuelva dentro de toda la masa cérnica.
Pues es en si esta propiedad la que se aprovecha para realizar las mediciones en
una matriz aparentemente sélida, pero en la cual, los electrodos que conforman el
dispositivo electrénico estardn en contacto con una disolucién interna. Teniendo en
cuenta que este trabajo constituye uno de los primeros pasos en la aplicacién de
lenguas electrénicas para determinaciones cuantitativas en carnes, es por este
motivo que se escogié una matriz de carne picada, para garantizar una masa no tan
compacta de producto y asegurar el contacto con los electrodos. Logicamente este
estudio estard encaminado a disefiar un dispositivo capaz de medir las
concentraciones de sales en productos cdrnicos ya elaborados como embutidos y
jamoén, pero los andlisis en carne picada constituirdn los pasos preliminares para

lograr el disefio de tal dispositivo.

1.3.11 Algunos trabajos anteriores sobre aplicaciones de dispositivos

artificiales sobre muestras carnicas



Hasta el dia de hoy, hay muy pocos trabajos publicados en los que se disefien o
apliquen “sentidos artificiales” para caracterizar muestras cdrnicas, debido
fundamentalmente a la dificultad que genera la naturaleza sélida de las matrices

carnicas para la deteccidn de especies quimicas de interés.

En este sentido, se ha explotado el hecho de que las carnes durante su deterioro o
incluso estando frescas, emiten ciertos aromas caracteristicos que estd
estrechamente relacionado a algunos compuestos volétiles que se liberan de las
muestras. A raiz de esta generacion de compuestos volatiles, se pensd entonces en
la utilizacién de narices electrénicas compuestas légicamente por sensores para
gases en la caracterizacién de muestras de carnes, siguiendo como patrones de
reconocimiento las sefiales generadas por los sensores de gas en contacto con los

compuestos que se emiten desde las muestras.

Para el sentido del olfato humano, un pescado, ya sea fresco o deteriorado, emite
una sensacidon aromdatica muchisimo mds fuerte que por ejemplo, algin trozo de
carne de cerdo o ternera. Esto ocurre ldgicamente dado que cuando nos
encontramos cerca de algin pescado o trozo de pescado, nos son muchos mas
perceptibles los compuestos voldtiles que se generan de el. Este hecho ha sido
tenido en cuenta por los grupos de investigaciéon que se dedican al disefio de
sentidos artificiales, los cuales se han enfocado en el disefio de narices electronicas
aplicadas sobre muestras de pescado, y que tienen como objetivo fundamental el
estudio o el seguimiento de la frescura o los procesos de deterioro de este tipo de
alimento. Algunos ejemplos de narices electronicas disefiadas para realizar

experimentos en pescados se presentan a continuacion.

Investigadores de la Universidad “Tor Vergata” de Roma disefaron una nariz
electrénica compuesta de ocho sensores de capa gruesa cubiertos de films
organicos de compuestos metaloporfirinicos y poliméricos para realizar andlisis
discriminativos en un grupo de muestras de alimentos que incluian bacalao, carne
de ternera y pulpa de tomate [152]. Posteriormente, este mismo dispositivo con

algunas ligeras modificaciones fue utilizado para realizar los andlisis de olor en



muestras de sardinas. Los resultados del andlisis sensorial de los compuestos
volatiles desprendidos de las sardinas se trataron simultineamente con pruebas
preliminares de andlisis de color, textura y algunos otros parametros fisicos, lo cual
permitié la evaluacion de la frescura de cuatro especies distintas de sardinas a
tiempo real [153]. Otro ejemplo de nariz electrénica disefiado para andlisis en
muestras también de sardinas fue presentado por investigadores de la Universidad
“Rovira i Virgili” de Tarragona junto a investigadores de la Universidad “Moulay
Ismail” de Marruecos. El dispositivo disefiado se componia de seis sensores de gas
comerciales del tipo Sensor de Gas Tagushi (TGS), sensibles cada uno a un
compuesto volatil especifico, y se aplic6 para evaluar la frescura de sardinas

marroquies almacenadas en frio [154].

Un dltimo ejemplo que ademds demuestra los esfuerzos por lograr dispositivos
capaces de caracterizar la calidad del pescado de forma rigurosa lo constituye la
“Nariz para pescado” (FishNose), que fue disefiada mediante la colaboracién de
varias instituciones involucradas en el campo del disefio de sensores: Instituto de
Investigaciones Alimenticias de Noruega, Empresa Alpha Mos (Disefio de sensores
y EN/ET) de Toulouse, Francia, y el Instituto de Investigaciones Pesqueras de
Islandia. Una unidad de muestreo de gas fue adaptada a una nariz electrénica
comercial modelo GEMINI, de Alpha Mos, para realizar los andlisis de calidad del
salmén atldntico ahumado mediante caracterizaciéon de los compuestos volétiles
que se generan en la cdmara de muestreo. Los resultados que se obtuvieron de las
pruebas preliminares fueron verificados con técnicas tradicionales de andlisis
quimico y microbiolégico. Aplicaciones posteriores in-situ en plantas de
produccién de salmén ahumado arrojaron resultados cercanos al 95 y 93 % para

rangos de clasificacién en cuanto a bueno y mal estado respectivamente [155].

Respecto a la aplicacién de narices electrénicas sobre muestras de carne distintas al
pescado, se ha publicado muy poco, aunque investigadores del Laboratorio de
sensores del CSIC de Madrid disefiaron un “array” compuesto por 15 sensores
semiconductores a modo de nariz electrénica para clasificar jamones ibéricos. Los

sensores fueron construidos mediante “sputtering” de o6xido de estafio sobre



sustrato de aliimina, y algunos de estos fueron dopados con particulas metélicas de
cromo e indio para lograr mayores capacidades conductoras. La evaluacion de las
muestras se realizaba en cdmaras especificas para ello, que posteriormente eran
“lavadas” con mezclas gaseosas de oxigeno-argén. Los experimentos permitieron
clasificar los jamones segin el método de alimentacién del cerdo utilizado en la
produccién, ya sea pienso o bellota/pasto. Las sefiales de los sensores eran mads
intensas en los jamones de cerdos alimentados con bellota/pasto dado el mayor
contenido de compuestos voldtiles como aldehidos, hidrocarburos alifaticos y

aromadticos, alcoholes, etc., en este tipo de alimento porcino [156].

Muy pocos también son los trabajos presentados sobre el disefio de lenguas
electrénicas para carnes. Legin, Rutdniskaya y demds investigadores de la
Universidad de San Petersburgo, en un andlisis general sobre las prestaciones de
una lengua electrénica formada por sensores potenciométricos, demostraron las
capacidades recognocitivas del dispositivo sobre distintos tipos de pescados de
agua de mar y de agua dulce. No obstante, este experimento no fue llevado a cabo
directamente sobre la masa sélida o semisélida de las muestras. Para ello, los
investigadores realizaron una trituraciéon de la carne y posteriormente la masa
triturada fue depositada en agua durante un tiempo determinado para extraer todos
los posibles compuestos solubles. La lengua electrénica fue aplicada
definitivamente sobre una muestra liquida, aunque mostré patrones de
reconocimiento en dependencia de la composicién del “jugo de pescado”, con lo

cual se logré el reconocimiento de las distintas especies de pescados [57].

Nuestro grupo de investigacion también ha sido tentado al disefio de sentidos
artificiales para su aplicacion en carnes. En un primer intento se realizaron algunos
experimentos que incluian medidas potenciométricas con electrodos metdlicos
introducidos directamente en la carne de doradas adquiridas en comercios locales.
La curva de potencial de cada electrodo se podia correlacionar con el deterioro del
pescado, obteniéndose un comportamiento estable en los primeros dias de
exposicién, y una brusca caida o subida de potencial (en dependencia del

electrodo) a partir del dia especifico de comienzo de deterioro. El potencial de



electrodo 16gicamente era medido contra un electrodo de referencia de Ag/AgCl, lo
cual al principio se presenté como principal dificultad de cémo lograr contacto
entre la referencia y la muestra. Este problema se solvent creando un puente
salino con una aguja hueca en uno de los extremos del puente, la cual se introducia
en la carne de la dorada. En el otro extremo del puente de encontraba un cilindro de
vidrio en el cual se encapsulaba el electrodo de referencia de Ag/AgCl, logrando un
buen contacto salino de esta forma. Las curvas de potencial obtenidas presentaban
una baja sefial de ruido. Siguiendo un principio experimental similar,
investigadores de nuestro grupo junto a investigadores del Departamento de
Tecnologia de los Alimentos de esta universidad publicaron el estudio de la
frescura de doradas, correlacionando las sefiales potenciométricas obtenidas de
sensores de oro y plata con andlisis fisicoquimicos, bioquimicos y microbioldgicos.
Los resultados mostraron una fuerte correlacién entre el potencial de los electrodos
usados y el indice K1 (en alimentacion, este factor se relaciona con la degradacién
de los nucleétidos), y por tanto dicha correlacién confiere al comportamiento del

potencial un papel como indicador de deterioro o frescura de las muestras [94].

El objetivo de disefiar una nueva lengua electrénica compuesta por sensores
voltamétricos e impedométricos radica, en primer lugar, en aprovechar la forma de
los sensores para sus posteriores aplicaciones sobre muestras sélidas o semisdlidas
(analicemos la carne picada como una muestra semisélida). Esto es, una lengua
electrénica voltamétrica, compuesta por tres electrodos metélicos encapsulados en
un cilindro de acero: la forma de la lengua confiere cierta facilidad a ser
introducida en el recipiente que contiene la carne picada, y ademads, el hecho de que
no sea necesario usar un electrodo de referencia ni auxiliar debido a que el propio
cilindro de acero, dada su forma y tamafio, se utiliza como seudoreferencia
/auxiliar, ofrece una gran ventaja. En cuanto al sensor para medidas de impedancia,
su forma (aguja hueca) permite el facil contacto con la muestra. En este sentido,
existen trabajos recientes en los que se ha presentado la idoneidad de las medidas
impedométricas para andlisis del contenido acuoso, salino, lipidico, etc., de

muestras de carnes [157, 158].



1.3.12 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (Electrochemical Impedance
Spectroscopy o EIS) es una técnica muy interesante para estudiar procesos
electroquimicos. Frente a otras técnicas ofrece la ventaja de que no es destructiva y
puede ser usada para investigar procesos tanto en disolucién como en la interfase,
con constantes de tiempo del orden de minutos hasta microsegundos. Los métodos
de impedancia se basan en la perturbacion del electrodo con una sefial externa de
pequefia magnitud permitiendo realizar medidas en el equilibrio o en el estado
estacionario. La perturbaciéon puede aplicarse tanto sobre la velocidad de
conveccion del electrodo, intensidad de la luz o potencial aplicado sobre el

electrodo.

La impedancia se define de manera andloga a la resistencia en el caso de un

circuito de corriente continua como:

A
Z=—
"rr

y a partir de esta definicion, se observa que la impedancia tiene una magnitud

Zy= Vo ," 1,y una fase @, y en notacidon compleja tiene la forma siguiente:

Z=2Zp(cosd +j.send) =27 +j.Z

donde j =+/—1 y Z y Z son las partes real e imaginaria de la impedancia

respectivamente.

Los valores de impedancia obtenidos experimentalmente se suelen representar
mediante los diagramas de Nyquist o Bode, utilizando su carécter vectorial. En los
diagramas de Nyquist se representa la parte imaginaria frente a la real. Los

diagramas de Nyquist son muy ttiles para obtener pardmetros de los espectros de



impedancia con arcos simples o midltiples en el plano complejo. Pero la
informacién que generan no es completa debido a que no se puede saber el valor de
la frecuencia a la que la impedancia fue medida, por lo que habria que etiquetar los
datos con los valores de frecuencia a los que se han obtenido. Por su parte el
diagrama de Bode suele representar el dngulo de fase y el logaritmo de magnitud
de la impedancia frente al logaritmo de la frecuencia, aunque a veces se representa
también el logaritmo de la parte real e imaginaria frente al logaritmo de la
frecuencia. En cualquier caso, en los diagramas de Bode si que se representa toda

la informacién obtenida en las medidas de impedancia.

El tratamiento de los datos obtenidos de mediciones impedométricas se puede
realizar de dos formas, bien obteniendo la ecuacidn de la funcidn de transferencia a
partir de la informacién de los procesos involucrados o bien mediante la obtencién
de un circuito equivalente que reproduzca el espectro de impedancia obtenido
durante el experimento. Estos circuitos estdn formados por elementos eléctricos
como resistencias, condensadores, et., que reproducen el comportamiento de los
procesos reales como resistencia del electrolito entre los electrodos referencia y
trabajo, la doble capa que se forma en la interface electrodo/disolucién, o la
transferencia de carga que ocurre durante un proceso farddico. Los valores de
impedancia de algunos elementos o combinaciones de estos se muestran en la
Tabla 13, mientras que el diagrama de Nyquist se representa en las Figuras 40 y

41.

Tabla 13. Ecuaciones para expresar la impedancia de algunos elementos de un

circuito o combinaciones de estos

Elemento Impedancia
Resistencia R
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Figura 40. Diagrama de Nyquist de distintos elementos y combinaciones de elementos

en circuitos equivalentes.

La Figura 41a muestra el diagrama de Nyquist para una celda electroquimica en la
cual se produce una reaccidn farddica no controlada por transferencia de materia.
Como se puede observar, el circuito equivalente consiste en una resistencia R,
correspondiente a la resistencia del electrolito en serie con la combinacién en
paralelo de un condensador Cg, correspondiente a la carga de la doble capa y una
resistencia R, que corresponde a la impedancia farddica en este caso. Cuando se
tiene en cuenta el proceso de difusion, el diagrama de Nyquist se torna mds
complejo (Figura 41b), apareciendo en la zona de bajas frecuencias una zona
practicamente lineal con una pendiente cercana a 45°. Para describir este efecto de
la difusién se afiade un nuevo elemento al circuito equivalente, que recibe el
nombre de Warburg infinito (ver expresion en la Tabla 11), que depende tanto de

las concentraciones o coeficientes de difusion de las especies oxidada y reducida,



como del nimero de electrones involucrados en la reaccién o el drea del electrodo.
Este elemento tiene como caracteristica que tanto la parte imaginaria como la real
tienen el mismo valor por lo que en un diagrama Nyquist es una linea recta con

pendiente igual a 45°.

Para la obtencién de la expresion de Warburg se asume que el proceso de difusién
es seminfinito, pero puede ocurrir que en realidad la capa de difusién tenga un
determinado espesor, por lo que en bibliografia también se podria encontrar el
valor de impedancia de un elemento Warburg finito, como se observa en la Tabla
11, donde también se recoge la impedancia para un elemento de fase constante que
suele ser el comportamiento real de los condensadores. En su expresion aparece un
exponente a que suele tener un valor inferior a 1 y que aunque varias teorias han
tratado de explicar su valor como una indicacién de comportamiento no ideal de la

doble capa, se recomienda tratarlo como una constante empirica sin base fisica.
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Figura 41. Diagrama de Nyquist y circuito equivalente de una celda electroquimica y

un proceso simple O + ne” — R: a) sin difusion, b) con difusion.



1.3.2 Experimental

Las capacidades predictivas de una lengua electrénica “hibrida” compuesta por tres
sensores voltamétricos y un sensor impedométrico se analizan sobre el contenido
de sales en muestras de carne picada. La eleccién de carne picada como matriz de
andlisis se realiz6 para garantizar una masa de carne no tan compacta, que permita
la penetracién de los sensores asi como un contacto adecuado con el agua interna
de las muestras. Se analizan las capacidades de respuesta sobre tres sales distintas
adicionadas a la carne, asi como tres niveles distintos de cada una de ellas (bajo,
medio y alto). Teniendo en cuenta que no se tiene constancia previa de trabajos de
este tipo que incluyan medidas voltamétricas e impedométricas simultidneas
aplicadas para el andlisis cuantitativo en muestras semisélidas, en las cuales
algunos aspectos podrian afectar seriamente las mediciones como son la propia
constitucién de la matriz, la no homogeneidad de la sal dentro de la muestra, la
contaminacion de los electrodos, etc., los experimentos son reproducidos también
en disolucién, a modo de verificar las capacidades del dispositivo en un medio no

tan complejo.

1.3.21 Preparacion de las muestras

Una muestra de carne de cerdo picada adquirida en el comercio fue utilizada como
matriz en la preparacion de las muestras. Se afiadieron tres sales cominmente
utilizadas en la elaboracién de productos cdrnicos a las muestras: NaCl, NaNO, y
NaNO;, en niveles bajo, medio y alto. Las sales fueron adicionadas y mezcladas
manualmente en la masa cdrnica intentando alcanzar el mayor grado de
homogeneidad posible. Una vez realizada la adicién de las sales, las muestras
fueron almacenadas en nevera a 5°C durante cuatro dias, para favorecer la

penetracion de las sales dentro de la masa.

Con el objetivo de ofrecer la mayor informacién, se desarrollé un disefio

experimental similar al utilizado en los anteriores estudios sobre vino y aguas



minerales. Mediante el uso del programa de disefio experimental MODDE 8.0
(Umetrics) se disefid un sistema de tres compuestos/tres niveles, que generd un
total de 18 muestras patrones. Los niveles de cada sal en cada muestra patrén se

presentan en la Tabla 14.

Asi mismo, se prepard otro set de caracteristicas similares en cuanto a adicién y

niveles de las sales, pero en una matriz acuosa.

Tabla 14. Composicion de las muestras patrones de carne picada segin

MODDE 8.0
Muestra NaNO, (ppm) NaNO; (ppm) NaCl (% en peso)
! 250 250 0
2 0 250 3
3 125 125 1,50
4 250 0 1,50
> 0 250 0
6 250 125 3
7 250 250 3
8 250 250 3
0 250 250 3
10 0 0 0
1 0 0 3
12 250 0 3
13 250 250 3
14 0 0 1,50
15 125 0 3
16 125 0 0
17 250 0 0
18 250 0 3




1.3.22 Lengua electrénica Voltamétrica. Mediciones por Voltametria de

Pulsos

La lengua electrénica disefiada para el anélisis del contenido salino en muestras de
carne picada estaba conformada por tres electrodos metélicos (oro, plata y platino;
99.9% de pureza, 1 mm de didmetro), encapsulados en un cilindro de acero
inoxidable, que actia como cuerpo de la lengua y electrodo de

seudoreferencia/contraelectrodo.

Las medidas voltamétricas fueron realizadas en un Potenciostato-Galvanostato
Autolab modelo PGSTAT100. Para realizar las medidas, un set de 10 pulsos de
potencial era aplicado sobre cada electrodo de trabajo. Tanto la generacién del
pulso como las medidas y almacenamiento de los datos de corriente obtenidos eran
controlados mediante el programa General Purpose Electrochemical System
(GPES Version 4.9), y en este sentido el método de medicién utilizado fue Multi
mode electrochemical detection, y dentro de este, la variante de Multiple pulse
amperometry. Los pulsos aplicados comprendian un rango entre -0.3 y 0.3 V, con
un tiempo de duracion del pulso de 50 ms y un tiempo de experimento de 30 s. El
set de pulsos fue previamente seleccionado mediante realizacién de barridos
ciclicos en las muestras para obtener potenciales caracteristicos. El método de
aplicacién de pulsos seleccionado permitiria obtener un total de 10 valores de
corriente resultante por cada electrodo, y con una repeticion de 60 veces,
correspondiente al doble del tiempo de experimento. Realizando tres mediciones
por cada muestra (repetitividad), el experimento generaria una matriz X de datos de
dimensiones 3240x30 (esto es 60 filas por cada muestra, 18 muestras medidas tres
veces cada una; y 10 columnas por cada electrodo, 3 electrodos de trabajo). En este
sentido se debe mencionar que en el momento de aplicaciéon de los pulsos, se

obtenian algunos valores en la respuesta de corriente con valores anémalos debido



a que ocurren procesos de fisisorcién o quimisorcién antes de alcanzar el estado
estacionario que pueden afectar la sefal del electrodo. Una vez alcanzado el estado
estacionario, la respuesta de corriente se estabiliza. Por ello, para eliminar el ruido
de la sefial electrddica, se eliminan los primeros 30 valores (filas) de cada muestra,

por lo que la matriz real X a analizar se componia de 1620 filas y 30 columnas.

Como en anteriores experimentos, las muestras fueron analizadas en orden
aleatorio para eliminar la dependencia con el tiempo que generan las medidas
electroquimicas. Ademds, teniendo en cuenta la idoneidad previamente verificada
de los procesos de limpieza de los electrodos mediante pulido de la superficie, en
este experimento se realiza tal accién siempre después de cada contacto con la
muestra y utilizando para ello un equipo eléctrico rotatorio en el que se ha acoplado
un material esmerilado. Justo antes de realizar el pulido, cuando la lengua se extrae
de la muestra de carne picada es lavada con abundante agua destilada y acetona,
para eliminar las grasas que se adhieren al dispositivo. Luego de pulida la
superficie, la lengua electrénica es lavada nuevamente con agua destilada y secada

antes de la exposicién en una nueva muestra.

Para el caso de las disoluciones salinas, el protocolo de medicién era exactamente
el mismo, aunque antes y después del pulido de la lengua electrénica, el dispositivo

era Unicamente enjuagado con agua destilada.

1.3.23 Medidas de impedancia. Sensor impedométrico

Las medidas de impedancia fueron llevadas a cabo por investigadores del
Departamento de Ingenieria Electrénica de la Universidad Politécnica de Valencia,
en el mismo equipo Autolab PGSTAT100, aunque para ello se acoplé un médulo
analizador de frecuencia Frecuency Response Analyser (FRA). El equipo permitié
la realizacidon de medidas de impedancia para un rango de frecuencias comprendido
entre los 0.01 y 1 MHz. La mixima amplitud pico-a-pico de la sefial generada

alcanz6 los 0.35 V con una resolucién superior a los 0.1 mV.



El electrodo usado como sensor impedométrico fue una aguja coaxial tipo TECA
N53135 (Oxford FEDELEC) y se seleccionaron 50 valores de frecuencia (entre
0.01 y 1 MHz) para las mediciones. Por cada valor de frecuencia, el equipo de
medicién registra un valor para la fase real (mdédulo) y otro referente a la fase
imaginaria (fase), con lo cual se obtiene un total de 100 valores de impedancia para
cada muestra. En cada muestra se realizaron tres mediciones para analizar la

reproducibilidad de estas.

1.3.24 Tratamiento de datos

Los datos de corriente registrados en las mediciones voltamétricas (tanto en las
mediciones sobre carne picada como en disolucién) son almacenados como
ficheros de texto, y posteriormente son importados al Matlab para la creacién de las
matrices X. Como se comentd anteriormente, el total de columnas (variables)
obtenidas en las mediciones de las muestras preparadas es 30, mientras que el total
de filas, que representa de forma directa la cantidad de muestras, fue de 3240, lo
cual representa un total de 54 muestras (18 patrones medidos tres veces cada uno),
medidas durante un tiempo de 30 s. De esta forma se creard la matriz X, de
dimensiones 54x30 (se disminuye el total de filas a 54 después reducir el ruido de
las mediciones eliminando los primeros 30 valores de cada muestra y
posteriormente promediar todos los valores obtenidos); y la matriz Y, de
dimensiones 54x3, que representa los niveles de cada compuesto en cada muestra
(esta matriz es equivalente a los datos representados en la Tabla 12). Creadas las
matrices X y Y, los datos son analizados mediante validacién cruzada, de lo cual
ademds se extraen la cantidad de variables latentes a ser usadas en los modelos de
prediccion. Con los datos autoescalados, se crean los modelos de prediccion
mediante PLS y se evalian mediante ajuste lineal de los datos predichos. Los
pardmetros de ajuste pl, p2 y NR ofrecerdn informacién relativa a la capacidad

predictiva de los modelos creados en términos de exactitud y precision.



Al igual que para las mediciones voltamétricas, los datos de impedancia son
utilizados para crear modelos de prediccién del nivel de cada sal, y su capacidad

predictiva se verificard mediante ajuste lineal del modelo.

Para analizar el dispositivo como una lengua “hibrida” y verificar sus prestaciones
vinculando ambas medidas, se crea una nueva matriz X que incluye tanto los datos
de corriente obtenidos por voltametria como los de impedancia. Ademds, la
cantidad de variantes de sensores utilizadas aqui permitird también analizar cual de
estos parametros sensoriales o variables influird en mayor o menor escala sobre las

capacidades predictivas del dispositivo hibrido.

1.3.3 Resultados
1.3.31 Medidas Voltamétricas en disolucion

Teniendo en cuenta que la carne es una matriz de composiciéon compleja, que
ademds de las sales adicionadas presenta un alto contenido de compuestos
orgédnicos como proteinas, lipidos, etc., y que tanto el posible efecto matriz como el
hecho de que la heterogeneidad del seno de la muestra podrian afectar o interferir
las determinaciones de las sales, es por ello hemos estudiado primeramente un set
de muestras en disolucién acuosa, en las cuales se reproducen las adiciones de las

tres sales al igual que en la carne picada.

Las Figuras 42, 43 y 44 muestran los graficos PLS de la prediccion de los niveles
de NaCl, NaNO, y NaNO; en disolucién respectivamente. La evaluacién de los tres
modelos de prediccién mediante el ajuste lineal de los resultados experimentales
arrojaron una exactitud y precision excelentes para el cloruro de sodio, mientras
que para los iones nitrato y nitrito, estos pardmetros de calidad pueden ser
considerados adecuados para la predicciéon. Si bien los pardmetros pl y NR
obtenidos en los modelos PLS para ambas sales nitrogenadas no representan una

muy buena exactitud y precisién, objetivamente hay que analizar que en los datos



experimentales existe una clara separacion entre los niveles bajo, medio y alto, lo

cual demuestra las capacidades predictivas del dispositivo.

Estos resultados previos demuestran que el dispositivo disefiado, asi como el
sistema experimental (set de pulsos aplicados+pulido+orden aleatorio) funcionan
adecuadamente a la hora de predecir el contenido salino de muestras en disolucién.
Para el caso de las muestras de carne cabria esperar una disminucién de las

prestaciones del dispositivo principalmente por el efecto matriz.
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Figura 42. Grafico PLS de la prediccién de NaCl para el set de muestras en

disolucion. Namero de variables latentes: 6.
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Figura 43. Grafico PLS de la prediccion de NaNO, para el set de muestras en

disolucion. Namero de variables latentes: 6.
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Figura 44. Grafico PLS de la prediccion de NaNO; para el set de muestras en

disolucion. Namero de variables latentes: 6.

1.3.32 Medidas Voltamétricas en carne picada

En la realizacién de las medidas voltamétricas en las muestras de carne picada se
tuvo mucho cuidado en algunos aspectos experimentales como fueron el lavado-
pulido de la superficie de la lengua electrénica, y en asegurarse de un buen
contacto de la muestra con la superficie de los sensores. Las curvas de respuesta |
vs E obtenidas para cada muestra después de aplicado el set de pulsos mostraban
buena estabilidad y una sefial de ruido bastante baja, lo que indicaba un buen

contacto electrodo-muestra.

Los resultados de la prediccion del contenido de las sales adicionadas en la matriz

de carne picada se representan en las Figuras 45, 46 y 47. El comportamiento



obtenido en cuanto a exactitud-precision en la prediccion es similar al obtenido
para las disoluciones, es decir, una muy buena capacidad predictiva para los niveles
de NaCl, y moderada para las sales nitrito y nitrato; aunque 16gicamente, la calidad
en la prediccién en carne disminuye tal como se esperaba, lo cual es atribuible a las
posibles interferencias de los compuestos orgdnicos presentes en la carne sobre los

electrodos y a que se estdn realizando medidas en muestras semi-sélidas y no en

disolucién.
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Figura 45. Grafico PLS de la prediccion de NaCl para el set de muestras de carne

picada. Medidas voltamétricas. Nimero de variables latentes: 6.



2 T T T T T T T T T T T
O ¥ Predicted 1
--------- linear
11
1.5F b
1k a
= 05} J
B .
=
=
=)
o
= Of A 7
I} ¥ =Pl +p2
05t 1
E [ Coefficients:
S il = 0.79339
p2 =1.2553e-016
g Marm of residuals = 7
1.2803
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-1 08 0B 0.4 0.2 0 0z 0.4 06 0 1
Y Measured 1

Figura 46. Grafico PLS de la prediccion de NaNO, para el set de muestras de carne

picada. Medidas voltamétricas. Nimero de variables latentes: 6.
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Figura 47. Grafico PLS de la prediccion de NaNQj; para el set de muestras de carne

picada. Medidas voltamétricas. Nimero de variables latentes: 6.

Un andlisis detallado del peso de cada uno de los electrodos sobre la prediccion
demuestra en este experimento la idoneidad del sistema multisensorial, es decir,
que la suma de las contribuciones de cada respuesta de un sensor formando parte
de un sistema “array” aportard mucha mds informacién que la respuesta simple de

un unico electrodo.

El peso de cada electrodo es analizado primeramente mediante validacién cruzada,
y posteriormente creando un modelo de prediccién PLS para cada sal unicamente
utilizando como matriz X los datos de corriente obtenidos para cada electrodo. En
este caso la matriz X tendria un nimero de columnas o variables igual a 10. Los
resultados de la evaluacién de los modelos PLS creados con cada uno de los

electrodos para cada sal son mostrados en la Tabla 15. Obsérvese que en el andlisis



individual por electrodos, los pardmetros de evaluacién de los modelos arrojan
resultados peores que los obtenidos con todos los datos del “array”, excepto para el
caso del nitrato, en el que la predicciéon sélo con los datos obtenidos con los
electrodos de oro y platino son ligeramente mejores. En la prediccién del cloruro,
con una muy buena prediccidon expresada en términos de exactitud (0.974) y
precision (0.506), solamente los datos obtenidos con el electrodo de platino se
acercan a estos resultados (p1=0.968; NR=0.555); mientras que la prediccién con
oro (p1=0.866; NR=1,076) y con plata (p1=0.673; NR=1.48) se alejan bastante de
la prediccién general. Un tanto similar ocurre para el caso del nitrito, en el que la
prediccién individual difiere mucho y negativamente del resultado obtenido con
todos los electrodos. El hecho de que en los tres compuestos analizados, los peores
resultados individuales se hayan obtenido con el electrodo de plata, viene dado por
la mayor reactividad de este metal comparada con el oro y el platino. En la
aplicacién de los pulsos, la superficie de la plata puede verse modificada por los
procesos que en ella ocurren, fundamentalmente con los aniones cloruro de la
muestra. Esta modificacion de la superficie altera la respuesta del sensor en cada
una de las muestras, y en este caso, el proceso de limpieza de la superficie
electrédica mediante pulido no es suficiente para recuperar la superficie activa

inicial.

Al analizar la combinacién de dos electrodos, los resultados que se obtienen
difieren considerablemente del andlisis individual. En la prediccion del cloruro, la
unién de los datos del platino con cada uno de los restantes sensores mejora la
prediccion de estos, e incluso la suya propia analizada individualmente. También
es curioso como la combinacién de los datos de oro y plata alcanzan una exactitud
y precisiéon muy buenas, aun cuando sus aportes individuales eran inexactos e
imprecisos. El hecho de que la prediccién del cloruro mejore tan marcadamente
cuando se utilizan en conjunto los datos del platino y la plata en comparacién con
los datos de todo el “array”, aun cuando el peso individual de la plata era

considerablemente negativo, demuestra las ventajas del uso de sistemas



multielectrédicos, en los que el aporte de cada sensor sobre algunas de los rasgos

fundamentales de una muestra conlleva a una caracterizacion correcta de ella.

En la prediccién del nitrito, algunas de las combinaciones de electrodos resultaron
mejores que los aportes individuales de los electrodos, aunque solo la combinacién
oro-platino logré igualar la exactitud y precision de todo el “array”. En el nitrato,
tanto la combinacién oro-plata como oro-platino, no solo mejoraron
considerablemente los pesos individuales de los electrodos sino que aumentaron

considerablemente las capacidades predictivas de todo el “array”.

En resumen, las capacidades predictivas de la lengua electrénica voltamétrica se
mejoran para cada uno de los compuestos salinos analizados si se extraen y
analizan los datos experimentales de las mejores combinaciones de electrodos en
cada caso. Esto serfa: para el cloruro, la combinacién plata-platino (p1=0.994;
NR=0.235); para el nitrato, la combinacién oro-plata (p1=0.967; NR=0.563); y
para el nitrito, la combinacién oro-platino (p1=0.793; NR=1.281). El hecho de
seleccionar las mejores combinaciones de electrodos no sélo aumenta las
capacidades predictivas de la lengua electrdnica, sino que con la eliminacién de los
electrodos que menos informacién o peso aporten, se ahorra en gastos y en tiempo

de analisis.

Tabla 15. Parametros de ajuste (p1/NR) de los modelos de prediccion de NaCl, NaNO,

y NaNOj; creados con los datos de cada electrodo asi como combinaciones de estos.

Au Ag Pt Au+Ag Au+Pt Ag+Pt Au+Ag
+Pt
NaCl | 0.866/1.076 | 0.673/1.480 | 0.968/0.555 | 0.959/0.626 | 0.980/0.434 | 0.994/0.235 | 0.974/0.506
NaNO, | 0.636/1.521 | 0.353/1.511 | 0.525/1.579 | 0.538/1.576 | 0.793/1.281 | 0.616/1.538 | 0.793/1.280
NaNO; | 0.889/0.993 | 0.539/1.576 | 0.862/1.090 | 0.967/0.563 | 0.945/0.719 | 0.748/1.373 | 0.844/1.148




1.3.33 Medidas EIS

En las Figuras 48 y 49 se muestran los datos obtenidos de las mediciones
impedométricas de algunas de las muestras de carne picada analizadas en forma de
diagramas de Nyquist (Z’ vs -Z’’). La curva caracteristica para la muestra de carne
picada fresca (muestra 000) representa el diagrama para un sistema gobernado por
la difusién de algunas especies de la muestra hacia la vecindad de la aguja
electrédica (Figura 48). El elemento o impedancia de Warburg aparece claramente
como una linea de puntos de aproximadamente 45° de pendiente y en la zona de las
bajas frecuencias. La dependencia de este elemento de Warburg con algunos
pardmetros de la muestra como por ejemplo las concentraciones o coeficientes de
difusion de las especies que interactdan en la superficie del sensor podrian tomarse
como patrén de reconocimiento de las sales en la carne picada una vez realizadas
las mediciones impedométricas. En la Figura 49 se visualizan las diferencias
existentes en el valor de la frecuencia en el que aparece la impedancia de Warburg
para muestras de contenido salino distinto. Aqui, la curva representada por
simbolos rojos se corresponde con la muestra de menor contenido salino de todo el
set (000); mientras que la curva de simbolos verde oliva representa la mads
concentrada (alto/alto/alto). Esto nos indica que la amplitud del semicirculo en los
diagramas de Nyquist, que representa el valor de la parte real de impedancia, se
correlaciona inversamente con el contenido salino, es decir, el medio ejercerd una
mayor resistencia mientras mds diluido sea, y esto se traducird como una menor

impedancia.
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Figura 48. Diagrama de Nyquist de la muestra de carne picada fresca (000).
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Figura 49. Diagramas de Nyquist de las muestras de carne picada fresca (0), muestra

de niveles medio/medio/medio (0) y muestra de niveles alto/alto/alto (©).

Habiendo analizado la posibilidad de diferenciar las muestras con distintos niveles
de sales segiin los diagramas de Nyquist obtenidos de las mediciones
impedométricas, se preparan las matrices X y Y para la creacion de los modelos de
predicciéon de cada compuesto. Las capacidades predictivas de este sensor se
representan en las Figuras 50, 51 y 52, en las cuales se muestra el ajuste lineal de

los datos experimentales obtenidos mediante los modelos PLS creados. El



comportamiento del sensor ofrece un patrén similar al obtenido en las mediciones
voltamétricas, esto es, una capacidad predictiva para el cloruro de sodio mucho
mis exacta y precisa que para las dos sales de nitrogeno. Este comportamiento
induce a pensar en que los patrones de reconocimiento de estas especies
nitrogenadas, al estar regidos por la selectividad de los sensores hacia ellas, pueden
verse afectados por cualquier proceso que interfiera la propia selectividad, como
por ejemplo, la disolucidon de estas especies en el agua interna de las muestras
puede no estar ocurriendo de forma completa, o que algunos compuestos organicos
pueden formar combinaciones con los aniones nitrato y nitrito libres, los cuales de
esta forma no son reconocidos por los electrodos. La prediccién del cloruro de
sodio mediante medidas impedométricas resulté ser muy buena (p1=0.985;
NR=0.388), mientras que la prediccion de las sales de nitrato (p1=0.648;
NR=1.511) y nitrito de sodio (p1=0.709; NR=1.436) resultaron inexactas e

imprecisas.
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Figura 50. Grafico PLS de la prediccion de NaCl para el set de muestras de carne

picada. Medidas EIS. Nimero de variables latentes: 6.
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Figura 51. Grafico PLS de la prediccion de NaNQj; para el set de muestras de carne

picada. Medidas EIS. Nimero de variables latentes: 6.
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Figura 52. Grafico PLS de la predicciéon de NaNO, para el set de muestras de carne

picada. Medidas EIS. Nimero de variables latentes: 6.

En este caso en el que se analizan los datos provenientes de las medidas
impedométricas, también se podria realizar un andlisis del peso de los sensores.
Esto puede ser contradictorio segtn el hecho de que en estas medidas solamente
utilizamos un Unico sensor, pero como se explicé anteriormente para el caso de la
voltametria de pulsos, en que independientemente de los sensores utilizados, un
pulso tnico o especifico puede considerarse como un sensor pues la respuesta que
de €l se obtiene puede diferir de la de otro pulso, en el caso que nos toca cada una
de las frecuencias utilizadas podria se analizada como un sensor o variable. Cada
una de las frecuencias utilizadas genera dos valores de impedancia, uno referente a
la parte real y el otro a la parte imaginaria. Analizar el peso de cada frecuencia

seria un proceso engorroso pues el nimero es alto, y no se tiene informacion previa



de frecuencias caracteristicas. En este caso, el peso de las variables lo limitaremos
al andlisis de la prediccion dividiendo las matrices de datos X en dos matrices, de
las cuales una representard los datos de la parte real o mddulo, y la otra se
compondra de los datos de la parte imaginaria o fase. Con las dos nuevas matrices
que tendrdn un ndmero de columnas igual a 50, se crean nuevos modelos de
prediccién y los resultados de estos se muestran en la Tabla 16. Los nuevos
modelos nos indican que la exactitud y precisién de la prediccion del cloruro de
sodio disminuiria ligeramente separando ambos pardmetros, no obstante, los
resultados para la prediccién del nitrito mejoran un tanto utilizando los datos de
fase, mientras que para el nitrato, el hecho de utilizar solo los datos del médulo

mejoran la prediccién de esta sal.

Tabla 16. Parametros de ajuste (p1/NR) de los modelos de prediccion de NaCl, NaNO,
y NaNOj; creados con los datos de parte real (médulo) e imaginaria (fase) de las

medidas de impedancia.

Moédulo+Fase Modédulo Fase
NaCl 0.985/0.388 | 0.947/0.707 | 0.967/0.564
NaNOQO, | 0.709/1.436 | 0.634/1.523 | 0.808/1.245
NaNO; | 0.648/1.511 | 0.704/1.444 | 0.627/1.529

1.3.34 Lengua “hibrida”. Resultados en conjunto

Previamente en el andlisis de los resultados de la prediccién de las sales con los
datos obtenidos de las medidas voltamétricas, se verific6 el hecho de que las
capacidades predictivas de un dispositivo multisensor pueden ser mejoradas
cuando las contribuciones o respuestas de los electrodos que lo conforman se
suman, independientemente de que las respuestas individuales ofrezcan resultados
poco idoneos. Analizaremos entonces las capacidades predictivas del sistema

hibrido que incluye medidas voltamétricas e impedométricas. Para ello, crearemos



matrices X que estardn compuestas de las mejores combinaciones de electrodos
voltamétricos y los mejores pardmetros impedométricos que previamente han sido
identificados para cada una de las especies a analizar. Las combinaciones
utilizadas, y por ende, el nimero de columnas (variables) de las nuevas matrices X

seran:

Para NaCl: platino+plata+mddulo+fase (120 columnas/variables)
Para NaNO,: oro+platino+fase (70 columnas)

Para NaNOj;: oro+plata+mddulo (70 columnas)

Los resultados de la prediccién de las especies salinas con las nuevas matrices
“hibridas”, asi como los obtenidos por cada técnica, se resumen en la Tabla 17 a
modo de comparacién. La informacién que se puede extraer es que la combinacién
de las medidas voltamétricas e impedométricas mejora considerablemente la
prediccién del cloruro de sodio y del nitrito de sodio en muestras de carne picada,
comparado con las determinaciones mediante las dos técnicas electroquimicas
realizadas individualmente. La prediccién de cloruro y nitrito de sodio con los
datos obtenidos del sistema hibrido se ilustran en las Figuras 53 y 54

respectivamente.

Tabla 17. Parametros de ajuste (p1/NR) de los modelos de prediccion de NaCl, NaNO,

y NaNOj; creados con los datos simultaneos de voltametria de pulsos e impedancia.

Lengua Lengua Sensor
“hibrida” Voltamétrica | impedométrico

NaCl 0.994/0.237 | 0.974/0.506 0.985/0.388

NaNO, | 0.881/1.026 | 0.793/1.280 0.709/1.436




NaNO; | 0.773/1.324 | 0.840/1.148 0.648/1.511
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Figura 53. Grafico PLS de la prediccion de NaCl para el set de muestras de carne

picada. Sistema “‘hibrido”. Nimero de variables latentes: 6.
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Figura 54. Grafico PLS de la predicciéon de NaNO, para el set de muestras de carne

picada. Sistema ‘“‘hibrido”. Nimero de variables latentes: 6.

I.4 Conclusiones del Capitulo

Las lenguas electrénicas se han presentado desde los inicios de su creacién como
una interesante alternativa a la hora de reproducir artificialmente el sentido del
gusto humano. Las ventajas que ofrecen en el campo del disefio de sensores y en el
campo de las aplicaciones analiticas, ha hecho que la comunidad cientifica se haya
volcado a realizar investigaciones para mejorar dia a dia las prestaciones de este
tipo de dispositivo. Es por ello que en este capitulo se han presentado los resultados
del disefio y caracterizacion de tres lenguas electrénicas basadas en mediciones
electroquimicas, las cuales unidas a procesos de tratamiento estadistico de datos,
han convertido estos dispositivos en herramientas ttiles para la caracterizacién de
muestras de aguas y alimentos. Los resultados obtenidos se resumen a

continuacion:



Se ha disefiado y caracterizado una lengua electrénica basada en medidas
potenciométricas y compuesta por cinco electrodos metélicos (oro, plata,
platino, cinc y cobre). Gracias a la selectividad parcial de los sensores sobre
aniones inorgdnicos comunes (cloruro, sulfato, bicarbonato, fosfato, acetato), el
sistema electrénico ha sido capaz de diferenciar disoluciones salinas y muestras
de aguas minerales en funcién de la composicién de dichas muestras. Ademas,
se encontrd que los electrodos mostraban un patrén de reconocimiento basado
en diferencias entre las concentraciones de los aniones en las muestras
analizadas. Siguiendo este patrén de reconocimiento, la lengua electrénica se
aplicé para realizar determinaciones cuantitativas de los niveles de cloruro,
sulfato y bicarbonato sobre muestras de disoluciones acuosas y de aguas
minerales, exhibiendo unas capacidades predictivas buenas para los iones
cloruro y sulfato y moderadas para el bicarbonato.

Se ha caracterizado una lengua electronica basada en medidas de voltametria
de pulsos compuesta por cuatro electrodos metdlicos (oro, platino, rodio y
acero inoxidable) encapsulados en un cilindro de acero inoxidable usado a su
vez como electrodo de seudoreferencia/auxiliar y que cuenta con un sistema
automdtico de limpieza o pulido de la superficie. Este dispositivo ha sido
aplicado para las determinaciones cuantitativas de bisulfitos en muestras de
vino blanco, exhibiendo unas capacidades predictivas muy buenas sobre este
tipo de muestra y buenas sobre muestras de caracteristicas similares, como por
ejemplo, vinos rosado y tinto. Ademds, el dispositivo fue capaz de predecir
niveles de sustancias que generalmente forman parte de la composicién del
vino, como son el 4cido ascérbico y la histamina, aunque esta prediccién
exhibié niveles moderados de exactitud y precision. La idoneidad de la
limpieza de la superficie de contacto de la lengua electrénica quedd
demostrada en este resultado.

Se ha disefiado y caracterizado una lengua electrénica “hibrida”, compuesta
por dos tipos distintos de sensores electroquimicos, para la determinacién de
las concentraciones de sales afiadidas sobre carne picada de cerdo. Un primer

sensor lo constitufa una lengua electrénica compuesta por tres electrodos



metdlicos (oro, plata y platino), y que su funcionamiento se basaba en medidas
voltamétricas de pulsos. El segundo dispositivo se componia de una aguja
coaxial utilizada como sensor de impedancia. Los resultados que arrojaron
cada uno de los sensores de forma individual mostraban ambos unas
capacidades sensoriales excelentes hacia la determinaciéon de los niveles de
cloruro de sodio presentes en la muestra, mientras que las capacidades de
determinacion de otras sales como nitrito y nitrato de sodio eran moderadas. El
hecho de simultanear los datos obtenidos de forma individual mediante las dos
técnicas en una tnica matriz de datos hizo que las capacidades predictivas
hacia los aniones cloruro y nitrito mejoraran considerablemente, no ocurriendo

asi para el caso del nitrato.
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Capitulo 11
Diserio y Caracterizacion de un sensor de
capa gruesa de oxido de rutenio para
mediciones de pH. Estudio de los procesos

de interferencia

11.1 Introduccion



En la actualidad, el disefio y desarrollo de sensores quimicos en estado sélido se
viene incrementando considerablemente. Este hecho obedece a lo simple de su
funcionamiento, su pequefo tamaiio, resistencia y a lo reducido de su costo, ya que
es posible emplear técnicas de fabricacién masiva que ademads significan mayor

reproducibilidad en la construccién del dispositivo.

En este contexto se pueden distinguir tres metodologias para construir sensores
quimicos en estado sélido: manuales, de capa fina (thin film) y de capa gruesa
(thick film); siendo las dos dltimas utilizadas principalmente para producir en masa

dispositivos de configuracion plana.

La tecnologia thin film se basa en la aplicacién de un conjunto de técnicas de
deposicién y grabado, que junto con la realizacién de procesos microlitograficos
permiten la deposicion secuencial de capas de espesor menores a 1 micra. El
material es depositado sobre un sustrato (generalmente silicio) mediante procesos
tecnoldgicos microelectrénicos, tales como sputtering, deposicién quimica en fase
vapor (CVD), entre otros. Indudablemente esta tecnologia es altamente
recomendable en el desarrollo de dispositivos miniaturizados en estado sélido y
tienen la ventaja de poseer una gran reproducibilidad; no obstante, la
infraestructura que se requiere para su disefio es muy costosa, por lo que desarrollar
una linea de investigacion en esta drea es en muchos casos econdmicamente

prohibitivo.

Como alternativa intermedia entre la tecnologia thin film (capa fina) y las
metodologias manuales de disefo de sensores, se presenta la tecnologia thick film
(capa gruesa), que permite construir sensores quimicos de forma masiva con una
infraestructura minima y buena reproducibilidad. Esta tecnologia ha tenido mucho
éxito en los ultimos afios e incluso ya cuenta con representantes disponibles

comercialmente, lo cual demuestra su gran potencialidad.

La tecnologia de capa gruesa aparece a principios de los afios sesenta en el
desarrollo de circuitos electrénicos utilizando técnicas serigraficas combinadas con

la incorporacién de componentes semiconductores. En estas técnicas serigraficas,



los elementos conductores o semiconductores que se presentan en forma de pastas
o tintas, son serigrafiados o impresos sobre sustratos solidos, para luego ser
calcinados o endurecidos mediante tratamiento térmico. Con el paso de los afios,
numerosos investigadores analizaron que de la misma forma que se depositan
pastas de elementos eléctricos, se podrian depositar también pastas compuestas por
materiales quimicamente activos que reaccionen o interactien con algunos analitos
de interés. De esta forma, se presentaron a mediados de los setenta los primeros
trabajos acerca del disefio de sensores quimicos de capa gruesa para la deteccion de
elemento comunes en la naturaleza. Lucas y colaboradores disefiaron un sensor
basado en pastas de oro y platino depositadas sobre alimina para aplicaciones en el
campo de las investigaciones agricolas, que incluian seguimientos de Ila
temperatura y humedad del suelo, entre otros pardmetros [1]. Como dispositivos
thick film para estudios de la temperatura se presentaron algunos trabajos:
Lepavuori y colaboradores [2] disefiaron un sensor de pasta de titanato de bario y
estroncio, y algunas combinaciones de estos, las cuales eran sensibles a la
temperatura. Con el mismo fin, Janoska y Haskard [3] disefiaron un dispositivo

compuestos por combinaciones de pastas dieléctricas estdndares.

El uso de pastas resistivas compuestas de elementos de 6xido de metal para el
disefio de sensores de capa gruesa se viene generalizando desde hace m4s de veinte
afos, dada la alta sensibilidad que muestran estos materiales. Pastas compuestas de
6xido de estafio y de titanio dopada con 6xido de hierro III han sido utilizadas para
el disefio de sensores de gases [4, 5]; mientras que con pastas de 6xido de rutenio

se vienen desarrollando algunos sensores de pH [6, 7].

En este capitulo se expondrén los resultados del disefio de un sensor de capa gruesa
de 6xido de rutenio concebido como sensor potenciométrico de pH. Para su disefo,
se utilizardn pastas resistivas comerciales, lo cual reduce considerablemente los
gastos del disefio. Se realizard una caracterizacion profunda del dispositivo, que
incluird desde pruebas de resistencia del material, determinaciones de tiempo de

respuesta, reproducibilidad, sensibilidad, potencial estdndar de electrodo, etc.; asi



como se llevard a cabo un andlisis riguroso de los procesos de interferencia que

puedan afectar la respuesta del sensor.

I1.11 Una panoramica acerca de la tecnologia de capa gruesa

Durante la Segunda Guerra Mundial y a través del programa de misiles, la
tecnologia de capa gruesa (thick film) surge como la mds antigua de las técnicas
microelectrénicas de produccion en masa [8, 9]. Algunas mechas electrénicas para
bombas fueron confeccionadas usando tintas o pastas de plata mediante métodos
primitivos de serigraffa. No obstante, aunque la industria del thick film surge por
los afios cuarenta, no es hasta los sesenta que la tecnologia se comienza a usar con
fines meramente comerciales. IBM en conjuncién con Du Pont, desarrollaron una
serie de pastas de paladio conocidas como la serie 7800. Estas pastas fueron usadas
por IBM en la manufactura de las computadores de la serie 360 [10]. Hoy en dia,
los tipos y rangos conocidos de pastas son numerosos, y la versatilidad y

aplicaciones de la tecnologia thick film sigue creciendo continuamente [11].

Con el paso de los afios, la deposicién de pastas mediante serigrafia no ha sido el
Unico método usado para producir dispositivos microelectrénicos. Deposicién al
vacio, electroplateado, pintura, deposiciéon mediante spray, son algunos ejemplos
de procesos alternativos. La deposicion al vacio es un proceso alternativo que se
conoce cominmente como “thin film”. Los nombres “thick” y “thin” sugieren
estar referidos al espesor de la capa de pasta que queda al ser depositada, lo cual no
es cierto, pues la tecnologia thin film se relaciona con las deposiciones al vacio
(evaporacidn, sputtering, etc.) mientras que thick film indica procesos de

deposicién mediante serigrafia.

El proceso para la preparaciéon de dispositivos de capa gruesa consiste en un
nimero de pasos simples que son repetidos varias veces siguiendo una adecuada
secuencia. Estos pasos son: preparacion de las pantallas de impresion, impresion

serigrdfica y por ultimo calcinado. En dependencia del dispositivo que desee



disefiar, algunos procesos electrénicos estdndares se pueden adicionar a los pasos
fundamentales de la serigrafia, tales como soldadura, pruebas eléctricas y

empaquetamiento.

El paso bdsico en la preparacion de thick films es légicamente la impresion
serigrafica. Aqui, las pastas o tintas son empujadas a través de las pantallas
mediante una rasqueta, hecha de material flexible. La pasta o tinta solamente
pasara a través de la pantalla donde existan agujeros (Figura 55). De esta forma, el
patrén de la pantalla de impresion definird el patrén de la impresidon resultante
sobre el sustrato. Como generalmente se imprimen materiales eléctricos para
formar circuitos o sensores, el sustrato debe ser de algiin material aislante como por

ejemplo alimina, poliéster o acero recubierto de porcelana.
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Figura 55. Impresion serigrafica.

I1.12 Impresion serigrafica



Como se comentd anteriormente, la impresién serigrafica es la clave de la
tecnologia de disefio de dispositivos thick film. Aqui, la funcién de la impresion es
tomar la cantidad de pasta requerida (y medida) y depositarla en la posicién
correcta sobre el sustrato. Esto se debe realizar de forma consistente para lograr

repetitividad en la deposicion.

Algunas de los componentes fundamentales de la técnica de serigrafia se pueden
observar en la Figura 55. Una descripcion de la funcién de cada uno se ofrece a

continuacion:

. La pantalla: determina no solo donde se depositara la pasta, sino también

determina la cantidad de pasta a depositar.

o La rasqueta: fuerza la pasta a través de la pantalla.

o La base: donde se deposita el sustrato.

. Sistema neumadtico, de vacio o hidraulico: sistema que opera el sistema de
impresion.

. Una estructura consistente en forma de marco: sostiene todos los elementos

(pantalla, rasqueta, pastas), y permite el ajuste y la alineacidn exacta en la posicidn

deseada.

11.121 Pantallas

Las pantallas definen el patrén de impresion y cuantifican la cantidad (espesor) de
la pasta a ser depositada. Consiste en un marco resistente, generalmente de
aluminio, de forma cuadrada, donde la correspondiente malla es estirada o tensada
adecuadamente (Figura 56). Algunos aspectos importantes a la hora de seleccionar
el tipo de malla para preparar las pantallas son: el tipo de material, el tamafio, la

tension, la orientacion y por dltimo, la uniformidad.



Algunas propiedades adicionales son la flexibilidad (que permite mantener
contacto con superficies de sustrato irregulares, aunque no debe ser eldsticas como
para producir elongaciones); dureza (lo cual puede afectar el tiempo de vida de la
rasqueta); no atascable (por el sustrato), etc., y deben ser consideradas para la

serigrafia.

Debido a que generalmente las mallas son materiales preparados mediante tejido,
estas se categorizan a través de un contador, lo cual se representa como el nimero
de fibras tejidas por pulgadas o centimetros. Existen también otros pardmetros
relacionados con las mallas como son el didmetro de las fibras, apertura y espesor
de la malla. El didmetro de la fibra y la apertura de la malla determinan el

porcentaje de drea abierta a través de la cual pasara la pasta.

La malla es uniformemente estirada a través del marco y fijada a este mediante
resinas epoxi. La tensién de la pantalla debe ser estrictamente chequeada, lo cual se
realiza aplicando una fuerza de magnitud conocida al centro de la pantalla y

midiendo la deflexién con un indicador especifico.

Naturalmente, para una impresion consistente sobre toda la pantalla, la malla debe
ser uniforme y no tener defectos. Para ello se necesita realizar una inspeccién
minuciosa antes de adquirir la malla y previo a la preparacién de la pantalla de

impresion.




Figura 56. Estirado-tensado de malla de la pantalla.

I1.122 Rasquetas

La funcién de la rasqueta es transferir la pasta al sustrato [12]. Esto se logra
forzando la pasta a través de la pantalla, la tensién superficial mantendrd la pasta
unida al sustrato cuando la pantalla se separe de este. En este sentido, garantizar un
tiempo de vida adecuado de la rasqueta depende fundamentalmente del material de
que estd hecha y de la presion que se ejerce sobre ella, aunque algunos aspectos son
importantes también, como por ejemplo, compatibilidad con las pastas y con los

disolventes que generalmente se utilizan en el proceso.

Algunos materiales tipicos con los que se confeccionan las rasquetas son el
neopreno y poliuretanos. La forma de las rasquetas debe ser tal que posea un borde
afilado, que forme un dngulo de “ataque” de entre 45 y 60° cuando entra en

contacto con la pasta (Figura 57).

La presiéon que se aplica sobre la rasqueta afecta también la definicién de la
impresién. Si fuera demasiado ligera, no se forzaria una cantidad suficiente de
pasta a través de la pantalla, mientras que si se aplicara una presion excesiva, la
pantalla se podria trabar o estirar demasiado y por lo tanto habria que sustituirla.
Por lo tanto, previo a la impresion, se debe realizar un andlisis de la presién idénea

en funcién del tipo de rasqueta, de pasta, de pantalla, etc.
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Figura 57. Funcionamiento tipico de una rasqueta.

I1.123 Pastas y sustratos

Con el paso de los afios, muchos son los tipos de pastas y sustratos que estin
siendo constantemente desarrollados. Es por tal motivo que se hace engorroso el

hecho de categorizarlos.

Por lo general, existen dos familias principales de pastas, que son las de metales
nobles y las de metales comunes. Una clasificacion mds especifica se puede
realizar dentro del grupo de las pastas de metales nobles, esto es: pastas de
calcinado a altas, medias y bajas temperaturas. En el presente, s6lo los sistemas de
alta temperatura de calcinado son adecuados para usos militares o para lograr

productos técnicamente adecuados.

Algunos tipos de pastas se caracterizan por la funcidén que se espera de ellas en la

aplicacidn sobre sistemas thick film. Asi, podemos encontrar pastas del tipo:

¢ Conductoras: esta propiedad las hace utiles a procesos como soldadura,

enlaces, etc.



® Resistivas
e Dieléctricas: diferentes constantes dieléctricas y propiedades de frecuencia.

¢ De recubrimiento: especialmente usadas como proteccion (del tipo epoxi o

vidrio)

e Especiales: se incluyen aqui algunas ‘“ferritas”, termistoras, voltaje-

dependientes, etc.

Asi mismo, una parte importante del sistema thick film es sin duda el sustrato. Este
no constituye tnicamente el soporte mecdnico del dispositivo, sino que también
ofrece proteccién mecdnica, ayuda a disipar el calor y ofrece ademds un alto
aislamiento eléctrico. En general, un sustrato debe poseer las siguientes

propiedades:

e Alta resistencia mecdnica

e Alta resistencia a la abrasién
e Alta resistencia térmica

e [Estabilidad dimensional

¢ Correcto acabado superficial
® Buena resistencia eléctrica

¢ Baja constante dieléctrica

e Estabilidad quimica y compatibilidad con las pastas
¢ Buena conductividad térmica
¢ Baja porosidad

¢ Bajos costes



Pastas de metales nobles. Como el nombre indica, estas pastas incluyen en su
composicién uno o mds metales nobles. Las primeras pastas de este tipo se
prepararon con combinaciones de plata-paladio, y ain hoy en dia son utilizadas. La
composicidn de las pastas es secreto de las compafifas o empresas que las preparan,

no obstante, y de modo general, la composicion de las pastas incluye:
1. Metales nobles
2. Material aislante (como por ejemplo, frita de vidrio)

3. Vehiculo orgdnico para producir mezclas de los componentes en la pasta de

impresion
4. Aditivos especiales para mejorar las caracteristicas de producto

Como se dijo anteriormente, las pastas de metales nobles se clasifican en base a la
temperatura de calcinacién en pastas de alta, media y baja temperatura. A

continuacién exponemos algunas de las caracteristicas de las mismas.

Pastas y sustratos de temperatura alta de calcinado. Debido a que estas pastas
generalmente estdn formadas por mezclas de metales y 6xidos de metales, son
conocidas como pastas “cermet” (cerdmica/metdlica). Los metales nobles que la
componen generalmente son plata, oro, paladio, rutenio, platino, asi como
combinaciones de estos. En la preparaciéon de estas pastas, las particulas de metal

son finalmente granuladas hasta alcanzar un tamafio aproximado de 10 micras.

Quizd la mds conocida de estas pastas conductoras es la compuesta por la
combinacién de plata-paladio. Aqui, la plata ofrece una muy buena conductividad,
mientras que el paladio ayuda a reducir tanto los costes de preparacién como el
problema de la migracién de la plata. Hay que tener control sobre la adicién de
paladio a la mezcla, pues una cantidad alta resultaria desventajoso ya que
disminuiria las posibilidades de soldadura en el dispositivo y ademds aumentaria la

resistencia del conductor.



En ocasiones, los propios metales no tienen adherencia a la superficie del sustrato,
por lo que se deben utilizar métodos o aditivos para eliminar esta dificultad. Uno
de los métodos consiste en utilizar frita de vidrio (generalmente borosilicatos)
mezclada dentro de la pasta. Una frita de borosilicatos estd generalmente

compuesta por elementos como el plomo, boro, silicio y bismuto, entre otros [13].

En el calcinado, el vidrio se reblandece y humedece el sustrato. De esta forma las
particulas de metal quedan atrapadas en una especie de aglomerado. Como el
vidrio no se enlaza quimicamente a los metales, la adhesion depende de este
vinculo mecéanico del vidrio, y por ende, se forma un enlace “mecédnico”. Las
pastas conductoras que emplean este tipo de mecanismo de enlace son

denominadas fritas.

Un segundo método para asegurar la adherencia de los metales al sustrato es el uso
de aditivos especiales tales como cadmio, cobre u 6xido de cobre que se incluyen
para lograr enlaces reactivos. Por ejemplo, si usdramos alimina como sustrato, se
formarfa aluminato de cobre y algunos compuestos similares en la superficie del
sustrato. La fortaleza de la adhesion dependerd de la pureza del sustrato.
Tipicamente, la alimina presenta entre un 94 y un 96% de pureza. Las pastas
conductoras que utilizan este mecanismo de enlace son denominadas reactivo-

enlazantes.

Existe un tercer caso en el cual la preparacion de las pastas incluye los dos métodos
anteriores para la mejora de la adhesion. Estas se denominan técnicas de enlace-

mezcladas.

El material orgénico consiste en un aglomerante (generalmente etil celulosa) y un
disolvente (aceite de pino, aguarrds o butil acetato de celulosa). Sus funciones son
mantener unida toda la mezcla hasta que finalice el proceso de serigrafia. La
porcién volatil es evaporada después de la impresion (mediante el secado) mientras
el material orgdnico es “quemado” durante el proceso de calcinado dentro de la

mufla. Como las pastas contienen todo este material orginico que incluye



compuestos voldtiles, es aconsejable su almacenamiento en refrigerador, a

temperaturas cercanas a 0° para evitar su evaporacion.

Las pastas de alta temperatura son calcinadas generalmente a temperaturas entre
750 y 850°. La temperatura exacta dependerd de la composicién de la pasta.
Algunas pastas de platino asi como algunas pastas dieléctricas pueden necesitar
incluso temperaturas superiores a los 950°. Consecuentemente, los sustratos
utilizados junto a estas pastas deben ser suficientemente resistentes a estas elevadas
temperaturas. Algunos materiales presentan tal resistencia como por ejemplo la
alimina, berilia, algunos titanatos y el nitruro de aluminio. Entre todos estos

materiales, la alimina es el mas conocido y mundialmente utilizado.

Los sustratos de aliimina son generalmente 6xidos de aluminio de una pureza entre
el 94 y 96%, y el espesor que se viene utilizando en la preparacion de dispositivos
thick-film oscila entre 625 y 1000 micras. Se pueden adicionar algunos pigmentos
al sustrato para darle cierta tonalidad en funcién del uso posterior que se la vaya a
dar, pero normalmente estos son de color blanco. Los sustratos de alimina se
preparan mediante aglomerados de polvo de alimina a muy altas temperaturas
[13]. Para reducir la temperatura de aglomeracion, se usan algunos aditivos como
6xidos de magnesio, de calcio, o diéxido de silicio. Los polvos de los elementos se
mezclan y se granulan a pequefias particulas. Se adiciona también agua para
facilitar la mezcla de todos los componentes. La mezcla resultante es secada y
comprimida a la forma deseada; y posteriormente expuesta a temperaturas de hasta
1700°. El tamafio de los sustratos varfa entre 10 mm cuadrados hasta incluso
alcanzar tamafios exageradamente grandes. El uso tipico como sustratos para

dispositivos microelectrénicos oscila entre 1x1; 1x2; o 2x2 pulgadas.

Pastas y sustratos de temperatura media de calcinado. Estos sistemas surgieron
como un intento por reducir los costes de disefio de algunos productos que
requerfan dispositivos electrénicos, como algunos electrodomésticos (lavadores,

neveras, etc.). Dado que los dispositivos thick film necesitan ser impresos sobre



sustratos aislantes, se hizo necesaria la viabilidad del uso como sustrato de acero

esmaltado, utilizado generalmente como carcasa del electrodoméstico.

Los sustratos de acero recubierto de porcelana y algunas pastas apropiadas
estuvieron desarrolldndose durante casi una década, pero no llegaron a hacerse
populares. Una razén pudo ser que el sodio contenido en los primeros esmaltados

afectaba gravemente el tiempo de vida de las pastas depositadas.

El esmalte se obtiene por la reaccidén de un material refractario (como por ejemplo,
cuarzo o feldespato) con bodrax, sosa, criolita o fluorita, para formar un vidrio que
al fundirsee forma una frita. Se puede dar pigmentacién al material mediante
adicién de cobalto, lo cual ademds mejora la adhesion sobre el acero. Este esmalte
debe poseer una temperatura de fusién lo suficientemente alta para que no se funda

cuando el dispositivo thick film que se prepare se calcine.

Recientemente se han preparado otros tipos de sustrato. La caracteristica principal
de estos es que la superficie del sustrato es activada mediante oxidacién, por lo
cual las pastas dieléctricas pueden ser serigrafiadas directamente en ellos. Algunos

ejemplos de estos nuevos materiales son:

e Fecraloy: Mezcla compuesta por hierro, cromo, aluminio, con ciertas adiciones

de itrio.
e Sicromal: Acero inoxidable con adiciones de itrio.

Las pastas usadas para estos sustratos de acero esmaltado son muy similares a las

de alta temperatura, aunque con una temperatura de calcinado cercana a los 625°.

Pastas y sustratos de temperatura baja de calcinado. Este tipo de pastas fue
disefiado para ser compatible con productos de la industria eléctrica los cuales son
capaces de soportar temperaturas de hasta 150° durante 2 y 3 horas. Muchos
materiales tales como plasticos e incluso fibras de papel podrian ser empleados
como sustratos. Naturalmente, también podrian emplearse sustratos de alta y media

temperatura.



Dado que incluso las membranas pldsticas pueden ser usadas como sustratos, el
rango de aplicaciéon de los dispositivos thick film hasta los limites de los
interruptores de contacto, tarjetas de cableado eléctrico en la industria
automovilistica, transductores sensibles a pequefias presiones, etc. La impresion
puede realizarse de forma continua en rollos de sustrato, los cuales posteriormente

son cortados a la forma deseada.

Las pastas usadas en este sistema son poliméricas. Existen dos tipos
fundamentales. El primer tipo son las termoplésticas, donde la pasta se mantiene en
estado liquido con la ayuda del disolvente. El quemado ocurre mediante
evaporacion del disolvente a temperaturas entre los 70 y los 125° mediante
infrarrojos. La principal aplicacion es los interruptores de membrana. El segundo
tipo lo constituyen las pastas térmicas. Estas son calcinadas a temperaturas
cercanas a 150° durante 2-3 horas. Un aumento de la temperatura a 180° podria ser
posible con lo que se reduciria el tiempo de secado, pero con frecuencia, el material

usado como sustrato no permitiria esta accion.

La viscosidad de la pasta se controla mediante el disolvente o un diluente funcional
(mondmero), el cual gobierna la funcién posterior de la pasta (conductora, resistiva
o dieléctrica). El disolvente se evapora mediante infrarrojos mientras que el
monomero queda formando parte de la pasta. La ventaja de estas pastas térmicas es

su resistencia a los disolventes, baja sefial de ruido y bajo costo.

Pastas de metales comunes. El costo elevado de los elementos metdlicos nobles es
lo que ha hecho a los productores de pastas fijarse en materiales menos caros. El
cobre resulta 16gicamente una alternativa al oro y la plata, aunque presenta el
problema de su fécil oxidacién, ademds de que no es compatible a la soldadura de
cables en él. Esto es un hecho (y a la vez la principal desventaja) de todos los

metales comunes usados en pastas, ya sea cobre, cromo, niquel o aluminio.

Unicamente el cobre ha sido usado en la preparacién de pastas hasta el punto de

convertirse en productos comerciales. Para prevenir la oxidacién, se ha usado para



el calcinado de las pastas hornos con atmosferas de nitrégeno. Las temperaturas de

calcinado de pastas de cobre alcanzan los 900°.

Seleccion del sistema pasta/sustrato. De todos los sistemas discutidos
anteriormente, los sistemas de pastas de metales nobles de temperaturas altas de
calcinado son las mds usadas universalmente. Estin seguidas por las pastas
poliméricas de baja temperatura, las cuales se encuentran en ciertas areas de
produccién en rdpido crecimiento. Los sistemas de temperaturas medias
compuestos por sustratos de acero-porcelana y pastas de metales comunes tienden

a ser mas utilizadas en areas del campo de las investigaciones.

La encrucijada a la hora de seleccionar un sistema radica en elegir sistemas
basados en pastas de metales nobles, de costes elevados pero de magnificas
prestaciones; o sistemas de pastas poliméricas, con un nivel de prestaciones medio

pero con una considerable reduccion de los gastos.

I1.13 Los dispositivos thick-film como sensores.

La tecnologia de capa gruesa ofrece ventajas significativas entre las que destacan la
flexibilidad del diseno, variedad de materiales, reducida inversion de
infraestructuras de produccién y bajo coste del dispositivo. Ademds, hace posible
automatizar el proceso de produccién, miniaturizar dispositivos y facilita la
transferencia tecnolégica. Los dispositivos obtenidos mediante esta tecnologia
presentan una elevada actividad electroquimica que se deriva de su extraordinaria

drea superficial debida a su estructura porosa [14, 15].

Aunque la tecnologia descrita es una opcidn atractiva para la fabricacion de
sensores quimicos, no significa que no este exenta de problemas y limitaciones.
Requiere de complicados ciclos de curado a altas temperaturas y tiempos
prolongados. Por otra parte, en ocasiones se obtienen bajos niveles de

reproducibilidad debido a la evaporacién de disolventes contenidos en las pastas



durante la impresién. Ademds, la aplicabilidad de esta tecnologia estd limitada por
una resolucién maxima de 100 micras [16] y también por la posibilidad de obtener
los materiales adecuados para un dispositivo particular. Sin embargo, algunos
inconvenientes pueden ser superados mediante el disefio de dispositivos
desechables que permiten la simplificaciéon de algunos aspectos de la realizacion
tecnoldgica, ya que no se requiere de un prolongado tiempo de vida o buena
reproducibilidad de la sefal por prolongados intervalos de tiempo. En este caso

cabe alcanzarse una buena reproducibilidad en la construccidn del dispositivo [17].

La comunidad cientifica ha visto con buenos ojos las posibilidades y ventajas que
ofrecen los dispositivos de capa gruesa en el desarrollo de sensores, y por ende,
durante ya mds de tres décadas se vienen desarrollando dispositivos en los cuales,
los  transductores  electroquimicos  (conductimétricos, potenciométricos,
amperométricos) generalmente son los mas empleados [18-22]. El campo de
aplicaciones de los sensores de capa gruesa es amplio. Se pueden mencionar desde
un sinndmero de dispositivos creados para la deteccién de gases [23-25] (entre
ellos el oxigeno disuelto [26-31]), sensores de pH [32-37], de metales pesados [38,
39], de compuestos polifendlicos en células bidticas [18], de urea en exdmenes
biomédicos [40, 41], entre otros; e incluso podemos llegar a mencionar dispositivos

creados a modo de electrodos planos de referencia o seudoreferencia [42, 43].

Es bien sabido que la capacidad de los sensores de gases compuestos por 6xidos
metélicos para detectar especies radica en la interacciéon de las moléculas del
analito con la superficie del material sensor. Es incluso aceptado que la presencia
de las especies iénicas de oxigeno adsorbido (O”, O", O,) influye decisivamente en
la respuesta del semiconductor hacia las formas reducidas u oxidadas del gas a
analizar. Las especies idnicas de oxigeno actian como aceptores enlazantes de
electrones desde la banda conductora del material. Se considera que algunos gases
reductores como el monéxido de carbono disminuyen la concentracién superficial

de oxigeno y de esta forma, disminuye también la resistencia del sensor.



En el caso de las medidas de pH, numerosos autores han basado sus estudios en el
mecanismo de reaccién entre los 6xidos metdlicos y el pH. Se han planteado
numerosas hipdtesis en las cuales se analiza una posible reaccién en la cual una
reaccién entre pares de moléculas de 6xido metélico esté influenciada por el

potencial del pH:
2MO, +2H" + 2¢' S (2,-1)M,0 + H,0

donde se obtiene idealmente una pendiente de -59 mV x pH"' para 25°C. Cuando
estd presente mds de una forma del 6xido metdlico, las reacciones combinadas
pueden modificar el potencial de electrodo. Asi mismo, Fog y Buck, en un trabajo
sobre las limitaciones de los 6xidos conductores de platino, iridio, rutenio, osmio,
talio y titanio como sensores de pH, propusieron algunos mecanismos de reaccién
y justificaron el uso de estos 6xidos porque las formas oxodcidas de los metales de
transicién pueden ser insolubles y estables en medio acuoso [44]. De las teorias
posibles que explican la relacion pH/6xidos metdlicos, la mds probable parece ser
la teoria del “mecanismo de intercalaciéon de oxigeno”, que plantea el siguiente

mecanismo de reaccion:
MO, +28H" +20¢’ S MO, s+ oH,0

En este trabajo, los comportamientos mds nernstianos se obtuvieron para los 6xidos

de iridio y rutenio.

I1.2 Experimental
I1.21 Preparacion del dispositivo

El dispositivo thick film cuya preparacion se describe a continuacién es un
dispositivo sensor de pH preparado mediante tecnologia de capa gruesa o serigrafia
de pasta de 6xido de rutenio sobre sustrato de alimina. Su preparacién fue

realizada en el Laboratorio de Microelectrénica Hibrida del Instituto de Quimica



Molecular Aplicada de la Universidad Politécnica, y el disefio utilizado nos ofrece
un dispositivo en el que se localizan 18 pequeios sensores de pH, ubicados
uniformemente en toda el area del sustrato (nueve en cada cara del sustrato). El
objetivo de localizar todos ellos en el drea del sustrato es analizar la repetitividad
de respuesta de cada sensor (y con ello la eficacia del proceso de impresion); asi
como analizar la conveniencia de ubicacién de un sensor unico a la hora de

preparar un multisensor. El dispositivo preparado se muestra en la Figura 58.

Los sensores se han preparado utilizando pastas comerciales de la marca
HERAEUS de la serie R§8900. La ventaja de utilizar estas pastas con respecto a las
pastas realizadas por el propio usuario es que estdn totalmente caracterizadas,
facilitan la fabricacién, tienen un coste sustancialmente menor y son de facil
adquisicién. Los sensores fabricados de esta forma tienen baja impedancia en

comparacién con los electrodos de vidrio y son miniaturizables.

Las pastas susceptibles de obtener mejores resultados se encuentran entre las series
R8911 (de 1.04 Q/sq de resistencia) y la R8921 (99.5 Q/sq) por ser las que tienen
mayor proporciéon de RuQO, y las que poseen mayor tamafio de grano, aunque la
primera presenta un problema debido a su alto contenido de Ag y Pd que puede
afectar al sensor sobre todo a pH basicos. Por tal motivo, la pasta resistiva de RuO,

utilizada es la de la serie R8921.

La pasta de RuO, se ha serigrafiado sobre pastas conductoras HERAEUS de Ag/Pd
de la serie C1214D, y se ha protegido con una pasta overglace HERAEUS serie
IP9029H resistente al bafio acido. Como se ha comentado anteriormente, el sustrato

utilizado ha sido alimina RUBALIT 708S de CeramTec, de 50x20x0.5 mm.




Figura 58. Sensor de pH de RuQ, (una cara)

En la preparacion se utilizaron tres pantallas debido a las impresiones de las tres
pastas utilizadas (RuO,, Ag/Pd y overglace). La pantalla para la capa conductora
(Ag/Pd) se ha preparado con tela de poliéster de 230 mesh (Saatilene Hitech 90/48
y film de 30 pm (Ulano CDF3). Para la capa resistiva (RuO,) se empled una
pantalla de tela de poliéster de 350 mesh (Saatilene Hitech 120/40) y film de 30 um
(Ulano CDF3). Por tltimo, en la preparacion de la capa protectora de overglace se
utiliz6 una pantalla de tela de poliéster de 180 mesh (Saatilene Hitech 71/55) y film
de 50 um (Ulano CDF5).

El calcinado de la pasta conductora de Ag/Pd se realiz6 a 850°C en un ciclo de 60
minutos, con un pico de 10 min. Para la pasta dieléctrica protectora, el proceso de
quemado se efectué a 600°C en ciclo de 30 min y pico de 5 min. Para la pasta
resistiva de RuQ,, se utiliz6 una temperatura de quemado de 700°C, con ciclo de 60
min y pico de 10 min. La temperatura requerida por el fabricante para este tipo de
pasta es de 850°C, pero en estudios previos [45] se encontré que algunos sensores
de pH de pastas de RuO, de la serie R8921 quemadas a 850°C ofrecian una baja
sensibilidad (inferior a 40 mV/pH), debida fundamentalmente a que estas pastas
utilizan polvo de vidrio en su composicion, el cual, al calcinarse, obstruye las

particulas de RuO, y causa la mala respuesta potenciométrica del sensor.

I1.22 Comprobacion de la resistencia a la corrosion

Dispositivos de dimensiones mds pequefas (10x10x0.5 mm) que el sensor de pH,
pero preparados siguiendo el mismo proceso de impresion y quemado de las tres
capas fueron utilizados para el estudio de la resistencia a la corrosién del material
preparado. Para ello, algunos de estos dispositivos fueron expuestos a distintos
medios y distintos disolventes durante tiempos definidos de 1, 3 y 7 dias. Los

medios y sistemas de disolventes estudiados fueron: agua, H,SO, 107 molar, HNO;



10” molar, NaOH 10~ molar; asi como los disolventes orgénicos etanol y acetona,
ambos puros y al 50% en agua destilada. Para todos los medios y para todos los

tiempos de exposicion, el material mostré una fuerte resistencia a la corrosion.

I1.23 Mediciones potenciométricas. Acondicionamiento y estudio de los

parametros del sensor

Las medidas de potencial de electrodo fueron efectuadas con un equipo
potenciométrico fabricado también por el Grupo de Microelectrénica Hibrida, el
cual permite mediciones simultdneas de sensores thick-film como el que se prepard
mediante conexion directa de este a la tarjeta de adquisicion; asi como mediciones
individuales a través de 15 canales externos, en los cuales se puede conectar un
sensor a la vez en el canal deseado. El equipo estd provisto de un amplificador
operacional OPA129P de alta impedancia (10"°Q) configurado como seguidor de
tension. Posee ademds una tarjeta de adquisicion ADLINK-9112. El programa para
la adquisicion y tratamiento de datos fue desarrollado en VEE Pro. La resolucién
de la adquisicién de datos es de £ 0.6 mV. La Figura 59 muestra el equipamiento

utilizado para las mediciones potenciométricas.

Posterior a la preparacién, el sensor fue acondicionado mediante inmersién
alternada y mediciones del potencial en medios acido y basico fuertes (HNO; 10~
molar, NaOH 10° molar), durante aproximadamente ocho horas hasta

estabilizacion del potencial de cada sensor.

La determinacién de los parametros del sensor, que incluye sensibilidad, potencial
estindar, tiempo de vida, tiempo de respuesta, repetibilidad, etc. se efectud
mediante inmersidon del sensor en disoluciones tampoén de cinco valores de pH
distintos: 4, 5, 7, 9 y 11. Las disoluciones tamp6n fueron: Hidrogenoftalato de
potasio 0.1 M (pH 4 y 5), 4cido N-[2-hidroxietil]piperacin]-N"-[2-etanosulfénico]
(HEPES 0.1 M) (pH 7), a,a,0-tris-(hidroxetil)-metil-amina (TRIS 0.1 M) (pH 9) y



bicarbonato de sodio 0.05 M (pH 11). Todas las disoluciones fueron preparadas

con agua bidestilada.

Todas las medidas de potencial fueron realizadas usando como referencia un
electrodo de Ag/AgCl. El tiempo de medicién en cada disolucién era de dos a
cinco minutos (120 a 300 segundos), con un muestreo de 1 valor de potencial por
segundo. Después de cada inmersion, el sensor era enjuagado con abundante agua

bidestilada.

Figura 59. Equipamiento utilizado en las mediciones potenciométricas.

I1.24 Estudio de los procesos de interferencia

Los procesos de interferencia de iones comunes tales como cloruro, sulfato,
bromuro, ioduro, bicarbonato y cationes alcalinos fueron analizados sobre la
respuesta de potencial del sensor. Siguiendo las recomendaciones de la ITUPAC
[46], el estudio se llevo a cabo mediante el método del interferente fijo y el método
del i6n primario fijo. En el primer método, la respuesta potenciométrica del sensor
fue analizada en disoluciones de cada interferente de concentraciones 107, 107 y
10" molar, y variando el pH entre 3 y 11. El método del i6n primario fijo se utiliz6
debido a que algunos de los interferentes estudiados son afectados por los cambios

de pH (bicarbonato, ioduro). El estudio se llev6 a cabo entonces manteniendo el pH



fijo (valores 5, 7 y 9) y variando la concentracién del interferente desde 107 hasta

107 molar.

I1.3 Resultados

Antes de entrar a describir los resultados obtenidos en la preparacion y
caracterizacién del sensor de capa gruesa para mediciones de pH, comentaré el
resultado logrado con el uso y preparacién del equipo para mediciones
potenciométricas mostrado anteriormente en la Figura 59. Dichas mediciones,
anteriormente se llevaban a cabo utilizando potenciémetros portétiles que
permitian las mediciones en un dnico sensor, y esto hacia muy engorroso y casi
imposible las mediciones en los nuevos sensores o multisensores fabricados. El
equipo permite la realizacién simultdnea de mediciones potenciométricas tanto en
dispositivos multisensores como en sensores simples, permitiendo asi la realizacién
de comparaciones entre ellos. Otra ventaja que ofrece es el seguimiento del
comportamiento o la curva de potencial de cada electrodo estudiado en la pantalla
del ordenador acoplado al equipo; asi como la posibilidad del cambio de
pardmetros de medicién (periodo de medicién, datos por unidad de tiempo,

promedio de datos, etc.) justo cuando se efectiia el experimento.

Un dato adicional: justo antes de realizar la caracterizacién del sensor de pH que
nos proponemos describir, el equipo fue optimizado para disminuir el ruido de la
seflal potenciométrica lo médximo posible. La optimizacién consistié en la
incorporacién de bandas de aluminio adhesivas tanto en el interior como el exterior
del equipo (a modo de caja de Faraday), y una correcta conexién a tierra. Los
cables internos de conexién también fueron apantallados, y ademds las ecuaciones
de conversion de datos fueron reajustadas. Esto se logré de forma considerable,

obteniéndose curvas de potencial con valores que no excedian los 2 mV de ruido.



11.31 Acondicionamiento del sensor

Una vez preparado el dispositivo, la superficie activa necesita hidratarse para
responder a las variaciones de pH, tal y como lo explica la teoria de intercalacién
de oxigeno de Fog y Buck [44]. Adem4s de hidratarse, el sensor debe habituarse a
variaciones bruscas de pH, y para ello, se realiza el proceso de acondicionamiento,
que consiste en la inmersién alternada del sensor durante aproximadamente ocho
horas en disoluciones 4cida y bdsica fuertes de 4cido nitrico e hidréxido de sodio,
de pH 2 y 12 respectivamente. En la Figura 60 se muestra una seccién de este
experimento de acondicionamiento, en el que se observa claramente una respuesta
adecuada de algunos de los sensores del dispositivo a las variaciones bruscas de
pH. Dos aspectos importantes se deben comentar aqui: la sensibilidad o respuesta
del dispositivo expresada como mV/unidad de pH es ligeramente superior a los 59
mV, lo cual es significativo si se tiene en cuenta que el sensor se encuentra en
proceso de acondicionamiento, inicamente expuesto a disoluciones “drasticas”. El
otro punto a destacar es el tiempo de respuesta del sensor, expresado de forma
grifica en la Figura 60 como el tiempo en que se alcanza la estabilidad en la
respuesta potenciométrica. Es 16gico esperar un tiempo de respuesta alto en este
proceso de acondicionamiento, no obstante, se puede observar que los sensores
responden o alcanzan un potencial estable mds rdpidamente cuando estdn expuestos
al medio bésico (zona baja de la curva). A raiz de este comportamiento, se decidié
que en todo el experimento, el dispositivo se almacenaria a pH bésicos (en la
disolucién buffer de pH 9). Es importante destacar ademads la repetibilidad lograda

después de cada inmersion del sensor en el mismo medio.



CANALES 4-9

0.600

0.500

0.400

0.300

0.200

0.100

0.000

-0.100
35 500 1000 1500 2000 2535

1.00 Tiempo
Figura 60. Proceso de acondicionamiento del dispositivo thick-film, medios acido

(HNO; 10” molar) y basico (NaOH 10" molar). Se representa la respuesta

potenciométrica de algunos sensores.

I1.32 Determinacion de los parametros del sensor

La determinacién de los principales pardmetros del sensor de pH preparado por
impresion serigrafica de pasta de RuO, se llevé a cabo mediante inmersion
continua del dispositivo en cinco disoluciones de distinto pH (4, 5, 7,9 y 11). Los
pardmetros analizados fueron sensibilidad, potencial estdndar de electrodo, tiempo

de vida, tiempo de respuesta y repetibilidad.

La sensibilidad es el pardmetro que caracteriza la respuesta del electrodo. Se
expresa en el caso de sensores potenciométricos en mV por década, y en el caso de
la medida del pH, en mV por unidades de pH (mV/pH) y en el caso de obtenerse
curvas potencial de electrodo/pH seria la pendiente de esta. En funcién de la

cercania de ésta a 59 mV, se evalua si la respuesta del sensor es nernstiana o no.

La sensibilidad de cada sensor incluido en el dispositivo thick-film creado se

analiza mediante andlisis estadistico durante todo el tiempo de medicién de la



respuesta potenciométrica que se obtenia después de la inmersién en las cinco
disoluciones tampoén. En las Figuras 61 y 62 se muestran las respuestas de
potencial de algunos de los sensores que forman parte del dispositivo para cada
disolucién referente a distintas etapas del experimento. En ambas grificas se
observa una clara respuesta hacia los cambios de pH, con escalones bien definidos
y con los potenciales mas altos referidos a las disoluciones mds &4cidas. La
respuesta de cada sensor que compone el dispositivo es muy similar, aunque
algunos presentaron derivas de potencial un tanto alejadas del comportamiento
promedio. No obstante, se identific6 que estos sensores en el momento de la
medicién se encontraban ubicados en la cara opuesta respecto al electrodo de

referencia.

Con los datos obtenidos de respuesta de potencial de cada uno de los 18 sensores se
construyé la curva potencial/pH, con el objetivo de calcular la sensibilidad
expresada como pendiente de la curva; asi como calcular ademas el potencial
estandar de electrodo, expresado como la ordenada de la curva de potencial con el
eje x o a pH 0. El resultado de este andlisis determiné un valor de pendiente-
sensibilidad media del dispositivo de 57 = 3 mV/pH, lo cual se considera una
respuesta muy cercana al comportamiento nerstiano. El potencial estdndar del

dispositivo resulté ser 650 £ 20 mV.
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Figura 61. Respuesta potenciométrica de algunos sensores del dispositivo thick-film

frente a las disoluciones buffer de pH 4, 5,7, 9 y 11. 25 de mayo de 2004.
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Figura 62. Respuesta potenciométrica de algunos seiiores del dispositivo thick-film

frente a las disoluciones buffer de pH 4, 5,7, 9 y 11. 9 de junio de 2004.

El tiempo de respuesta determina la rapidez con que el sensor marca el potencial de
la disolucién en la que estd inmerso. Este pardmetro es muy importante desde el
punto de vista que determina la viabilidad del uso del sensor. El tiempo de
respuesta también se determind en el experimento anterior mediante la inmersién
en las cinco disoluciones tampones de pH, y se correspondié a la medicién del
tiempo de respuesta para alcanzar el 95% del valor de potencial estable o final. Si
realizdramos una comparacion entre la respuesta del dispositivo recién preparado
(Acondicionamiento, Figura 60) y la respuesta una vez hidratada su superficie
activa (Figuras 61 y 62) observamos una clara diferencia entre los tiempos de
respuesta. En el proceso de acondicionamiento, cada sensor tarda un tiempo
considerable hasta alcanzar un potencial lineal o estable, incluso se observan
derivas que no se llegan a estabilizar a los 5 min de exposicién en la muestra. Por
el contrario, una vez activada la superficie, la respuesta es muy rdpida para todos

los sensores, obteniéndose lineas de potencial muy estables inmediatamente



después del contacto del dispositivo con una disolucién de pH distinto. Después de
realizar algunos andlisis se determind que el tiempo medio de respuesta del

dispositivo oscilaba entre 3y 5 s.

Para la determinacién del tiempo de vida, se analizaron las respuestas de todos los
dispositivos creados en todo el periodo del experimento (6 meses). Analizando
primeramente el resultado obtenido en el experimento previo del comprobacién de
la resistencia mecdnica y resistencia a la corrosién, y comprobando posteriormente
que el dispositivo ofrecia una respuesta similar al inicio y al final del periodo
experimental de seis meses, consideramos que el tiempo de vida del dispositivo
seria igual a seis meses (utilizdndolo en mediciones diarias). En experimentos
anteriores, Garcia-Breijo [45], basdndose en un seguimiento del tiempo y
eliminando electrodos que por problemas de fabricacién, mecédnicos o de deterioro
conducian a respuestas potenciométricas andmalas, encontré que el tiempo de vida

de dispositivos similares era superior a los 24 meses.

La repetibilidad de la sefial consiste en la capacidad del dispositivo en entregar una
misma lectura o respuesta cuando se repite el mismo valor de la variable medida.
En la Figura 61, aunque solamente nos muestre una porcién de la curva de
respuesta del dispositivo, podemos observar la repetibilidad de sefial para el
tamp6n de pH 9 (el experimento comienza a pH 9, y luego se repite a tiempo
aproximado de 480 segundos). Sin embargo, existe una ligera deriva entre las
mediciones realizadas en distintos momentos del experimento. En la Figura 62 se
observa una respuesta con potenciales ligeramente superiores a los obtenidos

previamente (Figura 61), aunque en ambos casos, la sensibilidad es la misma.

I1.33 Estudio de los procesos de interferencia

En estudios anteriores se han detectado procesos de interferencia a la sefial de
electrodos thick-film de RuO, frente a iones comunes como el cloruro. En la tesis

doctoral presentada por Garcia-Breijo [45], el autor detecté que para



concentraciones de cloruro superiores a 10 molar, la sefial del electrodo expuesto
a disoluciones de pH 7 y 9 sufria interferencias. Asi mismo, Atkinson y Cranny
[47] encontraron que los electrodos thick film hidratados en disolucién de HCI y
expuestos constantemente a pH 4cido sufrian un cambio en su sensibilidad y en su

potencial estandar.

El estudio de los procesos de interferencia en el dispositivo creado se lleva a cabo
frente a iones comunes tales como cloruro, sulfato, bromuro, yoduro, bicarbonato,
fosfato y cationes alcalinos, en disoluciones de pH 5, 7 y 9. Como se comenté en la
seccién experimental, estos estudios se realizan mediante dos métodos de andlisis
estipulados por la IUPAC: método del interferente fijo y método del ion primario

(en este caso pH) fijo.

En el método del interferente fijo, el sensor se sumergia en disoluciones de cada
ion interferente y se variaba el pH desde 3 hasta 11. Las concentraciones de cada
disolucién de interferente eran de 107, 107 y 10" molar. El efecto de la
interferencia se detecté mediante disminucién de la sensibilidad media del sensor
obtenida en cada una de las disoluciones en comparaciéon con la sensibilidad
obtenida previamente sobre las disoluciones buffer. La disminucién de la
sensibilidad fue detectada en casi todas las especies anidnicas estudiadas, siendo el
ion yoduro el causante de la mayor disminucion (la sensibilidad cayé a 48 mV/pH
para concentraciones de 10° M y 41 mV/pH para 10" M). Légicamente, al igual
que para el yoduro, el efecto de la disminucién de la sensibilidad del sensor era
méas marcado en las disoluciones interferentes mds concentradas. Frente a cationes

alcalinos, la sefial del dispositivo no experimenté cambios considerables.

En el método del ion primario fijo, el sensor se sumergia en disoluciones
reguladoras de pH, y se realizaba un seguimiento de la respuesta de potencial
realizando adiciones de cantidades conocidas de especies interferentes. El
comportamiento se estudié a pH 5, 7 y 9. Al igual que ocurri6 en el experimento
anterior, en este experimento, la sefial estable del sensor experimentd

disminuciones bruscas de potencial una vez las concentraciones de los aniones



interferentes superaran los 10™* moles por litro. Se encontré que todas las especies
anionicas adicionadas inducian tal variacidén en la sefial, la cual se acrecentaba a
medida que el sensor se exponia a concentraciones mayores de interferente. En las
Figuras 63 y 64 se pueden observar los comportamientos de la curva de potencial
en el método del ion primario fijo para adiciones de cloruro y yoduro, todas
manteniendo un pH fijo de 7. Los saltos bruscos de potencial de electrodo quedan
bien definidos una vez se realiza la adicidon del interferente (a la concentracién
capaz de interferir en la sefial), y se puede determinar el grado de interferencia
reflejado por la caida de potencial que se genera, siendo claramente mucho mayor
para el yoduro (Figura 64), causante de una disminucién de mas de 20 mV en casi
todos los sensores del dispositivo, en comparacion al potencial inicial de electrodo.
En la Figura 65 se representa el estudio a pH 9, donde la respuesta de potencial del
sensor en funcién de la concentracién de cada especie interferente muestra un
comportamiento similar al detectado a pH 7. En el estudio a pH 5, la respuesta del
sensor mostrd algunas anomalias, que aunque no se representan, inducen a pensar
que el patrén de comportamiento frente a los aniones es similar al mostrado
anteriormente. En la aplicacion de este método tampoco se encontraron

interferencias significativas de las especies catidnicas.
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Figura 63. Estudio de la interferencia del cloruro. Método del ion primario fijo. pH 7.
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Figura 64. Estudio de la interferencia del yoduro. Método del ion primario fijo. pH 7.
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Figura 65. Respuesta de potencial del sensor de capa gruesa en funcién de la
concentracion de interferente (Método del ion primario fijo pH 9). (CI' (¢); Br’ (a);
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El hecho de casi todas las especies estudiadas (a excepcién de los cationes)
interfieran en la sefial del sensor, induce a pensar que existen en la superficie del
dispositivo especies que presentan cierta afinidad con los interferentes, y que por
ende, dicha afinidad afectard la sefial del electrodo en las medidas de pH en
presencia de ellos, ya sea por apantallamiento, adsorcién superficial o por simple

afinidad quimica (reacciones redox).

Existen dos posibles alternativas que podrian generar tal afinidad con los
interferentes: que el RuO, interactie con los interferentes, o que algunas especies
(incluidos 6xidos de metales) que se encuentran formando parte de la composicién

de la pasta de RuO, utilizada sean los causantes de tal afinidad.

Es bien sabido que debido a su funcidn, las pastas resistivas tienen una formulacién
més compleja que las conductoras, normalmente formadas por aleaciones de

6xidos. El polvo de RuO, estd comercialmente disponible en rangos de tamafios de



particulas de 5 a 100 nm, y como las particulas de RuO, son muy pequeifias, el
polvo tiende a aglomerarse. Para eliminar esto, las casas comercializadoras de
pastas suelen utilizar algunas sustancias, entre ellas polvos de vidrio. El polvo de
vidrio que se suele utilizar es borosilicato. Una composicién tipica de borosilicato
incluye los 6xidos de plomo, boro, silicio, y algunos otros, como componentes
principales y en niveles nada despreciables en comparaciéon al RuO, como parte
activa de la pasta. Ademds de la funcién anterior, el vidrio de borosilicato es

determinante en algunas de las caracteristicas de la pasta.

Para analizar entonces si el RuO, como parte activa de la pasta utilizada es el
causante de la afinidad con los elementos interferentes, se lleva a cabo un estudio
que incluye la preparaciéon y caracterizaciéon de un electrodo de Ru/RuQ,,
confeccionado mediante oxidacién controlada de una barra de rutenio metdlico de
25x2x2 mm y de una pureza superior a 99.9% (Adquirida en la casa Goodfellow).
El proceso de oxidacién se llevo a cabo usando un potenciostato, la barra metalica
se sumergié en medio basico a pH 9 y se aplicaron ciclos de potencial de 0 a 1.5 V.
Posteriormente se introdujo la barra en la estufa a 120°C durante ocho horas hasta
obtener una capa de 6xido adecuada. Debido a que este experimento constituyé una
prueba adicional para identificar las causas de la afinidad con las especies
interferentes, todo el proceso de caracterizacion y estudio de interferentes no serd
descrito detalladamente en esta tesis, sino que solamente se expondridn los

resultados finales.

El electrodo mostr6 una muy buena respuesta frente al pH, cercana al
comportamiento nernstiano, con una sensibilidad de 58 + 1 mV/pH, un potencial
estdndar de 606 + 1 mV, y reproducibilidad alta/tiempos de respuesta bajos (Ver
Figura 66). El hecho de que la pendiente obtenida sea cercana a los 59.16 mV/pH
(comportamiento nerstiano) indica que en el proceso redox de este electrodo se
intercambia un unico electrén, por lo cual un posible esquema de reaccién cuando
el electrodo se sumerge en disolucién involucrard una mezcla superficial de dos
especies de 6xidos de rutenio. La probabilidad de que esta mezcla esté presente

también en el dispositivo thick-film, y por ende, ocurra el mismo proceso de



reaccion y respuesta al pH es evidente. El esquema de reaccién se presenta a

continuacion:

2RuO,(s) + 2H" (ac) + 2¢” S Ru,0; (s) + H>O (1)
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Figura 66. Respuesta potenciométrica del electrodo Ru/Ru,03/RuQ,.

En el estudio de los procesos de interferencia sobre la respuesta del electrodo de
barra de Ru se siguié el mismo procedimiento que para el sensor de capa gruesa.
Como resultado, se encontré que la sefial potenciométrica no se ve interferida por
la presencia de iones comunes en concentraciones hasta 0.1 molar, a excepcién del
ion yoduro, que induce una caida de potencial extrema del electrodo cuando se
encuentra sumergido en disoluciones de concentracién superior a 10~ molar de este
anién y a pH 5 o inferior (Figura 67), producto de un proceso de oxidacién del ion
I por el RuO,. Este proceso no ocurre para el Cl ni el Br™ pues los potenciales de

oxidacién de estos aniones son mayores que los del par RuO,/Ru,O;.
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Figura 67. Estudio de la interferencia del yoduro para el electrodo Ru/Ru,03;/RuQ,.
Método del ion primario fijo. pH 5.

El hecho de que en un electrodo puro de rutenio/6xidos, en el que unicamente
podrian ocurrir procesos redox o superficiales en los que sélo se verian
involucradas (por parte del electrodo) las distintas especies de rutenio, y en el que
no se ha detectado afinidad alguna por especies interferentes de aniones comunes
(excepto yoduro) indica claramente que la causa fundamental de la interferencia en
la sefial potenciométrica del dispositivo thick-film de pasta de RuO, es la cierta
afinidad entre los aniones interferentes con otras especies activas que se encuentren
formando parte de la composicion de la pasta resistiva. Como se ha comentado
previamente, las pastas resistivas utilizan vidrios en su composicion, que incluyen
cantidades de 6xidos de metales como plomo, silicio, entre otros, los cuales en un
momento dado podrian convertirse en sustancias activas en dependencia del medio.
Para conocer con exactitud la composicion de la pasta de RuO, serigrafiada en el
dispositivo, se realizaron pruebas microscopicas (Scanning Electron Microscopy)
en un equipo JEOL JSM 6300 provisto de un detector EDX (Energy dispersive X-
Ray absorption) sobre la superficie de uno de los sensores. Los resultados de este
andlisis se muestran en la Tabla 18. El componente mayoritario es el silicio

(posiblemente formando silicatos de calcio u otros). El rutenio se encuentra en



niveles considerables, aunque otras especies como el plomo, que podrian formar
oxidos superficiales activos, también se encuentran en concentraciones altas. El
magnesio, aunque podrian formar 6xidos superficiales, se encuentra en niveles

bajos en comparacion con el resto de los componentes.

Tabla 18. Composicién superficial del sensor thick-film de RuO,

Elemento Fraccion molar (%)
Si 46.5
Ca 7.8
Mn <5
Ru 24.0
Pb 16.7

Analicemos las especies de 6xidos de plomo como posibles especies activas en la
superficie del sensor. Segin Schock y Gardels [48], los 6xidos de plomo
(especificamente Il y IV) en contacto con el medio acuoso pueden sufrir un nimero
de reacciones tales como la disolucién a pHs 4dcidos formando las especies idnicas
Pb,", Pb,", Pby(OH),*" y Pb(OH)"; asi como la disolucién a pHs basicos debido a la
formacién de hidroxocomplejos del tipo Pb(OH);", PbO,H’, PbO32’, etc. Ademas,

en presencia de algunos aniones, podrian formar especies insolubles del tipo

PbX " . En el esquema de la Figura 68 se representan algunas de las posibles

n+m*

reacciones de los 6xidos de plomo en medio acuoso.
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Figura 68. Especies involucradas en reacciones directas con los 6xidos de plomo IT y

IV en medio acuoso.

Teniendo en cuenta el esquema anterior, y ademds analizando la escasa o nula
afinidad de los 6xidos de rutenio por los aniones capaces de interferir la sefial del
electrodo de capa gruesa, asumiremos que dicha interferencia ocurre por la afinidad
que existe entre las especies de 6xido de plomo presentes en la superficie del
sensor, capaces de formar especies insolubles del tipo PbX, o PbX,, en funcién del

medio y de las especies anidnicas presentes.

I1.34 Magnitud de los procesos de interferencia: Coeficiente de

selectividad potenciométrico K*”

La magnitud o grado de un proceso de interferencia se puede determinar mediante
el célculo del coeficiente de selectividad potenciométrico (K*”), el cual define la
capacidad de un electrodo selectivo de distinguir una especie respecto a otras

presentes en el medio de medicion.



A finales de la década de los sesenta, numerosos investigadores comenzaron a
aplicar la ecuacién de Nikolski-Eisenman (NE) [49, 50] para calcular los
coeficientes de selectividad en procesos de interferencia de electrodos. De esta
forma, la ecuacién se hizo muy popular, e incluso hoy en dia, se sigue utilizando
como una herramienta para describir el comportamiento del potencial de un

electrodo en presencia de especies interferentes.

RT A
AEI.!]. = AEI.O + —Fln a; + Ki{’;'aj/z’ Ec. de Nikolski-Eisenman.
Z;

donde:

a;, a; son las actividades del ion primario i y el interferente j respectivamente,

mientras que z; y Z; Son sus cargas.

K ;[,7 ;’ es el coeficiente de selectividad (o constante de interferencia) de j con

respecto a i.
R, F son las constantes de gases y de Faraday respectivamente.

T es la temperatura absoluta (expresada en K)

Sin embargo, durante algunos afios se generd cierta controversia en lo concerniente
al uso incorrecto de la NE para la caracterizacidn electroquimica de los electrodos.
En el articulo de Umezawa y colaboradores [51] se analizan algunas de las causas
por las cuales los cédlculos de los coeficientes de selectividad potenciométricos se
realizan de forma incorrecta. Las causas que mds destacan son la poca validez de
las suposiciones tedricas usadas en el cdlculo y las diferencias entre los
mecanismos de respuesta de los electrodos que se estudian comparados con

mecanismos de transferencia de carga, para los cuales la NE fue establecida.



En el célculo de los coeficientes de selectividad potenciométricos del dispositivo
thick-film preparado previamente, el primer modelo utilizado para ello fue la
ecuacion de Nikolski-Eisenman. Légicamente, los resultados iniciales mostraron
coeficientes de selectividad anémalos y cuyo valor no aseguraba una validez fisica,
todo ello por dos motivos: el dispositivo es un electrodo de composicién compleja,
que presenta varias especies/sistemas activos los cuales gobiernan la respuesta
potenciométrica del sensor; y ademads, el sensor es un electrodo en estado sdlido, en
el cual los procesos de transduccidn, ya sean reacciones redox, adsorciones fisicas,
etc., ocurren en la superficie del dispositivo siguiendo mecanismos distintos a la

transferencia de carga a través de una membrana selectiva.

En el siguiente Capitulo de esta tesis se expondran los resultados obtenidos en la
preparaciéon y aplicaciéon de modelos tedricos que describen los procesos de
interferencia en electrodos en estado s6lido que siguen un mecanismo de
transduccion diferente al transporte a través de membranas. Los modelos que se
presentardn a continuacién permitirdn realizar un andlisis del comportamiento del
potencial del sensor de capa gruesa de RuO, mediante el calculo de los coeficientes
de selectividad potenciométrico de cada una de las especies que interfieren en las

medidas de pH.

I1.4 Conclusiones del Capitulo

La tecnologia de capa gruesa se presenta como una alternativa interesante en la
preparacion de sensores quimicos en nuestros dias. Cualquier tecnologia en la que
la disminucién de los costes de produccién unida a la creacién de dispositivos
fiables, resistentes y que ofrezcan una rdpida respuesta en un andlisis quimico
resulta sustancialmente explotable tanto por la comunidad cientifica, que se
encarga de realizar las investigaciones, como de las industrias encargadas de

explotar su aplicabilidad.



En este capitulo se expuso el resultado de la preparacion y caracterizacién de un
sensor de pH, fabricado mediante la tecnologia de capa gruesa, utilizando para ello
pastas comerciales de 6xido de rutenio. El hecho de analizar la viabilidad del uso
de pastas comerciales en la creacién de un sensor de pH resulta de interés ya que

permitiria reducir los costes de produccidn de este tipo de dispositivos.
Las conclusiones del capitulo se presentan a continuacion:

¢ Se disefia un sensor de pH mediante tecnologia de capa gruesa utilizando como
sustancia activa una pasta resistiva comercial de RuO, de la casa HERAEUS.
El dispositivo creado presenta una alta resistencia mecdnica y a la corrosidon en
medios dréasticos. Los pardmetros del dispositivo mostraron una alta
sensibilidad al pH (comportamiento cercano al nerstiano con 57 mV/pH), bajos
tiempos de respuesta (entre 3 y 5 segundos), alta repetibilidad y tiempos de

vida elevados (superiores al tiempo de experimento de 6 meses).

* Como dato menos significativo, el dispositivo creado mostré cierta selectividad
hacia aniones comunes, los cuales interferian la sefial potenciométrica de las
mediciones de pH. Dicha interferencia se debid a la presencia de cantidades de

oxidos de plomo en la composicidn de la pasta resistiva utilizada.

El dato de la selectividad del sensor creado hacia algunos interferentes debido a la
presencia de 6xidos de plomo en la pasta comercial podria ser tomado como punto
negativo para este. Sin embargo, la respuesta cruzada de este sistema u otros

similares podria ser usada en el desarrollo de lenguas y narices electrénicas.
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Capitulo 111

Modelos teoricos para el estudio de los
procesos de interferencia en electrodos de

estado solido

II1.1 Introduccion



Durante mucho tiempo, los electrodos simples metdlicos se han utilizado en
numerosas aplicaciones, por ejemplo: con electrodos de oro y platino se puede
llegar a determinar el potencial redox de algunos sistemas [1, 2]; mientras que
electrodos de platino, iridio titanio, plomo, estafio, rutenio, etc., han sido utilizados
en mediciones de pH [3-6]. Algunos sistemas/electrodos metélicos recubiertos con
sales u 6xidos propios (del tipo M/MX/MO), se han aplicado en determinaciones
del contenido anidnico en disolucion o incluso como electrodos de referencia [7,

8].

Como ya se coment6 en el Capitulo II de esta tesis, para el estudio de procesos de
interferencia de electrodos selectivos se comenzd a aplicar de forma masiva a
finales de los afnos sesenta la ecuacién de Nikolski-Eisenman (NE), la cual se hizo
muy popular, e incluso hoy en dia se sigue aplicando para las determinaciones de
los coeficientes de selectividad K””. Sin embargo, con el paso de los afios, en la
comunidad cientifica se han generado ciertas dudas sobre el uso de la NE
fundamentalmente para el cédlculo de los K”” en sistemas electrodo/interferente,
debido a que en ocasiones se calculan valores de coeficientes de selectividad sin
sentido fisico. Estas incongruencias vienen generadas fundamentalmente por la
poca validez de las suposiciones tedricas usadas en el cdlculo y aplicaciones
erréneas del modelo NE sobre mecanismos de respuesta electrédica distintos de
transferencias de carga a través de membranas, para los cuales la NE fue
establecida. En nuestra opinién, la segunda causa es la mds importante para una

correcta solucion de los problemas surgidos en los estudios previos.

Una clasificacion general establece que existen dos tipos de electrodos: electrodos
farddicos y no farddicos. Los electrodos farddicos se denominan de esta forma
propiamente pues su potencial eléctrico vienen generado a raiz de un proceso redox
(potenciometria farddica). Este grupo se puede subdividir en: electrodos de orden
cero (que incluyen los sistemas metal inerte/par redox), electrodos de primer orden
(sistemas del tipo M/M"), de segundo orden (M/MX/X") y por dltimo, de tercer
orden (M/MX/NX/N").



En los electrodos no farddicos, el potencial eléctrico es causado por procesos de
absorcién o adsorcién, asi como por intercambio iénico en la interface electrédica

(o transferencia de carga a través de una membrana).

Para los electrodos no farddicos de membrana, el potencial generado se asocia al
trabajo eléctrico del transporte i6nico a través de la membrana permeable. La
ecuacion de Nikolski-Eisenman fue concebida especificamente para electrodos de
este tipo o similares, por lo tanto constituye las bases para las metodologias de
calculo de los coeficientes de selectividad de los procesos de interferencia sobre

este grupo de electrodos.

En resumen, la aplicaciéon de modelos del tipo NE sobre estudios de procesos de
interferencia de electrodos distintos a los electrodos de membrana conllevaria
incongruencias debidas a asumir, entre otros aspectos, falsos mecanismos de
generaciéon de potencial eléctrico. El objetivo fundamental en este capitulo es
dilucidar y proponer modelos teéricos que expliquen o describan de forma
adecuada los procesos de interferencia en electrodos en estado sélido, los cuales
generalmente presentan mecanismos de respuesta distintos a la transferencia de
carga a través de una membrana. La hipdtesis a seguir en el planteamiento del
modelo es que el potencial de electrodo se genera debido a los cambios en la
actividad de las especies en la superficie electrédica debido a reacciones
heterogéneas entre dichas especies. Los modelos se planteardn y verificardn en
electrodos metdlicos simples del tipo M/MX/MO, y como objetivo final, se
aplicardn en el estudio de los procesos de interferencia obtenidos para el

dispositivo thick-film de RuO, disefiado y caracterizado en el Capitulo II.
I11.11 Limitaciones de la Ecuacion de Nikolski-Eisenman

Hacia finales de los afios sesenta, numerosos investigadores estudiaron procesos de
interferencia en electrodos ISEs siguiendo las indicaciones de la Ecuacién de
Nikolski-Eisenman o proponiendo nuevas ecuaciones que de una forma u otra
estaban emparentadas con la NE. Garrels y colaboradores introdujeron en 1962 una

ecuacion empirica que describia el potencial no sdlo de cationes monovalentes (la



NE se aplicaba dnicamente sobre sistemas catidénicos monovalentes) sino también
sobre divalentes [9]. Con la ecuacién propuesta se lograba una descripcion del
potencial de electrodo, sin embargo, en el estudio de las interferencias, el andlisis
no mostraba con claridad hasta que punto los resultados obtenidos en los calculos
de los coeficientes de selectividad podrian ser usados de forma apropiada. En el
estudio de la respuesta de un electrodo selectivo a Ca™ en presencia de K* como
interferente, se analizé la interferencia con concentraciones de ambos iones
superiores a 10™* molar. La curva de potencial mostré una respuesta mucho mas
nerstiana para el ion calcio, indicando la mayor selectividad del electrodo hacia
esta especie. Teéricamente, un valor de K’ cercano a 1 indicaria que el electrodo
responde de forma similar hacia ion primario e interferente. Sin embargo, los
autores encontraron valores de K" de 42.8 para este sistema estudio, que resultan

exageradamente altos para ser tenidos en cuenta como un resultado analitico.

En el momento en que la NE se hizo popular, problemas similares como el ejemplo
anterior surgieron sobre la determinacidén de coeficientes de selectividad para
sistemas ion primario/interferente de cargas desiguales [10-13]. Después de
numerosas consideraciones sobre este aspecto, se llegé a la conclusién de que el
célculo de los coeficientes de selectividad mediante la NE o ecuaciones
modificadas basadas en ella resulta inadecuado para sistemas en los que las

especies primaria e interferente tengan carga distinta.

Otro factor causante de algunos errores en las determinaciones de coeficientes de
selectividad mediante la NE es, sin duda, el comportamiento no nerstiano de la
respuesta potenciométrica de los interferentes. En el estudio realizado por
Umezawa y colaboradores [14] sobre las incongruencias generadas en el uso de la
NE, se analizaron las curvas de potencial obtenidas para algunos de los electrodos
selectivos tipicos, como por ejemplo: FISE, BrISE, NO;ISE, Ca™ISE y K'ISE.
Dichas curvas mostraron con claridad que la mayoria de los interferentes exhibian
pendientes no nerstianas (el electrodo de fluoruros basado en LaF; mostré una
tipica respuesta de -59 mv/década, mientras que el OH™ como interferente mostré -

32 mV/década). Nuevamente, suponer la aplicabilidad de la NE sin tener en cuenta



algunos aspectos sobre los cuales esta fue dilucidada conlleva errores. La NE fue
previamente establecida para el electrodo de vidrio y la interferencia de iones
alcalinos, por lo que inicialmente no se esperaba que fuese usada universalmente
para cualquier tipo de electrodo selectivo moderno, para los cuales 16gicamente los

interferentes no exhiben un comportamiento nerstiano.

I11.2 La hipétesis al modelo: el cambio de actividad de especies solidas

La hipdtesis al planteamiento del modelo que proponemos para el estudio de los
procesos de interferencia en electrodos sélidos consiste en los cambios que se
observan en el electrodo cuando una reaccién heterogénea ocurre en la superficie
(ejemplo, una reaccién metatéctica). Comenzaremos la introduccién del modelo
planteando ciertos aspectos tedricos plenamente establecidos con el objetivo de
entender que el cambio en la actividad ocurre como consecuencia de las

transformaciones de un sélido en otro.

Es bien conocido que la actividad tanto de un liquido como un sélido en estado
estdndar es igual a la unidad. Es bien conocido también que para una mezcla ideal
de liquidos (sistema binario, por ejemplo: un liquido A y un liquido B ambos en
equilibrio con sus fases vapor), la actividad de A es igual a su fraccién molar (y
ademds a su presion o actividad del vapor A):

P, _ZXa 'Rgx _ — S

0 Pvg X4 = a(liquido) ,

VA

a(vapor) , =

donde:
P,y Pvg son las presiones parciales y parcial estdndar de A
X eslafraccion molar de A

a, eslaactividad de A en fase vapor y liquida



De forma similar, la actividad (o fracciéon molar) de un sélido C que se va
transformando parcialmente en un nuevo sélido D cambiard de acuerdo con el
cambio en las fracciones molares de ambos sélidos. Asi, si asumimos que ocurre
una reaccién metatéctica, por ejemplo: la transformacién de AgCl en AgBr en
presencia de ion bromuro, la actividad de AgCl variarfa desde 1 (cuando Br™ no

estd presente) hasta 0 (cuando todo el CI fue sustituido por Br’):

n n ) n
a(AgCl) :IAgCZ — AgCl — AgCl N a(SOlld)i =t
Npect T Magp, n

oi oi

(1)

donde:

X agcr ©s la fraccion molar de AgCl
Mygcr» Mg SON las cantidades molares de AgCly AgBr respectivamente

n, es la cantidad molar inicial de i

Esta aproximacion estd de acuerdo con la definicién de actividad como un nimero
adimensional a;igual al cociente (YC/Cy;), donde v seria el coeficiente de actividad.
Cuando asumimos un comportamiento ideal (y=1) la actividad serd igual al

cociente de concentraciones o moles:

n;
C; _ 4 n;

a=—t="Y = 2)

i
Co, ”Oz/ My
\%

Donde C; es la concentracién de i y Cy es la concentracién de referencia

(normalmente igual a 1). Obviamente, esta relacién seria real si el volumen
ocupado por i permaneciera constante o con muy poca variacién durante la

reaccion.



Para comenzar el planteamiento del modelo, analizaremos una situacién general en
la cual un electrodo metélico (M), parcialmente cubierto por su propio 6xido (MO)
se encuentra en contacto con una disolucién la cual contiene la especie anidnica X,
capaz de formar un precipitado insoluble con el metal. Esta situacién se representa

en el esquema de la Figura 69.

K . Klpot
M* <E= M(OH),(s)=—= MX,

Ko

MO(s)
Figura 69. Especies involucradas en los procesos de equilibrio para un sistema M/MO
en presencia de un anién interferente X'

Si asumimos por conveniencia que el sistema M/MO responde al pH, podremos

definir la reaccién del proceso de interferencia como:

M(OH),(s) + 2X (ac) 5 MX,(s }+ 20H (ac)

K=" (3)



donde K I” “" es la constante de interferencia del proceso debido a la presencia de X .

Para el sistema simple M/M"" 1a ecuacién de Nerst correspondiente seria:

o 59.16. a
E_EM”/M - 2 log(MA;I—Z)

4

En condiciones de comportamiento potenciométrico ideal, donde la intensidad a
través del electrodo es nula, no se deberian esperar cambios debidos a procesos en

la superficie, y por lo tanto:

y consecuentemente:

popo 916, 1
2 (M+2)
0 __ 0
(E _EM*Z/M)

donde ha sido asumido que la actividad del metal M es igual a la unidad. En
general, esta aproximacién es adecuada para un sélido en contacto con una
disolucién simple. Sin embargo, en una mezcla de s6lidos presentes en el mismo
electrodo y que se pueden reconvertir unos en otros, tal aproximacién no seria

aceptable. Un esquema general de esta situacion se muestra en la Figura 70.

MO(s)

M(s)




Figura 70. Desplazamiento del equilibrio del sistema M/MO en presencia de X".

En este caso, al alcanzar el equilibrio, se puede establecer que:
(nMO )o =Ny Ty omy, Ty Ty, &)

donde (ny0)0 es la cantidad inicial de moles de MO a la superficie del metal.
Entonces, tenemos que:

VIM™)  Myon Mo Mx (M™*)
1= + L+ + L = + Ay o), T o +ayy, (0)

(”MO )o (”Mo )o (”MO )o (”Mo )o C,

Aqui @y o), > dye and a,, se corresponde con las actividades de las especies

s6lidas M(OH),, MO y MX, respectivamente. Ademds, hemos definido
previamente C, como el cociente (ny0)/V. En principio, Cy puede ser definido para
cada estado de oxidaciéon del proceso redox, referido a cualquier especie
involucrada en el equilibrio. Despejando el término actividad de MX, de la

ecuacion 3 tenemos que:

-\2
a —gpor S, X (7)
MX, I (OH_)Z

Por otra parte, para el equilibrio MO(s) + H,O 5 M(OH); (s), tenemos que:

a a
_ Ymoom), _ “moom), . _
K, = = y ademds a,,, =

Ayno%u,0 Ayo K,

aM(OH)z

(8)

_(M”)OH")

despejando Ay om)y, - Ay omy, = I%
Ay om), ps

« _(M7)NOH)

pPs

)

Posteriormente, sustituyendo las ecuaciones 7 y 9 en 6, y despejando el término

(M?*) obtendremos:



1

-\2 —\2 pot —\2

1 (OH)’ (OH) K["(X)
C, K, KK, K

A

(M*?) = (10)

pPs

Esta nueva ecuacién puede ser combinada con la ecuacion 4 para dar:

+2 -
M™IM 2

' 1 K pot
Ee g 59 1610g( +K, (OH_)2+C1+ ‘ (X—)zj an

0" ps 0 ps

Esta ecuacion representa la respuesta potenciométrica de un sistema electrédico
M/MO como sensor de pH y en presencia del anidn interferente X'. Un ciclo
termodindmico simple permitird obtener una relacién entre el coeficiente de

selectividad de la interferencia Kl""’ y algunas constantes de productos de

solubilidad de las especies M(OH), (K,,) y MX, (K,,"™)

M(OH)y(s) S M**(ac) + 20H (ac) K

PSS

M**(ac) + 2X (ac) S MX;(s) 1/ K™

pPs

M(OH),(s) + 2X (ac) 5 MX,(s) + 20H (ac) Klp’”

K pot _ KPS (12)
1 K M

ps

En este punto, seria importante aclarar que las ecuaciones 11 y 12 son soluciones
particulares para un problema especifico y por lo tanto, un sistema electroquimico
distinto tendria una solucién o soluciones diferentes. La ecuaciéon 11 puede ser

reescrita como:

. 1+K . KK, KK __
E=pg°, - 16log 0 39 16log (OH > +— 2o 4 20 (x—y2 | (13)
MM 2 KoK, 2 C,(1+K,) 1+K,



aqui, si K, fuera mucho mayor que 1, el cociente Ky/(1+K)) seria aproximadamente

igual a 1, entonces la ecuacion 13 puede ser expresada de la siguiente forma:

E=E’ - log

+2
MM 2

59.16 1 59.16
2

0

K
1og[(0H-)2 +C—”‘+ K,”"’(X’)zj (14)

ps

lOg e 15

pPs

o s . . 0 0 _
serfa fécil verificar que: EM(OH)Z/M —EM”/M 5

por lo tanto, sustituyendo 15 en 14, tendremos:

E=Ey om.m —59‘16105,{(0151)2 LS Kf”’(X)ZJ (16)
: 2 C,
El uso de las ecuaciones 13 y 16 permitiria la prediccién e interpretacion de la
respuesta potenciométrica de un electrodo tipo M/MO/MX/H*, X en funcién del
pH y de la concentracién del anién X. Ademds, considerando al OH como ion
primario, la ecuacién 16 indica que la respuesta del electrodo es interferida por los
aniones que forman sales insolubles con el ion metédlico y permite determinar el
correspondiente coeficiente de selectividad de este proceso. La ecuacién 16 ademds
establece una relacion matematica similar a la ecuacion de Nikolski-Eisenman,

pero con algunas diferencias importantes a destacar:

1. La ecuacién 16 ha sido obtenida a partir de un modelo basado en una reaccién
de equilibrio redox en fase heterogénea M/MO/MXyH', X, donde las
diferentes fases fisicas han sido tenidas en cuenta.

ii. El signo que precede al término logaritmico en la ecuacién 11 es siempre
negativo, mientras que en la NE dependerd del signo del ion transportado a
través de la membrana.

iii. En la ecuacidén 16 existen tres términos, el primero relacionado con el ion
primario, el segundo con el cociente K,/Cy, y el tltimo relacionado con la
especie interferente X'. La NE estd unicamente concebida para dos términos

relacionados con las especies primaria e interferente respectivamente. El



término K,/C, representa las caracteristicas fisicas y la “historia” del electrodo
(desgaste, memoria, etc.) y puede contribuir considerablemente a la respuesta
electrédica.

iv. El modelo propuesto establece que el coeficiente de selectividad K IP " puede ser

calculado a partir de constantes comunes de equilibrio relacionadas con las

especies involucradas (K, K, etc.). El KI"’” en la NE esta relacionado con las

movilidades i6nicas u, o u.a través de la membrana.

II1.3 Otras expresiones equivalentes

Relaciones equivalentes pueden ser establecidas a partir de las ecuaciones 13 y 16.

Por ejemplo, sustituyendo (OH") en 16 a partir de:

2

K, =(OH YH") — (OH" ) = _

(H")?
obtendremos entonces que:
59.16 59.16 1 K, K" __
E=Eyom,/n —TlogKfv— 5 logL[_F)2 +C01p(fv + Klf (X )2} (17)

Esta ecuacién podria ser reajustada a una estructura similar a la NE donde el ion

primario sea el H" y el interferente sea X:

59.16 1 K .
E=E’-— lo +— P L KX 18
2 2 g|:(H+)2 COK:) I ( ):| ( )

Comparando las ecuaciones 17 y 18, es obvio que:

pot

E) = By gy ~591610g K, (19) v K[ =S ()

2
w



Una relacién similar puede ser obtenida se consideramos X como ion primario y

OH como interferente. Para ello, despejamos KIP”’ en la expresiéon 16 para

finalmente obtener:

59.16 K -
E=E}- logl (X ) +—2_ + K" (OH")* 20
3 g{( ) cxr th ( ) } (20)
5916 pot pot”” 1
donde: Ej = EL(OH)Z,M —TlogK,’ (22) y K/ = F 21

Asi mismo, considerando M** como ion primario y H" u OH” como interferente, se

obtendria entonces la siguiente expresion:

ot
E=E) ., —¥1og CL+KL(0H—)2 +I%(X‘)2 (22)
0 ps ps
Observando estas ecuaciones, se ve claramente que cuando el ion primario fuera un
cation, el potencial de electrodo es proporcional al logaritmo del inverso de la
actividad del cation; mientras que para un sistema con un anién como ion primario,
el potencial es proporcional al logaritmo de la actividad del anién. La Tabla 19

resume las expresiones obtenidas para el potencial electrédico y para el coeficiente

de selectividad de algunas combinaciones de sistemas ion primario/interferente.

Tabla 19. Expresiones matematicas para el potencial de electrodo y los coeficientes de

selectividad de algunas combinaciones de sistemas ion primario/interferente.

fon | Interf. E(mV) K E'(mV)




Prim.
K
i ) E10—59'1610g{(0H_)2+ P KP(XT)? , 0
OH X Co K E,
59.16 1 K s o o
H* X BT log{(H+)2+COII;?+KfI(X )2} I B = 5916PK,
K
59.16
59.16 ) K, o 1 E} ———log K"
X OH Eg—TIOg{(X )2+Coléf"/+K} (OH )2} Klpot
K por” K? g0~ 216100 g po
X H AE2—59'1610g (X)) + ps +K, w 1 . og K,
2 C()K]Pm (H+)2 K]pg[
(I1+Ky)K
2o | g | E0 0l L ] kK. | E
M 0 2 Og CO 1 (H+)2 0™ ps MM
5016, [ 1 ) 1
2+ 0 _ L pot 2 0
M X E, T IOg{CO+zK1 (X )l} K{zzxz Eyon i
M(OH),
. ¢ _ ps 0 _ 0 0 _ 0
Nota: KIPU =, Ey =Eyomnn Y Eo=Ey oy,

ps

Si quisiéramos ser mds rigurosos en el planteamiento del modelo se deberia tener
en cuenta que ademds de los procesos anteriormente incluidos en las reacciones a
nivel superficial, el electrodo metélico en contacto con una disolucién podria
experimentar un ndmero de equilibrios adicionales, como por ejemplo redisolucién

a pHs bdsicos que incluyen la formacién de hidroxocomplejos o la formacién de

—-m
n+m

especies solubles del tipo MX " . Incluso el nivel de dificultad se incrementaria si

admitimos que la superficie metdlica podria ser atacada mediante transferencia

electrénica entre los iones del medio y el propio metal (ejemplo: reaccién oxidativa



del metal con H'). Con el objetivo de evitar esto, supondremos el metal lo
suficientemente noble para no ser corroido y limitaremos los estudios a ciertos

rangos de pH para evitar la formacién de hidroxocomplejos.

I11.4 Experimental
1I1.41 Verificacion del modelo

Con el objetivo de validar y verificar el modelo previamente establecido, la
respuesta potenciométrica de algunos electrodos/sistemas comunes serd estudiada

utilizando las ecuaciones anteriores.

El primer sistema que se analizard es un electrodo del tipo Ag/Ag™. Para este
sistema electrodico, se representan en el esquema de la Figura 71 algunos de los
equilibrios quimicos y electroquimicos mas importantes. Como consecuencia de la
estequiometria del 6xido de plata formado (Ag,0), el modelo adquirird una forma

matematica un tanto diferente a las ecuaciones previas.

Ag's)

+le || -1e

K¢

Kops
Agt =——= Ag(OH)(s) Ag(OH)y

Ko

Ag,0(s)



Figura 71. Especies involucradas en los equilibrios de un electrodo de Ag/Ag+ en

contacto con el agua.

La expresiéon de Nernst para este electrodo quedaria establecida de la forma

siguiente:

AEoAp 9916,

Agt/ Ag

log

a
Ag*

y teniendo en cuenta algunas de las consideraciones discutidas anteriormente, se

plantea el siguiente balance:
(nAg+ )0 =My +nAg(0H); +2nAg20+nAg(0H) (23)
y ademas:

_ lag7) (agcomy;)

_ (ag”) , (agcom;)
(ag*), " lag”),

Co G

(24)

taom T 2aAg2() = +as,0m T 2"Agzo

A partir de las constantes Kj; K y K,,,, podremos obtener la siguiente expresion:

(Ag™)*+

_W:

K;K: KKK KK, KK,
1 0 pj . + 05 ps + 0 fls (A +) 0" ps 0 (25)
2| C,(0H™) C, (OH")

denominando B la siguiente expresion:

I KK KKK KK,
2\ C,(OH™)? C, (OH")

entonces sustituimos en la expresion de Nernst para el electrodo y quedara:

E=E° _ 591610g Qg —g° _ 591610 2 (26)

- + + g
Ag™ 1 Ag 1 a. . Ag™ 1 Ag 1 K2K2
A —B+\/B2+2(0‘1’q_1’)“2




La ecuacién 26 podria ser simplificada si se toma en cuenta que el término de
orden dos en la ecuacién 25 seria despreciable frente al término lineal. Entonces,

admitimos que:

2 2 2 2 2 2 2
1( KK KfKOKm_FKOKpSJ(A " 1 KK

2| C (0H ) C (OH") _E(OH-[;2 =0 @)
0 0

y por lo tanto:

-\2 —

E=E;. —&iwlog(ci+ K, (ZH . (OKH )j (28)

0 0 ps
Para validar la ecuacién 28 hemos estudiado la variacién del potencial de un
electrodo tipo Ag/Ag™ en funcién del pH. Un alambre de plata (ALDRICH, 0.1 mm
de didgmetro, 99% de pureza) fue inmerso en disoluciones de AgNO; 10° y 107
molar respectivamente (KNO; 0.01 molar fue usado como electrolito soporte). Para
este sistema, la respuesta de potencial a las variaciones de pH (de 2 a 13) fue

analizada, utilizando los valores de producto de solubilidad K, y constante de

formacion K, del AgNO; de la bibliografia y ajustando los valores del potencial

estandar E2g+ Ihg La Figura 72 muestra los resultados de este analisis. Aqui, los

valores “tedricos” de potencial de electrodo calculados usando la ecuacién 28
(Iinea) coinciden en todo el rango de pH con los resultados experimentales
(simbolo) obtenidos mediante las mediciones directas de potencial de electrodo.

Este comportamiento se presenté para las dos concentraciones de Ag™ utilizadas.
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Figura 72. Respuesta de potencial del electrodo de Ag/Ag+ en funcién del pH (Rango
de pH: de 2 a 13). Disoluciones de AgNO; 10° molar (0) y 10~ molar (A).

Para el mismo sistema en presencia de una especie X capaz de formar un

precipitado insoluble del tipo AgX, la ecuacién 28 se transformaria en:

59.16 1 K,(OH")’ (OH") (X)
=F . ———Ilog —+ + +— 0
S | C, C, K K¢

pPs

(29)

y siguiendo un procedimiento similar al anteriormente expuesto, la ecuacién de

Nernst para este sistema quedaria establecida de la siguiente forma:

+
A /As CO Kps K?;@X ps

_ 0 1 (OH) (X)) |_,o 1 XD,
E=E —59.1610g(+ + J_EAg*/Ag —59.1610g(CO+; PR J (30)

Esta ecuacion es similar a la presentada anteriormente en la Tabla 19. En la
verificacion de esta ecuacion se optd por analizar la respuesta potenciométrica de

un electrodo Ag/AgCl preparado mediante electrolisis controlada de un alambre de



Ag (ALDRICH, 0.1 mm de didmetro, 99% de pureza) en disolucién de NaCl 0.1
molar. Se estudié la respuesta de potencial del electrodo preparado en funcién de la
concentracién de CI', en dos disoluciones de pH diferentes (6 y 12.5). Para realizar
las simulaciones o calculos tedricos, fueron tenidos en cuenta algunos pardmetros
como potencial de contacto, coeficiente iénico de Debye-Huckel (y£) y
concentracién de Cl” causada por la propia redisolucidn de la capa superficial del
electrodo. Bajo todas estas condiciones experimentales, la concentracién C, igual a
1.24 x 10” mol/L (necesaria para la ecuacién 30) fue calculada como el cociente
ny/V (nyigual a 6.22 x 10” moles determinada segiin la cantidad de AgCl generada
en la electrolisis). En la Figura 73 se muestran el seguimiento de la respuesta
potenciométrica del electrodo, en la cual los valores tedricos (linea) y
experimentales (simbolo) coinciden plenamente, al igual que ocurria para el
electrodo Ag/Ag’. Estos resultados demuestran la idoneidad del modelo propuesto
para el estudio o seguimiento de la respuesta potenciométrica de los electrodos

estudiados.

300 -
E(mV)
250 -

200 -

¢pH6
OpH 125

150 -

100 -
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pCI

Figura 73. Respuesta de potencial del electrodo de Ag/AgCl en funcion de la

concentracion de CI.



I11.42 Electrodo Ag/AgBr en presencia de CI’

El siguiente ejemplo consiste en un electrodo de Ag/AgBr concebido como
electrodo selectivo a bromuros, el cual se encuentra en contacto con una disolucién
que contiene ademds cantidades de cloruro capaces de sustituir al bromuro para
formar AgCl en la superficie del electrodo. En este caso, planteamos el siguiente

equilibrio:

AgBr(s)+X 5 AgX (s) + Br~

. . . . aAgX (Br—)
con un coeficiente de selectividad expresado por: K, = —————
aAgBr (X )

La ecuacién que describird el potencial del electrodo ser4:

_p° 1 X0
=E, e ns —59.1610g[c+z P ]
ps

_ 0 1 (OH™) (")  (Br)
E—EAg+/Ag—59.16log[Co+ X +Kﬁfc’+K[f§B’

ps 0

3D

Para analizar la respuesta potenciométrica del sistema, se prepard un electrodo
Ag/AgBr siguiendo un procedimiento similar al realizado previamente para el
electrodo Ag/AgCl, o sea, mediante electrolisis controlada de un alambre de plata
sumergido en disolucién de NaBr 0.1 molar, que da como resultado un valor de C,
igual a 1.24 x 10” mol/L. El electrodo se sumerge en disoluciones de cloruro de
0.01; 0.1 y 1.0 molar (todas a un pH constante de 6); y la respuesta potenciométrica
se analiza en funcién de la concentracién de bromuro. La Figura 74 representa los
resultados de este andlisis asi como la comparaciéon entre los valores
experimentales de potencial (simbolo) y los tedricos (linea) obtenidos aplicando la
ecuacion 31. Ademas de la coincidencia que experimentan nuevamente los valores
de potencial tedricos y experimentales, en la Figura se puede apreciar que la
presencia del cloruro como interferente en las determinaciones de bromuro induce

una caida de potencial, esto con respecto al potencial estdndar del electrodo



Ag/AgBr (235 mV bajo las condiciones experimentales existentes); ademds de una
disminucién en el limite de deteccion de bromuros (definido como la intercepcién
de las regiones lineales en la curva de calibracién), la cual es légicamente
proporcional a la concentracién de cloruro presente en el momento de la

determinacion selectiva.

200 -

100 -

pBr

-100 -

Figura 74. Respuesta de potencial del electrodo de Ag/AgBr en funcion de la
concentracion de Br' y en contacto con disoluciones de cloruro como interferente
(Concentraciones de cloruro: 1.0 molar (0); 0.1 molar (e); 0.01 molar (A)). Los datos

en (0) representan la ausencia de CI'.

I11.43 Aplicacion del modelo teérico en el estudio de las interferencias

en el sensor de pH de capa gruesa de RuO;

Realizados los estudios previos que demuestran la idoneidad de los modelos y
ecuaciones establecidas para describir la respuesta potenciométrica de electrodos

comunes sencillos, se intentard aplicar la misma hipdtesis para el planteamiento de



ecuaciones capaces no solo de describir la respuesta del potencial del sensor de
capa gruesa de RuO,, descrito previamente en el Capitulo II de esta tesis, sino
también de determinar la magnitud de los procesos de interferencia de aniones

comunes que experimentaron las determinaciones de pH mediante este dispositivo.

Resumiendo las causas de tales procesos de interferencia: el electrodo se prepard
usando una pasta resistiva comercial de RuO,, que ademas del 6xido de rutenio
como especie activa, contenia otros 6xidos y mezclas de estos, especialmente
mezclas de 6xidos de plomo, causantes de una parcial afinidad sobre los aniones

que resultaron interferir en las sefial del sensor.

Para abordar este estudio, analizaremos la contribucién de cada especie o par redox
(6xidos de rutenio- 6xidos de plomo) por separado. Primeramente determinaremos
que especies de O6xidos de plomo podrian estar involucradas, y para ello,
calculamos las variaciones de energia libre de Gibbs para los posibles pares frente
al par RuO,/Ru,0;. Tales resultados demuestran que el par PbO,/PbO es estable, y

por lo tanto compatible con el par RuO,/Ru,0s.

PbOy(s) + Ru0; (s) S 2 RuO; (s) + PbO (s) AG’=+106.7 KJ/mol
2 RuO; (s) + Pb (s) S PbO(s)+ Rus0; (s) AG’= -266.3 KJ/mol

Por lo tanto, asumiremos que en nuestro sistema activo tienen lugar las siguientes

reacciones redox:

2RuO,(s)+2H'(ac) + 2 ¢ S Ru,0;(s) + H,O
PbO,(s)+ 2 H ' (ac) + 2 ¢ S PbO (s) + H,O

Entonces, la respuesta del sensor thick-film serd planteada como la suma de la

contribucién de cada componente de la mezcla:

AGmezcla = Z Zi AG; (32)
i=1



donde m es el nimero de componentes de la mezcla y 7; es la fraccion molar del
componente i. Como AG,; =-nFE;, y aplicando la expresién de Nerst para el

proceso electroquimico total, se puede describir el potencial de la mezcla como:

u 59.16 Apu0 59.16 a (33)
E= E. = E  — lo 20 + EY — lo o
;Z: i )(Ru[ Ru0, > gaiuoz '(H+)2J ZPb( PbO, > gapboz '(H+)2J

Analizaremos primeramente la contribucién del par del rutenio. La ecuacién de

Nerst para este sistema seria:

59.16 ARu0, "m0
lo :

RuO, [ Ru,0; 2 2
o 2 aRL102 (H+)

E=E (34)

Trabajando en condiciones de corriente 0, y sabiendo de antemano que la actividad
de los 6xidos de rutenio no se modifica por la presencia de interferentes (resultados
obtenidos en la caracterizacién del electrodo de barra de rutenio), entonces el
potencial del par RuO,/Ru,0; dependerd tinicamente del pH:

59.16 1 0

E= Eguoz/kuzo3 T, log (H" ) = Eruo, 1 ru0, —99-16pH  (35)

Para la contribucion del sistema PbO,/PbO, el analisis resultard un tanto
complicado si se tienen en cuenta los procesos que pueden tener lugar en la
superficie, incluyendo la formacién de especies insolubles entre el plomo y los

aniones interferentes, segin Shock y Gardels [15] (Ver Figura 75).
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Figura 75. Especies involucradas en reacciones directas con los éxidos de plomo II y

IV en medio acuoso.

Teniendo en cuenta que el desarrollo de los modelos ha sido previamente detallado
para casos anteriores, nos limitaremos a presentar directamente las expresiones
para las actividades de los 6xidos de plomo, obviando los balances de carga y masa
asi como las expresiones para determinar C,. Una posible reaccion metatéctica

entre el PbO y un anion X seria:
PbO(s)+H,0+2X 5 PbX; (s)+ 20H

para el cual, el coeficiente de selectividad quedaria establecido por K;. De su
expresion, se puede despejar la actividad de la especie formada entre el ion plomo
y el ani6n:
-1\2
Apyo (X )

Appx, =K, (OH_)Z (36)



Un simple ciclo termodindmico permitird relacionar las constantes del producto de

solubilidad de PbO y PbX, con el coeficiente de selectividad:

K,
K,=—2-X (37)

PbX ,

ps
Segun los balances de carga y masa (omitidos), las relaciones establecidas entre las
constantes del producto de solubilidad de las especies sélidas formadas y el
coeficiente de selectividad del proceso de interferencia, se puede plantear la

expresion de la actividad del total del PbO de la siguiente manera:

a = 38
PbO K KPS(X_)Z ( )

pPs

1+ +
C,(OH™)> K™ (OH™)?

Siguiendo un razonamiento similar, se puede llegar a expresar la actividad de

PbO,.

a = , - 39
PbO, K Kps (X_)4 (39)

pPs

I+— +
Cy(OH™)* K} (OH™)*

Introduciendo entonces en la ecuacién 33 la ecuacién obtenida de la contribucién
del par RuO,/Ru,05 (Ecuacién 35) y las expresiones de las actividades de las
especies PbO y PbO, que determinan la contribucién del par PbO,/PbO
(Ecuaciones 38 y 39), se estableceria entonces la expresion general para describir
la respuesta del sensor thick-film de 6xido de rutenio en funcién del pH y en

presencia de especies interferentes.

K K (X!
I+ —— —\4 + Pb)p( —\4
0 59.16 G(OH™)" K, "*(OH")
E=E"-59.16pH — y,, log —— (40)
2 K, K, (X))

1+ +
C,(OH™)* K, ":(OH™)’



Sustituyendo la concentracion de OH  por H', la nueva expresién mostrard
claramente que el potencial del dispositivo de capa gruesa dependerd no sélo del

pH sino también de la concentracion de la especie interferente X'.

K, K (X7)*
1+ , sp i (H+)4 + PIY)IEX )4 (H+)4
o 59.16 C\K, K,'K,
E=E’-59.16pH — 1, 5 log © XX (41)
1+ ps (H+)2 + ps (H+)2
CoK. K"K,

Aqui, la concentracion inicial C, tiene en cuenta la cantidad de PbO existente en la
composicién de la pasta utilizada en la preparacién del sensor. Los valores de las

constantes Ky K[ffXZ que representan el producto de solubilidad de los

hidréxidos y sales insolubles de Pb (II); asi como K [ff X4 (producto de solubilidad

de la sal insoluble de Pb (IV), han sido extraidos de la bibliografia [15]. Los

parametros K ;)s y C(') representan la constantes del producto de solubilidad de los

hidréxidos de Pb (IV) y su concentracién inicial. Teniendo en cuenta que estos
compuestos son inestables y dichas constantes no estdn reportadas, ambos valores
se han calculado utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel con el

objetivo de optimizar la ecuacién 41.

En la verificacién experimental del modelo, los datos de potencial (simbolo)
medidos en funcién del pH y la concentracién de interferentes muestra una gran
similitud a los calculados tedricamente (linea) mediante las ecuaciones 40 o 41.
Las Figuras 76 y 77 representan el comportamiento del potencial del dispositivo
thick-film cuando este se encuentra en contacto con disoluciones que contienen
especies interferentes. Los datos experimentales fueron obtenidos aplicando los dos
métodos de evaluaciéon de interferentes descritos en secciones anteriores:
interferente fijo (Figura 76) e ion primario fijo (Figura 77). El ajuste que se logra

con el uso de las ecuaciones desarrolladas demuestra que la respuesta del sensor de



capa gruesa hacia ciertos aniones se debe a la formacién de especies sélidas del
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Figura 76. Respuesta de potencial del sensor de capa gruesa de RuQO, en funcion del
pH y en contacto con disoluciones de especies interferentes (Método del interferente

fijo: CI' (O); Br' (0); SO4* (A) y NO;3 (+).
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Figura 77. Respuesta de potencial del sensor de capa gruesa de RuQ, en funcién de la
concentracion de X" a pH 9 (Método del ion primario fijo) (CI' (¢); Br’ (a); SO42' (0);
I' @)

IIL1.5 Comparacion de modelos teéricos

La idoneidad de los modelos y ecuaciones establecidas para describir la respuesta
potenciométrica de los electrodos sélidos simples en presencia de interferentes nos
impuls6 a escribir un articulo incluso antes de adecuar el modelo al dispositivo de
capa gruesa. En el proceso de revisién del documento, uno de los revisores se
mostré dubitativo, explicando que en los electrodos del tipo M/MX/MO, la capa
que recubre el metal se puede considerar como una membrana que permite el
transporte de carga, y que por lo tanto, la ecuacién de Nikolski-Eisenman seria
suficiente para explicar tanto el comportamiento de potencial como los procesos de

interferencia.



La opcién que escogimos fue realizar, a modo de comparacion, célculos tedricos
del potencial de un electrodo simple de Ag/AgCl utilizando tres modelos distintos:
nuestro modelo, la ecuacién de Nikolski-Eisenman y un modelo establecido por los
autores Hulanicki y Lewenstam [16]. Este tltimo constituye, segiin nuestro punto
de vista, uno de los modelos tedricos mas adecuados para el estudio de coeficientes

de selectividad en electrodos en estado sélido.

El resultado de esta comparacién se visualiza en las Figuras 78 y 79. Se obtienen
resultados coincidentes entre los valores tedricos (linea) calculados con los tres
modelos y los datos experimentales (simbolos), pero esto se cumple unicamente
para pHs basicos, pero a pHs neutros o dcidos, las curvas tedricas de los modelos
de Hulanicki-Lewenstam y de la NE se alejan de los datos experimentales y solo

nuestro modelo los ajusta de forma satisfactoria.
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Figura 78. Respuesta de potencial de un electrodo Ag/AgCl en funcion de la

concentracion de CI" a pH 6.
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Figura 79. Respuesta de potencial de un electrodo Ag/AgCl en funcion de la

concentracion de CI" a pH 12.5.
IIL.6 Conclusiones del Capitulo

A raiz del auge que viene tomando el disefio y desarrollo de sensores de estado
so6lido en nuestros dias, el desarrollo de modelos tedricos que describan la
respuesta potenciometrica y que ademds evaluen los procesos de interferencia de
forma adecuada constituye una resultado importante, fundamentalmente porque el
tema de las interferencias en sistemas en estado sélido no ha sido tratado a
profundidad desde un punto de vista tedrico. En este Capitulo se han identificado
algunos de los problemas generados por el uso incorrecto de modelos tedricos
establecidos previamente, y se han propuesto ademas modelos basados en procesos

propios de transformaciones superficiales en electrodos de estado sélido.
Las conclusiones de este Capitulo se presentan a continuacién:

® Se proponen y desarrollan modelos basados en los cambios de actividad de las
especies solidas en la superficie de electrodos simples en estado sélido, y que

son capaces de describir de forma adecuada el comportamiento del potencial de



electrodo y de los procesos de interferencia. Las ecuaciones presentadas
permiten estudiar la respuesta potenciometrica de electrodos tipo Ag/Ag’,
Ag/AgBr, con o sin presencia de especies interferentes. Ademads, se establecen

expresiones generales para distintos tipos de sistemas ion primario/interferente.

Siguiendo la misma hipdétesis de las variaciones de actividad de las especies
solidas, se desarrolla un modelo tedrico para describir el potencial del sensor
de capa gruesa de RuO, y estudiar los procesos de interferencia de los aniones
debido a la presencia de 6xidos de plomo en la composicién de la pasta de
oxido de rutenio utilizada. El modelo se plantea como la suma de las
contribuciones de cada uno de los pares redox activos a la respuesta

potenciométrica total del sensor.

Todos los modelos y ecuaciones establecidas se verificaron mediante comparacion

de los resultados de célculos tedricos de potencial usando las ecuaciones y analisis

experimentales. Los resultados fueron coincidentes en todos los sistemas

estudiados.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se ha diseiiado y caracterizado una Lengua Electréonica basada en
medidas potenciométricas para el analisis cualitativo y cuantitativo
de disoluciones salinas y aguas minerales. Compuesta por electrodos
metalicos, la lengua electronica disefiada mostré un patron de
reconocimiento debido a la selectividad parcial de los electrodos
sobre aniones inorganicos comunes. El sistema ha sido capaz de
diferenciar disoluciones salinas y aguas minerales debido a
diferencias en la composicion aniénica. Se encontré también un
patron de reconocimiento basado en diferencias entre los niveles de
dichas especies anidnicas, lo que permitié realizar analisis

cuantitativos de cloruros, sulfatos y bicarbonatos.

Se ha caracterizado una Lengua Electronica compuesta por cuatro
electrodos metalicos y basada en medidas de voltametria de pulsos
para la determinacion de los niveles de bisulfitos en muestras de
vino. Se realiz6 un disefio experimental que permitié el analisis
simultineo de otras especies presentes en vinos como acido
ascorbico e histamina. La mayor afinidad de los electrodos hacia el
bisulfito permiti6 realizar determinaciones cuantitativas de los
niveles de este compuesto con altos grados de exactitud y precision,
mientras que para el resto de compuestos analizados, las
capacidades predictivas se consideraron moderadas. Se analizo
ademas la conveniencia de realizar un pulido de la superficie antes
del contacto con cada muestra, mejorando las capacidades

predictivas del dispositivo disefiado.



Se ha disefiado y caracterizado una Lengua Electrénica “hibrida”
basada en medidas de voltametria de pulsos e impedancia, para la
determinacion de los niveles salinos en muestras de carne picada. Se
analizé la viabilidad de analisis del contenido salino en una muestra
de naturaleza semisolida, obteniéndose resultados satisfactorios en
los analisis de cloruro de sodio, y moderados en el caso del nitrato y

nitrito de sodio.

Se ha disefiado y caracterizado un sensor de pH de 6xido de rutenio
mediante tecnologia de capa gruesa, el cual mostré una respuesta
muy cercana al comportamiento nernstiano, asi como una gran
resistencia mecanica, bajos tiempos de respuesta y altos niveles de
repetibilidad. El dispositivo diseiado mostré ademas una cierta
afinidad hacia aniones comunes, debido a la presencia de plomo en
la composicion de la pasta utilizada en su preparacion, lo cual
afectaba la respuesta hacia el pH. La posibilidad del uso de pastas
resistivas comerciales en la preparacion de este tipo de sensores ha

sido verificada.

Se han desarrollado y verificado modelos tedricos ttiles para el
estudio de los procesos de interferencia en electrodos en estado
solido. Los modelos han sido planteados basados en los cambios de
actividad que sufren las especies sélidas cuando en la superficie de
un electrodo ocurren procesos que conlleven dicha variaciéon. Los
modelos propuestos han sido verificados de forma satisfactoria en el
seguimiento del comportamiento del potencial de electrodos simples
tipo M/MX/MO, o sistemas mas complejos como el sensor de capa

gruesa de RuO; diseiiado en el Capitulo II.



