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RESUMEN

SENSOR ELECTROQUIMICO BASADO EN NANOTUBOS DE TiO: DOPADOS
CON PLATA PARA LA DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Este trabajo describe el desarrollo de un sensor electroquimico no enzimatico para la
determinacion cuantitativa de acido ascorbico (AA). El sistema receptor y transductor del
sensor se basa en un electrodo de nanotubos de TiO> dopados con plata (Ag-TiNTs) los cudles
se crecieron por el método de anodizacion electroquimica de un solo paso con potencial
constante de 30 V por 45, 60 y 90 minutos en un electrolito organico con iones F~ y el dopante;
seguido de un tratamiento térmico. Se evaluaron tres tratamientos con diferente contenido de
agua y pH. Posterior, se realizaron estudios de caracterizacion morfoldgica, composicional,
estructural y Optica por las técnicas de microscopia electronica de barrido (SEM) y las
técnicas espectrométricas de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), fotoelectronica
de rayos X (XPS), RAMAN, difraccion de rayos X (DRX) y ultravioleta-visible por
reflectancia difusa (UV-Vis DRS) tratada por el método Kubelka-Munk. Por ultimo se utiliz6
la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y la voltametria ciclica (CV) para
evaluar la actividad electroquimica del sensor y validar su desempefio. Los resultados
mostraron la obtencion de nanotubos altamente ordenados en la sintesis con bajo contenido
de agua y medio neutro, se confirmo la formacion de TiO> en fase anatasa y un dopaje
intersticial presente en baja proporcion a lo largo de los nanotubos y en la superficie. La
relacion estequiométrica Ti: O sugiere presencia de otras formas de Ti entre otras impurezas.
Los diferentes electrodos presentaron un perfil electroquimico no reversible, capacitivo y
controlado por difusion. El electrodo con la menor resistencia a la transferencia de carga fue
el Ag-TiNTs anodizado por 45 minutos, con sensibilidad de 1.4815x10-4 A/mM"'cm™, buena
repetibilidad y reproducibilidad, ademas fue selectivo en presencia de glucosa. El sensor
desarrollado demostr6 las cualidades necesarias para la determinacion exitosa de AA en
bebidas.

Palabras Clave. Anodizacion electroquimica, electrocatalisis, dopaje en un paso, TiNTs,
Ag-TiNTs.
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ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED ON SILVER-DOPED TiO:z
NANOTUBES FOR THE DETERMINATION OF ASCORBIC ACID

This work describes the development of a non-enzymatic electrochemical sensor for
the quantitative determination of ascorbic acid (AA). The receiver and transducer system of
the sensor is based on an electrode of silver-doped TiO> nanotubes (Ag-TiNTs) which were
grown by one-step electrochemical anodization method with a constant potential of 30 V for
45, 60 y 90 minutes in an organic electrolyte with F~ ions and the dopant; followed by a
thermal treatment. Three treatments with different water content and pH were evaluated.
Subsequently, morphological, compositional, structural, and optical characterization studies
were carried out using scanning electron microscopy (SEM) and different spectrometric
techniques such as Fourier transform infrared (FTIR), X-ray photoelectronic (XPS),
RAMAN, X-ray diffraction and ultraviolet-visible by diffuse reflectance (UV-Vis DRS)
treated by the Kubelka-Munk method. Finally, electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) and cyclic voltammetry (CV) were used to evaluate the sensor’s electrochemical
activity and validate it’s performance. The results showed the obtaining of highly ordered
nanotubes in the synthesis with low water content and neutral medium, confirming the
formation of TiO2 in the anatase phase and an interstitial doping present in a low proportion
along the nanotubes and on the surface. The stoichiometric ratio Ti: O suggests the presence
of other forms of Ti among other impurities. The different electrodes presented a non-
reversible, capacitive, and diffusion-controlled electrochemical profile. The electrode with
the lowest resistance to charge transfer was the Ag-TiNTs anodized for 45 minutes, with a
sensitivity of 1.4815x10* A/mMcm™, good repeatability reproducibility, and was algo
selective in the presence of glucose. The developed sensor demonstrated the necessary
qualities for the successful determination of AA in beverages.

Keywords. Electrochemical anodization, electrocatalysis, one-step doping, TiNTs,
Ag-TiNTs.
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1 INTRODUCCION

El 4cido L-ascorbico (AA) es un imprescindible regulador metabdlico y un potente
antioxidante, mejor conocido como vitamina C. Ademas de retardar el envejecimiento celular
desempefia un papel fundamental en el correcto funcionamiento del sistema inmunolégico,
cardiovascular y neuroldgico. El ser humano es incapaz de producirlo y su naturaleza
hidrosoluble impide que se acumule en el organismo, por lo que se recomienda un aporte
diario a través de la ingesta de frutas y verduras frescas o de suplementos alimenticios (Serra
& Cafaro, 2007; Villagran, et al., 2019).

Esta vitamina es utilizada en diversas aplicaciones industriales, en los sectores
farmacéutico, quimico, cosmético y alimenticio. En la industria alimentaria se emplea
principalmente como conservador y fortificante, y su uso, al igual que todo compuesto
aditivo, esta regulado por un marco legal (Varvara, et al., 2016). Recientemente, su uso como
fortificante nutracéutico ha incrementado por su vinculacion en estudios de tratamiento y
prevencion de diversas patologias (De Faria, et al, 2020), por lo que determinar la
concentracion de acido ascorbico en productos alimenticios a lo largo de la cadena de
produccion y en pruebas de anaquel se ha convertido en uno de los controles claves no solo
como parametro de bioseguridad, sino como referente de calidad y un indicativo de valor
agregado (Bastias & Cepero, 2016; Gruczynska, et al., 2014).

Entre los métodos analiticos clasicos empleados para la determinaciéon de AA se
encuentran los métodos quimicos cuya desventaja es una baja sensibilidad, en contraparte se
usan métodos instrumentales mas sensibles y confiables, liderando la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Estos tltimos, tienen la desventaja de ser costosos, lentos y muy
complejos. Requieren personal especializado y pretratamientos complejos de la muestra, lo
que consume bastante tiempo (Chavhan, et al., 2012).

Desde hace algunos afios, el reto en la innovacion de tecnologias analiticas implica
resolver las limitaciones de los métodos clasicos. Se busca un funcionamiento eficiente con
resultados de alta fiabilidad a un bajo costo de operacion. Los métodos electroquimicos
retinen estas caracteristicas, siendo los biosensores enzimaticos nanoestructurados punta de
lanza de estas investigaciones, sin embargo, no han tenido el éxito esperado dada la
inestabilidad que confiere el uso de material biologico (Zhu, ef al., 2016).

El desarrollo de esta investigacion explora una alternativa aniloga al biosensor
enzimatico para determinar electroquimicamente acido ascorbico; sustituyendo la actividad
catalitica del biorreceptor enzimatico por nanoestructuras de un 6xido metalico (TiO2)
dopadas con un metal de transiciéon (Ag), con el supuesto de eliminar las limitantes que
confiere el uso de un elemento bioldgico susceptible de desnaturalizacion a consecuencia de
variaciones en las condiciones ambientales (temperatura, pH, etc.).
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2 ANTECEDENTES

La cuantificacién de compuestos alimenticios es uno de los controles altamente
aplicados en el campo de la industria alimentaria, no solo para el monitoreo de procesos o
como indicador de calidad, si no, en el caso de alimentos funcionales y procesados es
imperativo determinar y declarar su composicion en cumplimiento con las regulaciones y
legislaciones aplicables. El desarrollo de nuevas tecnologias analiticas se ha encaminado a
dar respuesta a estas necesidades del sector de manera mas eficiente, es decir, que provean
resultados con una alta fiabilidad ante un bajo coste de operacion. Los biosensores
enzimaticos son punta de lanza de estas investigaciones, sin embargo, no han tenido el éxito
esperado dada la inestabilidad que confiere el uso de material bioldgico.

En 1962, Clark y Lyons presentaron el primer sensor electroquimico de glucosa
utilizando la enzima glucosa oxidasa (GLOx) como biorreceptor, con esto introdujeron el
concepto de biosensor enzimatico que se caracteriza por utilizar una enzima como elemento
bioldgico de reconocimiento del analito y desde entonces este fundamento de medicion
comenzd a dispersarse a un gran numero de aplicaciones lideradas por el sector clinico,
seguido por el farmacéutico, ambiental y mas reciente el alimentario.

Estos dispositivos han sido de gran interes para determinar, sobre todo aquellos
compuestos de interes industrial, por ejemplo, la glucosa, algunas proteinas, y diversos
compuestos bioactivos entre ellos la vitamina C.

Los multiples biosensores desarrollados a través de los afios han demostrado su
efectividad para realizar mediciones selectivas, sensibles, faciles y econdmicas; el reto
consiste en mejorar su estabilidad ya que la enzima pierde facilmente su funciéon con
variaciones de temperatura, humedad y pH. Con esta finalidad aparecen los sensores no
enzimaticos conformando la cuarta generacion de sensores electroquimicos (Zhu, et al.,
2016) estos sustituyen la actividad electrocatalitica de la enzima por un receptor basado en
nanomateriales semiconductores que incrementan el area superficial del electrodo y
favorecen la sensibilidad del sensor, para esto, los avances en nanotecnologia han tenido un
papel muy importante, ya que este tipo de estructuras incrementan la densidad de sitios
activos del material y promueven mayor difusion e interaccion entre el analito y el sensor
(Mercante, et al., 2017). Entre las nanoestructuras utilizadas como receptores en sensores
electroquimicos se han reportado nanocompositos (3D), nanocapas (2D), nanotubos (1D),
nanocables (1D), nanovarillas (1D) y nanoparticulas (0D) principalmente.

Una de las desventajas mas desafiantes de prescindir de la enzima es mantener la
selectividad que esta confiere al sensor, para mitigar esto, Brunetti (2016) asegura que elegir
un adecuado modificador de superficie del electrodo es crucial para incrementar la
sensibilidad, reducir el potencial aplicado y favorece la selectividad al permitir mayor
diferenciacion entre picos del analito de interes y especies electroactivas interferentes; por su

10
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parte, la investigacion presentada por Li et., al. (2016), que consistio en la sustitucion de la
enzima por un metal con propiedades cataliticas para medir glucosa en sangre, reportd que
una correcta aplicacion de potencial puede disminuir las interferencias obteniendo resultados
favorables en cuanto a estabilidad, repetibilidad y principalmente selectividad.

En la tabla 1 se resumen algunos de los sensores que se han desarrollado para la
determinacion de AA en diferentes muestras. Continuamente se exploran nuevos materiales
y sus combinaciones cuyo uso como electrodos (soporte) o modificadores de electrodos
(electrocatalizadores soportados) eficienticen la determinacion de AA y/o aumenten el
tiempo de vida del electrodo.

Tabla 1. Sensores electroquimicos de L-acido ascérbico.

Sensibilidad
Receptor Condiciones Muestra (S) /Limite de Selectividad  Estabilidad Referencia
deteccion (LD)
. La
Buffer— 305 mAMM,  anina - enibilidad
PEDOT/MWCNTs/  0.05 M PBS 22 MAMML - causoul disminuy6 _
e cm disminucion de o . (Liu, et al., 2011)
A0 pH=6.5 LD=15uM larespucstade L0 en 10 dias
04V “ pus y 40% en 30
15% p
dias.
La
AuNPs/TiO: Buffer= 0;1 MPBS Muestra S=468 K ZA/ HM. Anti- se_r151b_111da,d (Satheesh, et al.,
pH=7 farmacéutica om interferencias disminuyé 2010)
+0.17V LD=0.1 yM 3% posterior
a 1 mes.
CNTs/AuNPs/SPCE Bufferp:H(ié 19\4 PBS Muestra S= cmmmme Sensiblea (Mehmeti, et al.,
X - d : 2016
ERY, farmacéutica LD=0.4 mg/L dopamina )
Buffer=0.1 M PBS S=4.39 pA/pM .Sen51ble a '
_ Suero LD=0.99 +0.05 interferentes (Alonso-Lomillo,
AuNPs-SPCEs pH=6.9 , S,
402V sanguineo uM como dopamina etal., 2017)
’ y acido trico.
. Muestra _ 3
Ti02-AuNPs- Buffer=0.1 M KCl farmacéutica §=2.82 x 12 Interferencias (Scremin, ef al.,
MWCNTs- o d HA/uM.cm ionificativas 2018)
DHP/GCE y jugo de LD=1.2 uM no significativas
fruta
PPV/C/GCE Buffer=0.1 MPBS Jugo de frutas S= - Anti- (Shalinia, et al.,
y 034V comercial LD=0.75 uM interferencias 2019)
Cambio entre
Muestra 5-6%
PAP/ZrO2NPs/CNT Buffer=0.1 M PBS farmacéutica S=0.12781 Anti- respecto a la (Duzmen, et al.,
/GCE pH=4.0 y jugo de HA/pM. cm?, interferencias medida inicial 2020)
fruta alas2
semanas.
-25% alas 2
Jugo de _ . semanas
PANI/NiO/GCE Buffer:O.E M PBS naranja, §=12990 gA/uM ) | Anti- respecto de la  (Zhu, et al., 2020)
pH=7 . cm™. interferencias .
limoén y pan. medida
inicial.
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Electrodos metalicos como Pt, Au y Ni se han utilizado como eficientes electrodos
directos o modificados, enzimaticos y no enzimaticos, pero debido a su alto costo, los
electrodos base carbon han ganado popularidad, ademas, su uso reporta un buen desempefio
aunque de menor eficiencia. El diamante, el grafito, grafeno, pasta de carbon y carbon vitreo
son electrodos derivados del carbon reportados en diferentes sensores y biosensores clinicos
y ambientales principalmente, sin embargo, el electrodo de grafito se posiciona sobre los
electrodos de carbon vitreo y de diamante por ofrecer una amplia area superficial y altas
propiedades conductoras a un menor costo (De Faria, et al., 2020). Una de las tendencias
actuales destaca que la clave para incrementar la selectividad y sensibilidad de los sensores
no enzimaticos es el uso de electrodos modificados con nanoestructuras de 6xidos metalicos
(ZnO, CuO, TiO2, MnO, Fe>03) cuyas propiedades electrocataliticas actian sinérgicamente
mejorando el desempefio del sensor, también se ha propuesto la modificacion con metales de
transicion (p.e. Fe, Ag, Cu, Au, Pd, Ni, Pt) con la finalidad de incrementar el area superficial
que finalmente se traducird en mayor sensibilidad y selectividad (Zhu, ef al., 2016; Liang &
Zhang, 2018).

Los nanotubos de TiO; (TiNT) son tendencia en electrodos modificados enzimaticos
(biosensores) y no enzimaticos principalmente en aplicaciones ambientales y clinicas por su
biocompatibilidad, gran 4rea superficial, estabilidad térmica, bajo costo, procesos simples de
sintesis a baja temperatura, alta resistencia mecanica y propiedades de semiconductor;
recientemente han adquirido gran interés en el sector alimentario por su estabilidad y nula
toxicidad ademas de las caracteristicas antes mencionadas (Oliveira, ef al., 2017; Liang &
Zhang, 2018; Khaliq, et al., 2019).

En la sintesis de TiNT se reconocen dos principales vias: Crecimiento asistido por
plantilla y crecimiento auto-estructurado (Sekino, 2010). El método hidrotermal (Kmentova,
et al., 2016) y sol-gel (Takahashi, 2018), son ejemplos de técnicas asistidas por plantilla.
Entre los métodos auto-estructurados se encuentran la sintesis quimica a baja temperatura
(Kasuga, et al., 1999), método hidrotermal asistido con microondas (Sales, ef al., 2020) y
anodizacion electroquimica (Bhadra, et al, 2020). Este tltimo método también conocido
como oxidacion anddica, destaca entre los anteriores por su baja temperatura de sintesis,
procesamiento relativamente simple, bajo costo y estructuras resultantes altamente ordenadas
y orientadas perpendicularmente al sustrato favoreciendo la difusion de iones y aunado a una
mayor area superficial incentiva la eficiencia de operacion del sensor posicionando este tipo
de estructuras sobre otras como las nanoparticulas o los nanohilos (Vasquez-Garcia, et al.,
2018; Esmaeilnejada, et al., 2019; Wu, et al., 2020).

El dopaje de TiNT se ha realizado eficientemente por varias técnicas como el método
de poliol a baja temperatura, electrodeposicion, bafio quimico, intercambio idnico, entre
otros, sin embargo, el dopaje simultaneo a la sintesis de matrices de nanotubos conocido
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como dopaje por anodizado de un paso ha tomado interés en los ultimos afios por la
simplicidad del método (Nah, et al., 2010, Wang, et al., 2014).

Los métodos comunes de caracterizacion de los electrodos preparados consisten en
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia RAMAN y
espectroscopia UV-Vis para determinar la composicion quimica, difraccion de rayos-X
(DRX) para constatar las fases cristalinas deseadas y microscopia electronica de barrido
(SEM) para examinar la morfologia superficial y determinar didmetro y longitud de los
nanotubos formados (Bavykin & Walsh, 2010), ademas para determinar area superficial se
emplea el método BET por absorcion de nitrégeno. Se aplican pruebas espectroscopia de
impedancia electroquimica para asegurar que el sensor fabricado posee actividad
electrocatalitica y pruebas de voltametria ciclica con rangos de potencial para determinar los
parametros de operacion del sensor (Chen & Dong, 2003; Bhajanthri, et al., 2016).
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3 FUNDAMENTO TEORICO

En esta seccion se compilan los conceptos y las principales bases teodricas que
fundamentan el desarrollo de la presente investigacion y cimientan las conclusiones inferidas
a partir de los resultados obtenidos.

3.1 Acido Ascérbico: Vitamina C

El 4cido L-ascorbico (AA), cominmente

HO llamado vitamina C, es un compuesto organico,
HO o o cristalino de color blanco, se compone de 6
Carbonos ordenados ciclicamente en un anillo
PM=176.124 Do — lactona con estructura enediol (Figura I).
(CeHgO¢) HO

OH

Este compuesto es ampliamente reportado en la
literatura como el antioxidante natural mas
potente y uno de los compuestos bioactivos mas investigados cientificamente contra diversas

Figura 1. Estructura quimica del Acido Ascérbico

enfermedades gracias a sus propiedades nutracetticas. en humanos se encuentra concentrado
en ciertos drganos como: 0jo, higado, bazo, cerebro y glandulas suprarrenales y tiroideas.

Estas propiedades se atribuyen a su naturaleza fuertemente reductora, bioquimicamente es
un donador de electrones que funge como neutralizador de radicales libres (antioxidante) y
como cofactor enzimatico indispensable en la biosintesis de colageno, L-carnitina, tejido
conectivo, hormonas y neurotransmisores, ademas de regenerar la vitamina E y oxidar el
hierro para facilitar su fijacion (Gonzalez & Miranda-Massari, 2014).

Su capacidad reductora es atribuida a su estructura enediol (un alqueno con un grupo
hidroxilo R-OH ligado a cada uno de los carbonos involucrados en el doble enlace) que le
confiere la facilidad de perder un electron (e7) al ionizar el hidroxilo ligado al carbono 3 por
originando el aniéon L-Ascorbato (AH") y con la pérdida de un segundo electron del otro
hidroxilo del doble enlace da origen a su forma oxidada el Acido Dehidroascorbico (ADA)
el cual es susceptible de hidrolizarse al Acido 2,3-Dicetogulénico (DGC) que posterior es
degradado por descarboxilacion abriendo irreversiblemente el anillo lactona con lo que
pierde su funcionalidad (Figura 2). Estas reacciones estan influenciadas por el pH, la
concentracion de oxigeno y/o la presencia de catalizadores como enzimas o métales.

La conversion de AA«—ADA es una reaccion de 6xido-reduccion reversible y representa la
base de la viabilidad para ser detectado con métodos analiticos electroquimicos.
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n HO HO
- HO L
_H* -2 (o] HO, ] W
H e o +H,0 o

+H* +H* — —

HO o +2e o o 0 o
Acido L-Ascorbico L-Ascorbato Acido Acido 2,3-

Dehidroeascérbico Dicetogulénico

Figura 2. Reacciones de 6xido-reduccién e hidrdlisis del Acido Ascérbico. Tomado y modificado de Fang, 2017.

Es una vitamina hidrosoluble y esencial, sintetizada quimicamente a partir de glucosa,
mediante una serie de reacciones catalizadas por enzimas, siendo la L-gulono-y-lactona
oxidasa (GLO) la tltima enzima involucrada en su sintesis.

Los humanos y diversas especies animales no poseemos la capacidad de sintetizar AA debido
a la ausencia de la enzima GLO, ademas, dada su naturaleza hidrosoluble no se acumula en
el cuerpo, por lo que es importante garantizar un aporte diario a través de la dieta,
principalmente con el consumo de frutas y verduras frescas.

La falta o deficiencia en su ingesta (AA<2,5 mg/L) conlleva a la aparicion de escorbuto,
haciéndose presente luego de tres semanas de no ingestion con signos clinicos como fatiga,
mialgias, artralgias, pirpura vascular y sindrome hemorrdgico; gingivo-hemorragia, pérdida
de dientes, anemia, hipocolesterolemia, hipoalbuminemia hiperqueratosis folicular,
hemorragias peri-foliculares, equimosis, edema y deficiencia en la cicatrizacion (Serra &
Cafaro , 2007). Es por esta razon el hincapié de las campafias de salud en consumir una dieta
balanceada rica en frutas y verduras.

La cantidad recomendada difiere del grupo etario y de algunas condiciones como embarazo,
lactancia, enfermedades renales y otras consideraciones como el consumo de tabaco por
ejemplo. La NOM-086- SSA1-1994 propone los siguientes IDR:

Referencia: IDR* por etapa
NOM-086-SSA1-1994 .

- KXY

*IDR: indice Diario Recomendado

NUTRIMENTO 1a3 0as P
(unidad de medida) afios meses meses Adultos
Vitamina C
(mg) 40 35 40 60

Figura 3. IDR de Vitamina C recomendado en la NOM-086-SSA1-1994. Modificado de Profeco (2014)

Por otra parte, la FAO recomienda un aporte minimo de 30 mg al dia para adultos, mientras
de la OMS recomienda una ingesta de 100mg al dia para el mismo grupo.
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Como se mencion6 podemos encontrarla en frutas y verduras, sin embargo, deben
consumirse en estado fresco pues la vitamina C es un compuesto inestable, y se descompone
con facilidad en el procesamiento y conservacion de los alimentos al aplicar calor o exponer
a cationes metélicos debido a la facilidad con la que se oxida e hidroliza perdiendo su
actividad funcional.

3.1.1 Fortificacion de bebidas

En opinion de los expertos, investigaciones en el campo de la epidemiologia y
dietética han establecido una estrecha relacion del estilo de vida y los habitos alimentarios
con la incidencia de algunas enfermedades con las mas altas tasas de mortalidad a nivel
mundial. Por otra parte algunos trabajos cientificos han puesto de relieve que ciertos
componentes naturales de los alimentos proporcionan beneficios medicinales y resultan utiles
para la prevencion de enfermedades e incluso han logrado algunos avances para su
tratamiento terapéutico (Martinez & Astiasaran, 2000).

De ahi, la creciente tendencia social en el mercado alimentario por lo “natural y saludable”
y la inclinacion por aquellos alimentos que se anuncian como beneficiosos para la salud,
aperturando con esto, un nuevo mercado para la industria alimentaria y dando origen a la
introduccion de los “alimentos para la salud”, también denominados segtn el pais “alimentos
funcionales” o “productos nutracéuticos” y se recurrid a técnicas como la fortificacion o
adicion de vitaminas, minerales o algin compuesto bioactivo que justifique la etiqueta
“alimento para la salud”.

Tal es el caso de la vitamina C, cuyos multiples beneficos se ven mermados en los alimentos
procesados. Una de las soluciones para garantizar su funcionalidad es la fortificacion y asi
poder ser una buena fuente de consumo para cubrir el aporte diario recomendado.

Recordando que la fortificacion es una técnica que consiste en la adiciéon de uno o mas
nutrientes a un alimento el objeto de reducir o controlar una carencia de nutrientes a fin de
mejorar su calidad nutricional para las personas que lo consumen, ademas, brinda valor
agregado. (Bastias & Cepero, 2016)

En la actualidad se estan desarrollando multiples trabajos de investigacion que intentan
evidenciar el efecto beneficioso de la fortificacion con acido ascérbico. Dadas la propiedades
hidrosolubles de esta vitamina, el principal sector de alimentos donde se introduce la técnica
de fortificacion es el de bebidas no alcohdlicas.

Las bebidas de frutas fortificadas con vitamina C son cada vez mds aceptadas a medida que
se difunde su participacion en la prevencion de las disminuciones funcionales asociadas con
el envejecimiento y el desarrollo de enfermedades cronicas degenerativas.

16



U.M.S.N.H.

Entre las bebidas que se comercializan actualmente como fortificadas o enriquecidas con
vitamina C u otros antioxidantes podemos encontrar: jugos y néctares de frutas o verduras,
aguas saborizadas, chocolate en polvo, polvos para bebidas saborizadas, polvos y bebidas de
derivados lacteos y a base de soya. Con estos productos, las industrias buscan brindar
alternativas a los consumidores para el cuidado de su salud.

En un estudio de calidad a mas de 50 productos presentado por PROFECO (2014)
concluyeron que la vitamina C estd presente en cantidades muy variables. Ademas mostro
que los productos con los valores mas altos son el grupo de las bebidas, en contraposicion a
los polvos para preparar bebidas de sabor, que presentaron contenidos muy bajos. Algunos
productos superan los IDR de la NOM-086 sin embargo, entra en juego el concepto de
biodisponibilidad por lo que algunas fuentes sugieren consumir la vitamina C en cantidades
sufra fisioldgicas para compensar las pérdidas por baja biodisponibilidad.

3.1.2 Métodos analiticos: Determinacion cuantitativa de Vitamina C.

En 2014, Pisoschi y colaboradores realizaron una revision de los diferentes métodos
utilizados tradicionalmente para la determinacion de AA, reportando los siguientes: métodos
quimicos de titulacion con solucion oxidante: diclorofenol indofenol (DCPIP), titulacion por
ioduro o bromuro de potasio; métodos cromatograficos como HPLC con deteccion
electroquimica; métodos fluorimétricos basados en la reaccion del dcido dehidroacorbico con
fenildiamina; también reportan el uso de espectroscopia UV-vis y espectrofotometria basada
en la reaccion de oxidacion de hexacianoferrato (III) con Cu(Il); por ultimo nombran los
métodos basados en quimioluminiscencia.

Los métodos quimicos son simples y rapidos, pero de baja precision por lo que el método
utilizado por excelencia para determinaciones oficiales es Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC); este método es muy preciso, pero tiene la desventaja de ser costoso,
complicado y lento. En los ltimos afios los métodos electroquimicos aplicados al analisis
fisicoquimico de compuestos organicos e inorganicos representan la alternativa mas
prometedora por su sencillez, rapidez, bajo costo, y precision; dada la naturaleza reductora
el AA que le confiere una alta actividad electroquimica es un candidato ideal para
determinacion por este método (Brunetti, 2016).

3.2 Electroquimica

La FElectroquimica es una rama de la Quimica que estudia los fenomenos de
interconversion de energia quimica y energia eléctrica (reacciones electroquimicas) que
tienen lugar en una celda electroquimica.

Una celda electroquimica consiste en dos electrodos sumergidos en un electrolito. El
electrodo donde ocurre la reduccion es el catodo y el anodo es el electrodo en el cual ocurre
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la oxidacion (Figura 4). Los electrodos son conductores eléctricos y pueden ser un material
metalico o un semiconductor, mientras que el electrolito es un conductor idnico generalmente
una disolucion, aunque también podria ser un sélido que favorezca la presencia de iones
libres.

—

Fuente de Poder
O—=®

e e e e

Anodo(x) —

Ox « jCmone g o i o

=l J=7e

Red— &, Red Amonb) i Reg

Electrodo Interfase Disolucién Interfase Electrodo

~ Cétodo(?) —

Figura 4. Representacion de una celda electrolitica y las reacciones redox en la interfase electrodo-disolucion. Tomado y
modificado de https.//www.yubrain.com/ciencia/quimica/definicion-de-celda-electrolitica/.

Considerando lo anterior, podemos deducir que la Electroquimica, se encarga del estudio de
las reacciones quimicas de oxido-reduccion que ocurren en la interfase de un conductor
eléctrico y un conductor i6nico. En este tipo de reacciones también conocidas como “redox”
se caracteriza por producir una transferencia de electrones entre las moléculas reactantes, es
decir, participa una especie oxidada que acepta electrones denominada agente oxidante y una
especie reducida que dona electrones denominada agente reductor.

En una celda electroquimica las reacciones redox pueden ocurrir de forma espontanea o ser
inducidas por una fuente externa, por lo que es posible distinguir dos tipos: celdas galvanicas
(voltaicas) y celdas electroliticas. Las celdas galvanicas o voltaicas, almacenan energia
eléctrica por lo que las reacciones redox ocurren de forma espontdnea y liberan energia, se
les conoce como “baterias” o “pilas”. En contraste, una celda electrolitica consume energia,
ya que para que sucedan las reacciones redox se requiere aplicar un voltaje por una fuente
externa, a esta induccion de la reaccion se le conoce como “electrélisis” (Skoog, et al., 2015).

Particularmente las reacciones de o¢xido-reduccion generadas por electrolisis permiten
obtener informacién de alto valor respecto de las especies reactantes, por lo que son de gran
de interes para una subrama de la Electroquimica en el campo de la Quimica Analitica,
hablamos de la Quimica Electroanalitica, disciplina que fundamenta el objeto de la presente
investigacion.

Para este tipo de aplicacion con fines analiticos es aconsejable emplear un tercer electrodo
en la celda electroquimica, el electrodo donde tendra lugar la reaccion de interes se identifica
como electrodo de trabajo (ET), un electrodo de referencia (ER) que proporciona un potencial
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de equilibrio constante y conocido para contrastar los potenciales aplicados o medidos en la
celda, y por ultimo el circuito se completa con un contra electrodo o electrodo “auxiliar”
(CE) para poder aplicar una corriente eléctrica controlada por un potenciostato.

En la electrolisis, inducir una reaccion redox al aplicar un campo eléctrico involucra una
separacion de cargas eléctricas y consecuentemente la transferencia de dichas cargas en la
disolucion y/o en la superficie de un electrodo. Las cargas eléctricas en movimiento generan
una diferencia de potencial, por consiguiente una corriente eléctrica (Hayt & Buck, 2006).
La corriente eléctrica (I) cuya unidad de medida es el ampere (A) se describe como la razén
de cambio del movimiento de las cargas al pasar por un punto de referencia (Ecu. I), en otras
palabras es la velocidad a la que fluye la electricidad (carga eléctrica). Por otra parte, cuando
se habla de una “densidad de corriente” se refiere a la corriente eléctrica por unidad de area
de la superficie del electrodo expresada en (A/em?).

|

dC Coulomb )
= ( ) Ecuacion 1

T dt  \segundo
Dado que estos procesos estan regidos por las leyes de Faraday (Leyes de la electrolisis) se
denominan procesos faradaicos (Brett & Oliveira, 1994).

Entre los métodos analiticos electroquimicos se incluyen: la valoracion (o titulacion) redox,
potenciometria, coulombimetria, electrogravimetria y voltametria. El instrumento de medida
para estos métodos son los denominados sensores o electrodos electroquimicos. (Skoog, et
al., 2015). No existe una clasificacion bien definida pero podemos identificar los métodos de
acuerdo con el tipo de sefial medida en respuesta a la perturbacion que se aplique en la celda

como se muestra tabla 2 o en funcidn de la perturbacion aplicada como se muestra en la figura
S:

Tabla 2 Métodos Analiticos Electroquimicos en funcion de la sefial respuesta (Baeza & Garcia, 2011).

Método Analiticos Electroquimicos

Seiial de Respuesta Método

e Potencial e  Potenciometria

e Amperometria

e Intensidad de corriente e Voltamperometria

e  Coulombimetria

* Carga eléctrica e Electrogravimetria
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Técnicas

electroguimias

Imposicion de
potencial

Imposicion de
corriente

E=fit) I=f(t)

Potenciodinamicas

Barndo de
potencial

Galvanostaticas Galvanodinamicas
Pulsos de corriente Barrido de corriente

Potenciostaticas
Pulsos de potencial

Figura 5. Clasificacion de la técnicas electroquimicas en funcion de la sefial de perturbacion.
Extraido de Baeza y Garcia (2011).

3.3 Sensores Electroquimicos

Los sensores electroquimicos son dispositivos analiticos que responden a cambios
especificos en el potencial o corriente eléctrica al interactuar con una especie quimica;
constan de un elemento quimico organico o inorganico como receptor del analito, y un
elemento transductor de la sefial de reconocimiento (Thévenot, et al.,1999).

La tendencia, es el uso de compuestos bioldgicos (enzimas, anticuerpos, tejidos, etc.) como
receptor que permite aumentar la selectividad del andlisis, y el uso de nanomateriales
metalicos como elemento transductor que favorece una alta sensibilidad por lo que reciben
el nombre de sensores modificados.

Los biosensores son sensores que deben el prefijo “bio” al uso de un elemento bioldgico
como receptor; se pueden clasificar atendiendo a las siguientes variables de acuerdo con
Gonzélez et al., (2005):

e Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad. Método de deteccion:
directo o indirecto.

e Flemento de reconocimiento: cé€lula, organulo, tejido, enzima, receptor,
anticuerpo, 4cido nucleico, polimero de impresion molecular, 4cido nucléico
peptidico o aptémero.

e Sistema de transduccidon: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico,
termoeléctrico u optico.

En la figura 6 se esquematiza los diferentes componentes de un sensor.
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Biosensor
En 1962 Clark y Lyons

presentaron el primer
sensor electroguimico de
Receptor Transductor glucosa utilizando la
enzima glucosa oxidasa
/ (GLOx) como bioreceptor,
Sefiales con esto introdujeron el
concepto de biosensor
S [ Optica enzimético.

‘ Calorimétrica )
>

b Piezométrica
A ——— Biosensor
Electroquimica

Electrodo

Sustrato

Producto I Procesador Rénid
Y - L » Rapidos
Reaccion Transductor Amplificador Dispositivo » Econdmicos
-Enzima Digital » Método simple

-Célula —_— » Alta selectividad y sensibilidad
-Anticuerpo » Baja estabilidad
como receptor.

Figura 6. Componentes de un biosensor. Modificado de Ragavan et al., (2019).

Los biosensores enzimaticos utilizan enzimas como biorreceptor del analito; las cuales son
moléculas de naturaleza proteica o ribozimica, altamente especificas, eficientes y regulables,
acoplables a transductores amperométricos principalmente y son del tipo biocataliticos
(Jiménez y Ledn, 2008).

Por el contrario, un biosensor no enzimatico, sustituye el uso de enzimas por un elemento
inerte con propiedades cataliticas, como son los metales de transicion, que le confieren
estabilidad al electrodo.

3.3.1 Sensores basados en nanotubos de TiO2 (TiNTs)

El diéxido de titanio, TiO2, es un semiconductor tipo n sensible a la luz que absorbe
radiacion electromagnética en la region del UV, es anfotero y muy estable quimicamente. En
la naturaleza se encuentra mayoritariamente en combinaciones con oxigeno y hierro.

El TiO; es el estado mas estable como 6xido de las multiples combinaciones que tiene el
titanio con oxigeno (T1302, Ti20, Ti0, T1203, T130s, T1407, Ti509, T102) (Angeles de 1a Cruz,
2012).

El uso de nanotubos de TiO:2 es cada vez mas popular para la confeccion de sensores
amperométricos gracias a sus propiedades, como una mejor estabilidad térmica, bajo costo,
alta biocompatibilidad, nula toxicidad y baja temperatura de procesamiento, ademas de sus
propiedades unicas que incluyen alta resistencia mecanica, conductividad de iones de
oxigeno, biocompatibilidad y retencion de actividades bioldgicas. La modificacion de
nanotubos de TiO: con metales incrementa el area superficial mejorando la actividad
catalitica.
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1984  El primer esfuerzo para formar nanotubos de titania anodizado fue realizado
por Assefpour-Dezfuly que utiliz6 un tratamiento con perdxido alcalino
seguido de anodizacion electroquimica en un electrolito que contiene acido
créomico.

1999  Zwilling et al. informaron que produjeron las primeras capas de nanotubos
autoorganizadas sobre sustrato de Ti mediante anodizacion electroquimica
en electrolitos de 4cido cromico que contienen iones de fluor , el campo se
ha expandido enormemente rapidamente.

2014  Ultimamente, Lee et al. ha dado una comprension muy amplia y actualizada
en el campo de los nanotubos de titania anddica que cubrid casi todos los
aspectos, incluido el crecimiento, modificaciones, propiedades vy
aplicaciones con un breve resumen de diferentes enfoques de sintesis.

Figura 7. Breve resefia de la evolucion histdrica sobre la sintesis de nanotubos de TiO,
(Bavykin & Walsh, 2010).

En la figura 7 se presenta una breve resefa del surgimiento y aportes significativos sobre el
método de sintesis de nanotubos de 6xido de titanio.

En los ultimos afios, aunque se han desarrollado con éxito muchas formas diversas de dioxido
de titanio nanoestructurado, incluidas nanovarillas, nanoparticulas, nanocables y nanotubos,
los nanotubos han atraido un interés creciente para las aplicaciones tecnoldgicas debido a la
estructura Unica auto ensamblada con una gran 4rea interfacial y un control conveniente del
tamafio y la forma, convirtiéndose para las aplicaciones que dependen del area de superficie
como el mejor candidato.

Debido a la geometria particular, las capas de nanotubos de 6xido auto alineadas que tienen
una estructura altamente organizada y una relacion superficie-volumen representan
propiedades Unicas, como:

Resistencia mecénica muy alta

Gran area de superficie especifica,

Propiedades electronicas como alto contenido de electrones.

Tasa de movilidad

Efectos de confinamiento cuantico

Ademas, la anodizacion electroquimica es un proceso de bajo costo

En comparacion con otros métodos de sintesis como el Solvotermal y métodos asistidos por
plantilla la oxidacion directa (anodizacion electroquimica) resulta ser una técnica simple con
una alta operatividad, donde puede controlarse el tamafio, la forma y el grado de orden de la
nanoestructura resultante mediante la optimizacion de los parametros de oxidacién como el
potencial aplicado, el tiempo, temperatura, pH y composicion del electrolito.
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3.3.1.1 Anodizacion electroquimica

El método consiste en aplicar una diferencia de potencial (V) en una celda electrolitica
generalmente constituida por dos electrodos, donde el sustrato para el crecimiento de las
nanoestructuras se conecta como anodo y como catodo se usa un conductor inerte. Se utiliza
un electrolito dcido u organico en presencia de iones F~. Las condiciones del proceso estan
ligadas a las caracteristicas morfologicas, composicionales y estructurales resultantes.

Este proceso considera un enfoque top-down donde el crecimiento de los nanotubos se rige
por la competencia de dos principales reacciones: La formacion de una capa de 6xido anodico
(1) y la disolucion quimica de la capa de 6xido anddico (2).
(1) Ti+2H,0 - TiO, +4H* + 4e~
(2) TiO, + 6Ft + 4HY — [TiF4]*~ + 2H,0

El mecanismo de formacion involucra 3 etapas principales (Figura 8) las cuales pueden
inferirse a partir del comportamiento de la densidad de corriente en funcion del tiempo.

Fase a) Formacion de la capa pasiva de éxido provocando una disminucion
abrupta de la corriente debido a la baja conductividad de la capa.

Fase b) Comienzan a crecer poros, y se observa un incremento de la corriente
por mayor superficie.

Fase c) Crecimiento de los nanotubos, se estabiliza el paso de corriente a través
del electrodo. La velocidad de las reacciones (1) y (2) casi se iguala.
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Figura 8. Etapas del mecanismo de formacion de TiNTs. Modificado de Bavykin & Walsh (2010).
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Puesto que el proceso estd mediado directamente con la difusion de iones F-, las condiciones
de sintesis (voltaje, pH, temperatura, composicion del electrolito, etc) afectaran directamente
la cinética de crecimiento.

Longitud de los NTs: Aumenta con voltajes altos, mayor tiempo de exposicion, pH
acido, electrolitos organicos y alta concentracion de iones F~.

Diametro interno de los NTs: Disminuye con mayor tiempo de exposicion.
Paredes de los NTs: El contenido de agua se relaciona con superficies rugosas al
igual que aplicacion de voltaje ascendente.

Las caracteristicas esperadas de los nanotubos estaran en funcion de la aplicacion deseada,
no ha sido reportado ampliamente para sensores de matrices alimenticias, sin embargo,
algunos autores sugieren que en aplicaciones que dependen directamente del area superficial
se recomiendan menores longitudes y diametros.

3.3.1.2 Dopantes

La modificacion de nanotubos de TiO; con metales incrementa el area superficial
mejorando la actividad catalitica. Un volumen considerable de trabajos ha indagada sobre las
propiedades del dopaje de TiNT con diversos elementos organicos, inorganicos o sus mezclas
asi como doble o triple dopaje.

En la figura 9 se enlistan algunos de los elementos que se han evaluado como dopantes:

Metalicos No Metalicos Co - dopantes
Nb N N-Ta
Fe F N—Nb
Cu B C—N - Ni
Cr C
Zr S
Zn |
Y%

Figura 9. Elementos que han sido evaluados en la literatura como dopantes de nanotubos de TiO>.
Elaborado con informacion de Bavykin & Walsh (2010).
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3.4 Caracterizacion de nanomateriales

Sin duda alguna la escala nano ha revolucionado el mundo de los materiales, como
todo compuesto nuevo para la investigacion de materiales en su forma nanométrica es
importante determinar su estructura, composicion y de manera trascendental en esta escala
la morfologia; en primera instancia para corroborar la pertinencia del método de sintesis o
identificar las modificaciones necesarias para favorecer el producto deseado, y por otra parte,
interpretar estas caracteristicas nos permitird conocer las propiedades fisicas y/o quimicas del
material bajo estudio y prospectar sus posibles aplicaciones. En los siguientes apartados se
abordan de forma general algunas de las técnicas instrumentales cominmente utilizadas para
indagar respecto de la morfologia, la estructura y composicion de un nanomaterial.

3.4.1 Técnicas Microscopicas

La técnicas microscopicas son ampliamente utilizadas para las investigaciones
morfoldgicas de los materiales (Figura 10). Existen diferentes tipos, pero todas con el mismo
objetivo de observar el mundo microscopico y nanoscopico con el mayor detalle posible
(Reyes, 2020).

Considerando los ultimos avances en este campo, hay una amplia clasificacion de
microscopios de acuerdo con su configuracion, caracteristicas, fundamento de operacion y
elementos utilizados para la obtencidon de iméagenes, sin embargo, la microscopia electronica
se ha constituido como una herramienta invaluable en el &mbito de la caracterizacion de los
nanomateriales. Consiste en técnicas de analisis instrumental caracterizadas por usar un haz
de electrones para obtener imagenes del material estudiado con la suficiente resolucion para
poder observar con detalle esta escala. Permite conocer la morfologia y topologia de la
muestra, caracteristicas que ya pueden sugerirnos informacién respecto a sus propiedades
fisicas y/o quimicas o incluso orientarnos respecto a la pertinencia del método de sintesis de
dicho material si es que se busca una forma especifica (Reyes, 2020).

(1cm) (1 mm) (1 pm) (1 nm) (1A)
im 10! 102 10 10* 10 10°% 107 10% 10° 1071 107"

|

Manzana Cabello humano Bacteria ADN Atomo

Figura 10. La escala microscopica y sus referentes. Modificado de Reyes (2020).
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Elegir la correcta técnica de microscopia electronica dependera de la naturaleza del material
bajo estudio y las caracteristicas esperadas, principalmente la resolucion requerida, es
importante considerar que el uso de este tipo de microscopia requiere de apoyo econdomico
considerable, tanto por el costo de los equipos como por el costo de mantenimiento y
consumibles.

En las ultimas décadas dependiendo de la resolucion requerida o de la accesibilidad las
técnicas mas habituales en la caracterizacion morfoldgica de nanomateriales han sido en
primera instancia la microscopia electronica de barrido o SEM (scanning electron
microscopy) seguida por el uso de la microscopia electronica de transmision o TEM
(transmission electron microscopy); sin embargo, en afios recientes también se ha
popularizado el uso de microscopia de fuerza atomica identificada como AFM (atomic force
microscopy) y efecto tinel o STM (scanning tunneling microscopy) las cuales proveen
notables ventajas sobre las primeras técnicas mencionadas, no obstante, ain son de dificil
acceso sin mencionar que la literatura al respecto ain es limitada. Razon por la cual SEM
sigue siendo la técnica de microscopia por excelencia utilizada (Reyes, 2020).

3.4.1.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La caracterizacion de materiales mediante la técnica de Microscopia Electronica de
Barrido utiliza como instrumento de medicion el microscopio electrénico de barrido mejor
conocido como SEM (por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope) el cual opera
con un sistema de microscopia dptica-electronica compuesto con lentes electromagnéticas,
bobinas deflectoras, detectores de radiacion y un haz de electrones mévil y concentrado que
varecorriendo toda la muestra punto por punto, y como resultado de esta interaccion electron-
materia provoca la generacion de diversas radiaciones (Faraldos & Goberna, 2011).

La imagen resultante se visualiza en una pantalla e incluye informacion morfologica,
cristalografica, topografica y de composicion. La interpretacion de las imagenes obtenidas
requiere el entendimiento de la interaccion del haz electronico con el material bajo estudio
(Reyes, 2020). Tiene una gran ventaja de no ser una técnica destructiva y en funcion de la
interaccion del haz de electrones con la muestra pueden ocurrir diferentes fendmenos por lo
que el equipo cuenta con diferentes detectores para captar dichas sefiales respuesta y con ellas
poder obtener informacion precisa y caracteristica de cada fendmeno, a continuacion se
mencionan los tres principales (Guozhong & Ying, 2011):

e Detector de electrones secundarios (SE): proporciona informacidén morfoldgica superficial de la muestra.

e Detector de electrones retro dispersos (RE): estos generan imagenes con distinta brillantez en funcion de la
composicion quimica de los elementos presentes superficialmente.

e Detector EDS: detecta rayos X caracteristicos de los elementos superficiales y permite un analisis
semicuantitativo de la composicion quimica, ademas, de proveer mapeos elementales para conocer su
distribucion superficial.
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3.4.2 Técnicas Espectrométricas

La teoria Espectroscopica fundamenta un amplio catalogo de técnicas de gran aporte
para la caracterizacion de materiales también conocidas como Espectrometrias, todas ellas
basadas en la interaccion de los atomos o moléculas del material bajo estudio con la radiacién
electromagnética (Guozhong & Ying, 2011).

< Longitud de Efectos
REGION ey oot
Frecuencias (v) mds onda A (cm) molecuiares
bajas y menor energia = e
Longitud de onda mads 10_4 10%
larga 10 Ondas de radio Transiciones de espines nucleares
1072 10°
Micro ondas Movimientos de rotacion
< 1072
(U] 101 Infrarrojo Vibraciones moleculares
o |10
= 102 Visible
w Ultravioleta - -
e Transiciones electrénicas
3 Ultravioleta
10 en el vacio 10-6
105 Rayos X lonizacion
Frecuencias (v) mds 10-8
altas y mayor energia =
Longitud de onda mds 107 Rayosy
corta 10710

Figura 11. Espectro electromagnético. Modificado de Wade (2011).

Las diferentes Espectrometrias se diferencian entre si por la region del espectro
electromagnético a la que pertenece la radiacion o luz con la que operaran; la luz visible, la
luz infrarroja o las ondas de radio son ejemplos de radiacion electromagnética y en la figura
11 podemos ver como estan distribuidas en el espectro dependiendo de su nivel energético,
frecuencia o longitud de onda (Skoog, ef al., 2015).

Por consecuente, y sabiendo que los diferentes tipos de radiacion viajan a la misma velocidad
(velocidad de la luz: 3x10'° cm/s) pero difieren en frecuencia y longitud de onda cada una de
la Espectrometrias afectara a los materiales en una forma diferente, generando efectos
moleculares distintos que brindaran informacion valiosa que podemos interpretar respecto a
su estructura y composicion, entre otras propiedades (McMurry, 2012). La aplicacion de una
sola de estas técnicas no es lo suficientemente concluyente por lo que se recomienda
complementar los resultados con mas de uno de estos andlisis, ademas, de ser posible el uso
de bibliotecas o bases de datos simplificara bastante la interpretacion de los resultados.

Estas técnicas espectroscopicas son complementarias y son mas poderosas cuando se usan
en conjunto. En muchos casos, no se puede identificar por completo un compuesto
desconocido a partir de un solo espectro sin informacioén adicional, aunque la estructura
puede determinarse de manera confiable empleando dos o mas tipos distintos de espectros
(Wade, 2011).
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La interpretacion de los espectros obtenidos en cada una de estas técnicas esta fundamentada
en el comportamiento dual de onda y particula de la radiacion electromagnética, por lo que
es importante tener presente los modelos que rigen este comportamiento.

El comportamiento de la radiacion electromagnética (también denominada “luz”) es
complejo, pero puede describirse a través de un modelo ondulatorio complementado con un
modelo corpuscular, es decir, tiene un comportamiento dual como onda y como particula
(Figura 12). Considerando lo anterior, la luz viaja en el espacio a una velocidad de 3 x 10'°
cm/s como una corriente ondulatoria de particulas (fotones) que transportan energia sin masa,
dando origen a diferentes tipos de radiacion de acuerdo con la longitud y frecuencia de onda
con la que se desplazan (Skoog, ef al., 2015; Wade, 2011).

que transportan energia sin masa y siguen una trayectoria \ Z"
ondulatoria con una determinada frecuencia y longitud de onda. "

Comportamiento DUAL de la radiacién: La Luz se propaga en AN ) 4 7\ /;\ ‘
el espacio como una corriente de particulas denominadas “fotones,” /v / \ /

Modelo ondulatorio: ¥ Srispciios B Modelo corpuscular:
La luz como onda P ‘-\\ AT La luz como particula
/ / Y
/ \ / b (un haz de fotones)
A Vi 7 N
o 4 ™
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atraviesan un punto fijo en un segundo. de energia sin masa. La cantidad de energia del foton es
directamente proporcional a la frecuencia de onda con la
. “ ”. i . . .
Longitud de onda (A, “lambda”): Distancia entre dos que viaja en el espacio.
crestas o dos valles de la onda.
La longitud y la frecuencia de una onda son inversamente Energia (E) = hv = —
proporcionales, se relacionan por la siguiente ecuacion: A
donde: donde:
c ¢ = velocidad de la luz (3x10%° cm/s) h= Const‘ante de Planck (6.62 x10°%7 KJ*s)
VA=c o A=- v = Frecuencia en hertzios ¢ = velocidad de la luz (3x10%° cm/s)
v B ) N
A = longitud de onda en centimetros v = Frecuencia en hertzios

A = longitud de onda en centimetros

Figura 12. Propagacion de la luz (radiacion electromagnética).
Elaborado con informacion de Skoog, et al., (2006) y Wade, (2011).

3.4.2.1 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

La energia de los fotones de rayos X resulta caracterisca de la transicion electronica
ocurrida, siendo asi caracterisca de cada atomo. Esta técnica es complementaria con SEM
pues se obtiene mediante un detector de rayos X emitidos durante un barrido SEM,
permitiendo asi realizar un analisis elemental asi como mapeos elementales para conocer la
distribucion superficial de dichos elementos en la muestra.

3.4.2.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica permite el estudio de la composicion principalmente de compuestos
organicos, utiliza luz infrarroja (IR) cuya energia provoca las vibraciones de los enlaces entre
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los elementos de la muestra y proporciona evidencia de los grupos funcionales presentes en
la figura 13.
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Figura 13. Movimientos “modos” vibracionales caracteristicos del agua. Tomado de Wade (2011).

Un espectro de infrarrojo (Figura 14) es la representacion grafica de la luz infrarroja que la
muestra absorbi6 o transmitio y provee una zona de “vibraciones sencillas” las cuales son
predecibles y ampliamente reportadas en la literatura y una zona de vibraciones complejas
conocida como “huella dactilar” pues es caracteristica de cada compuesto.

X
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Figura 14. Regiones del espectrograma Infrarrojo. Tomado de Wade (2011).

Un espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier (IR-TF) usa un interferdmetro
para medir un espectro IR. La luz IR va de la fuente a un separador de haces. Parte del haz
pasa a través del separador de haces y parte se refleja a un angulo recto. El haz reflejado pega
en un espejo estacionario, mientras que el haz transmitido pega en un espejo que se mueve a
una velocidad constante. Los haces regresan de los espejos para volver a combinarse en el
separador de haces. El haz del espejo movil ha recorrido una distancia distinta a la del haz
del espejo fijo, y los dos haces se combinan para crear un patron de interferencia llamado
interferograma. Este interferograma, contiene de manera simultanea todas las frecuencias,
pasa a través del compartimiento de la muestra para alcanzar el detector. Se dice que el
interferograma esta en el dominio del tiempo, que corresponde a la energia observada por el
detector a medida que el espejo se mueve a través de la sefial. Un algoritmo de computo
estandar llamado transformada de Fourier convierte el dominio del tiempo al espectro en el
dominio de la frecuencia que permite observar la intensidad de la absorcién como una
funcién de la frecuencia o longitud de onda (Wade, 2011).
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3.4.2.3  Espectroscopia RAMAN

La Espectroscopia RAMAN es un técnica fotdnica de alta resolucion analoga de la
espectroscopia infrarroja pues ambas proporcionan informacion molecular de la misma
indole, pero complementaria. Debe su nombre al Fisico Hindu Chandrasekhara Venkata
Raman (1888-1970) quien descubrio este efecto en 1928 al irradiar un liquido transparente
con una luz monocromatica y al estudiar el espectro resultante de luz difundida observo que
habia una porcion de variaciones de frecuencia comprobando con esto las predicciones
teoricas de la difusion inelastica de los fotones propuestas en 1923 por uno de sus alumnos
el Fisico A. G. S. Smekal (1895-1959); este trabajo lo haria meritorio del premio Nobel de
Fisica en 1930 reconociendo sus descubrimientos como el “efecto RAMAN” o “dispersion
RAMAN?”.

En los afios siguientes con fundamento en la dispersion Raman comenzé a consolidarse la
técnica Espectroscopia Raman de andlisis molecular que gano terrero frente a la
espectroscopia infrarroja dado que estos espectros debian registrarse manualmente mientras
que en Raman se obtenian en una placa fotografica, para 1945 con la introduccion del registro
automatico en los instrumentos de infrarrojo estos volvieron a ganar popularidad
considerablemente respecto a la preferencia de Raman y fue hasta 1965 con la integracion de
registradores electrénicos en lugar de los fotograficos, los sistemas de amplificacion y con el
descubrimiento del laser que se incorpor6é como fuente de excitacion que la Espectroscopia
Raman tuvo la aceptacion definitiva que hoy en dia la coloca como una de la técnicas de
identificacion y analisis instrumental de materiales mas destacada (Smith & Dent, 2019).

Esta técnica se caracteriza por proporcionar informacion cualitativa y cuantitativa sobre la
composicion quimica y estructural en pocos segundos de materiales tanto organicos como
inorganicos en cualquier estado de agregacion (so6lido, liquido o gaseoso) y su aplicacion no
esta limitada para ningun campo de aplicacion ya que se basa en el estudio de modos
vibracionales y rotacionales (entre otros) que estan presentes en todo material. Entre otras
ventajas encontramos que se realiza directamente sobre la muestra sin necesidad de algun
tratamiento previo y se cataloga como una técnica no destructiva ya que no provoca
alteraciones en la superficie de la muestra analizada (Pérez, ef al., 2022).

El analisis consiste al igual que los trabajos galardonados de C.V. Raman, en hacer
incidir un haz de luz monocromaética con una determinada frecuencia (vy) sobre el material a
analizar e interpretar el espectro resultante de luz dispersada. Para su interpretacion se
requiere consultar literatura previa que reporte la asignacion de las bandas Raman registradas.

En su estudios el Dr. Raman describi6 que aproximadamente el 99% de la luz
dispersada posee la misma frecuencia que la radiacion incidente (v9) denominada dispersion
de Rayleigh (dispersion eléstica) y la pequefia porcion restante (=1%) presenta una variacion
en su frecuenciay es la que se conoce como dispersion Raman (dispersion ineléstica) dividida
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en dispersion Raman “Stokes” o “anti-Stokes”. En el caso de lineas Stokes ocurre que el
foton incidente choca con una molécula en estado fundamental que al absorber la energia del
foton sube momentaneamente a un nivel energético no permitido y al relajarse regresa a un
estado mayor al original es decir que hubo transferencia de energia del foton a la molécula
por lo que al ser dispersado tiene una frecuencia menor a la incidente (vo - v;), por el contrario
las lineas anti-Stokes se producen cuando el foton es dispersado con una frecuencia mayor a
la incidente (vy + v») a consecuencia de que es la molécula quien transfiere energia al foton
dado que al chocar con la molécula esta no se encontraba en su estado de vibracion
fundamental sino en uno de mayor energia y al relajarse después de ser excitada a un nivel
mayor esta regresa hasta su estado fundamental (Figura 15)(Pérez, 2005).
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Figura 15. Dispersion de luz esquematizada por la teoria de bandas a() y en un espectrograma (b)(Pérez, 2005).

La dispersion Rayleigh no aporta ninguna informacion sobre la composicion molecular de la
muestra pero la dispersion Raman si, la diferencia entre la frecuencia de la luz incidente y la
dispersion Raman es caracteristica de la molécula irradiada y numéricamente igual a algunas
frecuencias de vibracion o rotacion de la molécula esto permite el estudio de modos de baja
frecuencia (como los vibratorios, rotatorios entre otros) lo que hace posible la identificacion
de casi cualquier material orgénico y/o inorganico (a diferencia del infrarrojo). En un
espectrograma Raman tipico suele tomarse el centro del pico Rayleigh como el origen y
graficar en el eje de la abscisas tnicamente el desplazamiento Raman Stokes dado que es el
de mayor intensidad, y por conveniencia se toma como un eje positivo (Pérez, 2005).
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3.4.2.4  Espectroscopia de Difraccion de Rayos X (DRX)

La difraccion de Rayos X (DRX) es una técnica espectroscopica de analisis
instrumental que provee informacidon cualitativa y cuantitativa sobre la geometria
cristalografica de un material (Faraldos & Goberna, 2011). El descubrimiento de los Rayos
X en 1895 fue meritorio del premio nobel de Fisica en 1901 para su autor el ingeniero fisico-
mecanico aleman Wilhelm Conrad Rontgen (1845 — 1923), fueron nombrados asi porque en
ese entonces se desconocia su naturaleza ademas Rontgen solicito no llevaran su nombre. En
1912 fueron explicados pero el nombre Rayos “X” se mantuvo (Brusch, 2016).

El primer gran impacto de los Rayos X fue en el campo de la medicina dando origen a las
radiografias. Rontgen describi6 que estos rayos a diferencia de la luz ordinaria eran invisibles
y viajaban en linea recta pero ennegrecian las peliculas fotograficas similar a la luz y eran
mas penetrantes al grado de poder atravesar el cuerpo humano, madera, piezas delgadas de
metal, entre otros, de esta manera en un radiografia es posible localizar fracturas puesto que
las porciones menos densas de hueso dejan pasar mayor proporcion de radiacion X que las
porciones mas densas (Guerra, 2015).

Los Rayos X fueron descritos gracias al descubrimiento del fendémeno de difraccion de rayos
X en cristales, consolidandose como un método de andlisis de materiales. W.Hy W. L. Bragg
(padre e hijo) al trabajar con cristales observaron patrones de dispersiéon que no ocurrian en
liquidos, para una cierta longitud de onda (A) y una direccién especifica (angulo 0) se
registraban intensidades méaximas de luz dispersada (conocidos ahora como picos de Bragg).
Para su entendimiento Bragg hijo describi6 a estas estructuras cristalinas como un conjunto
de planos paralelos que dispersaban los rayos X en todas direcciones, parte de estos chocan
y se cancelan mutuamente (interferencia destructiva) y otra parte coincidian en fase
reforzandose mutuamente (interferencia constructiva), por lo tanto sugirié que a través de
una cierta reflexion especular entre los planos ordenados regularmente se podia explicar la
interferencia constructiva (Ley de Bragg, ecuacion 2) que da origen a los intensos picos
observados, el fenomeno fue llamado difraccion de rayos X (Castellano, 2022). Por estas
aportaciones cristalograficas los Bragg fueron galardonados con el premio Nobel de Fisica
en 1915.

nA=2d sen 0 Ley de Bragg  .......... ecuacion (2)

Describe la interaccion constructiva en términos de la relacion existente entre la
distancia interplanar (d...), la longitud de onda (X) y el angulo del haz de rayos X

Resumidamente la Difraccion es luz dispersada con la misma frecuencia que el haz incidente
(elasticamente) y se presenta inicamente cuando ocurre una interferencia constructiva entre
los rayos dispersados, es decir, cuando cumplen con la Ley de Bragg (Figura 16)(Castellano,
2022).
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Ley de Bragg

Onda plana
incidente
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® @ Interferencia constructiva
cuando
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Figura 16. W. H. Bragg y W. L. Bragg (padre e hijo) ganadores del premio nobel de fisica en 1915 por sus aportaciones
cristalogrdficas de rayos X (Ley de Bragg esquematizada en el inciso a). Elaborado con elementos disponibles en
biografiasyvidas.com y Ldpez (2019) disponible en uvadoc.uva.es

En un andlisis DRX se realiza un barrido angular con un haz monocromatico, en un material
cristalino se ira cumpliendo la condicion de Bragg para diferentes valores obteniendo picos
cuya intensidad se presentara graficamente en funcion del angulo de difraccién en un
difractrograma o patréon de difraccion (Figura 17a) que sera caracteristico de la geometria
cristalina del material (Castellano, 2022), la posicion de los picos proveerd informacion
respecto a la estructura del cristal y posicion de los 4&tomos en la red (sistema cristalino, red
de Bravais, parametros de red, indices de Miller, distancias interplanares) (Figura 17b-c), a
su vez esta informacion posibilitara identificar las fases presentes en muestras policristalinas,
y a partir de la intensidad y anchura de pico se calcula el grado de cristalinidad y tamafio de
cristal, respectivamente. Para la interpretacion y asignacion debera cotejarse con una base de
datos y es recomendable complementar con otras técnicas de analisis de materiales (Faraldos
& Goberna, 2011; Waseda et al., 2011; Martinez, 2018).
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Figura 17. (a) Representacion grdfica del andlisis de difraccion de rayos X de un material cristalino, (b) informacion
relevante para el andlisis (b). Modificados de Waseda et al., (2011). (c) Ecuacidn de espaciado interplanar y pardmetros
de celda unidad de los sistemas cristalinos. Modificados de Pérez (2019).
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3.4.2.5 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X mejor conocida como XPS (por sus
siglas en ingles “X-ray photoelectron spectroscopy’) es una técnica analitica cualitativa y
cuantitativa de superficie que proporciona informacion composicional y quimica de los
elementos presentes excepto el hidrogeno y el helio (De la Cruz, 2017).

El desarrollo de esta técnica es la suma de las contribuciones de Heinrich Hertz (1857-1894)
quién descubri6 el efecto fotoeléctrico en 1887, la contribucién de Albert Einstein (1879-
1955) quién describid tedricamente dicho efecto en 1905 (premio Nobel en 1921) y por
ultimo, con fundamento en este efecto el fisico sueco Kai Manne Borje Siegbahn (1918-
2007) y sus colaboradores desarrollaron esta técnica llamada originalmente espectroscopia
electronica para el analisis quimico (ESCA, Electron Spectroscopy for Chemical Analysis)
meritoria del Nobel de Fisica en 1981(Faraldos & Goberna, 2011).

El andlisis consiste en irradiar la superficie de la muestra con un haz de rayos x, debido al
efecto fotoeléctrico cuando los fotones del haz se encuentran con un elemento presente es
posible que un fotén con energia 4v interaccione con un electrén de un cierto nivel de energia
de enlace (BE, Binding Energy) y le transfiera toda su energia dando como resultado la
emision de un fotoelectrén con una energia cinética (KE, Kinetic Energy) caracteristica del
elemento involucrado y de su entorno quimico (Figura 19). El prefijo foto indica
precisamente que los electrones han sido expulsados de la superficie de un material a causa
de la luz incidente (Moulder et al., 1993; Faraldos & Goberna, 2011).

Atomo de oxigeno

KE=hv—BE—-ep  ......... ecuacion (2)

KE = Energia cinética
h = Constante de Planck (6.626%10"34 Js)
v = Frecuencia de onda de luz
BE = Energia de enlace
ep = Funcion del trabajo del aparato
hv = Energia del foton (generalmente se usa un haz de Mg
Electrén 0 Al Ko con energia 1253.6 eV'y 1486.6 eV
fotoemitido Oy, respectivamente)

Foton de
rayos-X

Figura 18. Esquema del efecto fotoeléctrico y su ecuacion establecida por Albert Einstein en 1905. Elaborado con
informacién de De la Cruz, 2017.

Por lo tanto, el equipo se encarga de medir la energia cinética con la que los electrones
son expulsados y los resultados se presentan graficamente en un espectrograma
representando la intensidad del energia cinética (picos) en funcion de las energias de enlace,
dado que cada elemento genera un patron unico es posible el andlisis elemental y derivado
de la ecuacion 2 se infiere que los cambios de BE repercuten directamente sobre la KE y de
esta forma es que este analisis también proporciona informacion respecto al estado quimico
de los elementos presentes en la superficie de la muestra analizada. Al igual que otras técnicas

34



U.M.S.N.H.

espectroscopicas la atribucion del patrén de picos obtenidos se realiza mediante un cotejo
con bases de datos y lo ideal es apoyarse y complementar con otras técnicas (Guozhong &
Ying, 2011).

Ademas como regla general en un andlisis XPS se realiza primero un espectro de
barrido amplio (Figura 20.a) y posterior se realizan barridos locales de alta resolucion sobre
las zonas donde se encontraron picos en el primer barrido para corroborar y ampliar la
informacion (Figura 20.b). En este segundo barrido en las zonas caracteristicas de cada
elemento es posible apreciar picos correspondientes a los dobletes caracteristicos del
elemento quimico y por consiguiente la notacion de indexado que se usa es el acoplamiento
espin-orbita (2p12, 2p3i2, 3d3, 3dss,...) (De la Cruz, 2017).
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Figura 19. Espectro de barrido amplio (a) y local de alta resolucidn del Titanio (b), energias de enlace

tipicas del Ti (c).

Extraido de Moulder et al., (1993) disponible en https://www.cnyn.unam.mx/~wencel/XPS/xpsmedellin.pdf

Los valores de separacion de un doblete (producido por la interaccion Spin-Orbita)

de un nivel interno de un elemento asi como la resta de las areas de estos picos en diferentes
compuestos son casi los mismos. El valor de separacion de los dobletes y el cociente de las
areas son de gran ayuda para la identificacion de elementos. Complementariamente los
corrimientos quimicos son una herramienta poderosa para identificar ambientes quimicos,
estados de oxidacion y grupos funcionales, por ejemplo, en la figura 20.c se presentan
distintas zonas donde aparecen los picos caracteristicos del Ti en funcion del compuesto
(Moulder, 2011). Esta técnica es muy Uutil en el analisis de superficies e interfases de un
amplio tipo de materiales compatibles con el sistema de ultra-alto vacio que requiere el
equipo como son metales, aleaciones, materiales ceramicos, polimeros, vidrios,
semiconductores, muestras geologicas (De la Cruz, 2017).
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3.4.2.6 Espectroscopia Ultravioleta-Visible por Reflectancia Difusa (UV-Vis DRS)

La técnica de andlisis espectroscopico ultravioleta-visible (UV-Vis) se caracteriza por
utilizar radiacion de las regiones del espectro visible, ultravioleta cercano (UV) e infrarrojo
cercano (NIR) aproximadamente en un rango de longitudes (A) desde 160 hasta 780 nm. La
interaccion de la luz correspondiente a estas regiones del espectro electromagnético con la
materia provoca transiciones electronicas desde un estado fundamental o basal a un estado
excitado (de mayor energia) liberando el exceso de energia en forma de calor, estas
transiciones pueden ser cuantificadas y con ello proveer informacion util para su andlisis e
interpretacion. Considerando que los electrones que pueden absorber energia a estas
frecuencias son aquellos que participan en los enlaces moleculares (electrones de valencia)
los diferentes picos o bandas que son observados en un espectro UV-Vis pueden ser
relacionados con el tipo de enlaces presentes en la muestra y con ello permitir la
identificacion de grupos funcionales (Owen, 2000; Rubinson & Rubinson, 2001).

400 SO0 00 TOO

Longitud de onda (nm)

Figura 20. Ejemplo de un espectro de absorbancia en las regiones UV, Visible y NIR y sus coloraciones caracteristicas.
Tomado de https://steemit.com/stem-espanol/@rossyholg/espectroscopia-de-reflectancia-difusa

Cuando se hace incidir un haz de luz o radiacion UV-Vis este puede absorberse, atravesar o
reflejarse en la muestra que contiene el analito, es decir que, a partir de la intensidad del haz
incidente o inicial identificada como Iy se obtiene una intensidad [ al atravesar la muestra, a
esta porcion de luz que corresponde a una fraccion de la radiacion inicial se le conoce como
transmitancia (T) (ecuacion 3), por consiguiente la diferencia entre la intensidad de luz
incidente y la que atraviesa la muestra se conoce como absorbancia (A) (ecuacion 4) y
corresponde a la fraccion de luz absorbida (Owen, 2000).

T=— ... ecuacion (3) A=—LogT .... ecuacion (4)

Es comun que en los espectros UV-Vis los resultados se presenten en términos de la
absorbancia (A) con fines practicos, ya que esta caracteristica se relaciona linealmente con
la concentracion del analito o especie absorbente seglin la ley de Lambert-Beer definida
matematica en la ecuacion 5 (Owen, 2000; Pavia et al., 2001; Skoog et al., 2015):
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Absorbancia (A) = C x &+ L cee vee ven aen e e €CUACION (5)

Ley de Lambert-Beer; donde:

A = Absorbancia de la muestra

C = Concentracion del cromoforo

L = Longitud del paso dptico que contiene la muestra
£= Absortividad molar.

Si se trabaja en términos de la reflexion y si el espectrometro UV-Vis es equipado con una
esfera integradora que pueda colectar la luz reflejada en todas direcciones (reflectancia
difusa) es posible tener una nueva técnica conocida como espectroscopia ultravioleta visible
por reflectancia difusa (UV-Vis DRS, por sus siglas en inglés) con ella es posible
proporcionar informacion sobre el entorno de las especies metalicas y organicas presentes en
la muestra analizada. Ademads, para fines analiticos la reflectancia difusa puede ser
transformada por la funcion Kubelka-Munk definida matematicamente en la ecuacion 6
(Rubinson & Rubinson, 2001).

1- R)2 K
T = E vr et e e e e €CUACTON (6)

Funcién Kubelka-munk; donde:

K = Coeficiente de absorcion

S = Coeficiente de dispersion

R, = Reflectancia de una capa opaca infinitamente delgada
£ = Absorptividad molar.

A partir del espectro de reflectancia difusa tratado por el método Kubelka-Munk se puede
hacer una extrapolacion de la parte mas lineal del espectro y donde corta con el eje de las
abscisas se obtiene el valor del ancho de banda prohibida (Figura 22), una cualidad muy
interesante en semiconductores para las aplicaciones fotovoltaicas y fotocataliticas (Ashcroft
& Mermin, 1976).

Reflectancia Difusa
-
Funcidn de KubelkaMunk

Energia eV Energia eV

Figura 21. Ejemplo de un espectro DRS UV-Vis y su transformacion por la funcion Kubelka-Munk
Tomados de https://steemit.com/stem-espanol/@rossyholg/espectroscopia-de-reflectancia-difusa
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3.5 Caracterizacion electroquimica de nanosensores

Como se abord6 en la seccion 3.2 en temas sobre electroquimica existen diversas
técnicas que permiten obtener informacion cualitativa y cuantitativa sobre especies
electroactivas, sin embargo a continuacién se mencionan unicamente las dos técnicas de esta
naturaleza que se usaron en el presente trabajo para la caracterizacion y evaluacion
electroquimica de los sensores sintetizados.

3.5.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

Esta técnica mejor identificada por sus siglas en inglés EIS (Electrochemical
Impedance Spectroscopy) es una herramienta muy util para el analisis de comportamientos
electroquimicos de interfaces de electrodo-electrolito o el comportamiento de recubrimientos
sobre sustratos metalicos.

Para adentrarse en la comprension de la técnica se requiere tener en cuenta el concepto de
circuito eléctrico, ya que para el anélisis e interpretacion de cualquier analisis EIS se requiere
que los resultados sean aproximados a un modelo propuesto de circuito equivalente que se
ajuste lo mejor posible al comportamiento del sistema. Por lo tanto y de forma general
conviene mantener en mente que un circuito eléctrico consiste en un conjunto de elementos
conectados entre si por los que puede circular una corriente eléctrica. El circuito eléctrico
mas simple se compone por lo menos de tres elementos eléctricos: la resistencia, capacitancia
y la inductancia, mientras que en circuitos mas complejos aparecen otros componentes cuya
contribucion ayuda a entender el comportamiento del sistema (Figura 23 ). Esta informacion
da origen al concepto de impedancia, que no es mas que la resistencia de un sistema al paso
de una corriente eléctrica, cualidad bastante importante en un dispositivo electroquimico. Si
bien la resistencia o impedancia es el principal objetivo a determinar con esta técnica, el
andlisis por si solo entrega mucha mdas informacion de utilidad si se realizan las
interpretaciones correspondientes (Rubinson & Rubinson, 2001).

Elemento equivalente Impedancia
Resistor (K) F4

Capacitar {C} mC
Inducter {X) FA

Elemento de fase constante

«@ ¥Ygep
Warburg senni infinito (W) J/¥gm) -
Warhurg  limites potosas J/}Tf?'f “CotghiB

(€]
Warburg fintto () Y6, Tanb B ()"}

Figura 22. Elementos que pueden presentarse en un circuito eléctrico equivalente de un andlisis EIS.
Extraido de https://revistas.unal.edu.co

El andlisis EIS se realiza en un celda electroquimica del mismo arreglo que una
voltimetria o potenciometria, pero su ejecucion consiste en aplicar un potencial eléctrico de
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frecuencia variable al material estudiado y medir el desfase de la respuesta de intensidad del
material respecto a la frecuencia del potencial aplicado. Para la representacion grafica de los
resultados EIS existen dos tipos: El diagrama de Nyquist y el diagrama de Bode.

e [Los diagramas de Nyquist son los mas empleados y en estos se representa la parte
imaginaria (Z’’ multiplicada por -1) en funcion de la parte real (Z2°).

e En larepresentacion Bode se grafica el mdédulo de la impedancia (log |Z]) y el desfase
(9) en funcion del logaritmo de la frecuencia (log o).

Si bien un analizador experimentado podra inferir informacién cualitativa a partir de los
graficos, para su interpretacion se requiere la aproximacion de los datos experimentales a un
circuito eléctrico equivalente para obtener los valores de los elementos que integran dicho
circuito como la resistencia de la disolucion, la resistencia de polarizacion la capacitancia de
la doble capa eléctrica, entre otros parametros. Como dato importante la resistencia de la
disolucion o impedancia del electrodo se obtiene a altas frecuencias y en conjunto con lo
otros elementos eléctricos presentes dan informacion sobre la cinética de la reaccion
(Bavykin & Walsh, 2010).

En la figura 23 se muestran ejemplos de un sistema simple expresado en el grafico de Nyquist
y el de Bode asi como el circuito equivalente que modela el comportamiento esquematizado
en cada grafico (Vazquez, 2007).

08 0% 00
3 ff'xzvg'nu.@,_ g

pandmle 1—> ] P
1Y r hJ
L

[ R R

a. Ejemplo de un diagrama de Nyquist b. Ejemplo de un diagrama de Bode

Ra

c.  Circuito Equivalente para el caso presentado en los diagramas anteriores.

Figura 23. Representacion de un andlisis EIS en un diagrama de Nyquist (a) de Bode (b) y su circuito equivalente (c)
Tomado de Vdzquez (2007).

En los diagramas de la figura 24 se observa el valor de la resistencia a la transferencia
de carga o resistencia de polarizacion (Rp) y la resistencia eléctrica del electrolito de trabajo
(Rq) asi como el calcular el valor de la capacitancia de la doble capa electroquimica (Cp)
partiendo del valor de la frecuencia en el punto maximo de la curva de Nyquist (Vazquez,
2007).
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3.5.2 Voltametria Ciclica

Las técnicas de voltametria se aplica una sefial de potencial variable al electrodo de
trabajo de una celda electroquimica, esta sefial incidente de excitacion causa como respuesta
una corriente eléctrica medible. En la figura 25 se muestran cuatro posibles tipos de sefial de

excitacion, de cada una de ellas se deriva una técnica de andlisis electroanalitica (Skoog, et
al., 2015).

Tipo de Tipo de
Nombre Forma de onda voltametria Nombre Forma de onda voltametria
e —
>
/ lfL
Volumetrfa Voltametria

1
a)  Barido E hidrodindmica b Pulso E v de pulso
lincal diferencial ﬂ dil'cn.'t‘]ci;ll

Polarografia

Tiempo—n Tiempo —=

A} i
\ Voltametria

——
¢} Onda . u Voltametrfa de d)  Triangulas /\ / b
cuadrada £ d onda cuadrada el / \ ’,"r \-\ ciclica

/ v \

Tiempo —=

Tempo —=

Figura 24. Tipos de sefiales de excitacion que dan origen a distintas técnicas de voltametria (Skoog, et al., 2015).

Particularmente la sefial mas ampliamente utilizada es la triangular que sustenta la técnica de
voltametria ciclica (VC). En esta técnica en particular es una herramienta muy popular para
investigar procesos que involucran reacciones de 6xido-reduccion, asi como los procesos de
transferencia electronica como la catalisis.

En un estudio comtn de VC, en un celda electroquimica de tres electrodos (ET, electrodo de
trabajo,; CE, contraelectrodo; ER, de referencias) se mide la intensidad de corriente obtenida
para cada valor de un rango de potencial medido en forma triangular, el barrido parte de un
valor inicial (A) hasta un limite (D) donde la direccion del barrido invierte su sentido y
regresa al punto (A->G) para completar el ciclo como se muestra en la figura 26, segun la
forma que tome la curva derivada del barrido puede ofrecer informacion cualitativa util
respecto del sistema electrodo-electrolito asi como de la reaccion redox involucrada.
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Figura 25. VVoltametria ciclica: Perturbacion triangular y su curva caracteristica (voltamograma) Extraido de Elgrishi et
al., (2018).
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A partir de un voltamograma los datos mas importantes que pueden obtenerse de acuerdo
con Elgrishi et al., (2018) son el potencial de pico anddico (Ea), potencial de pico catddico
(Ec) y asociado cada uno de estos la intensidad de pico anddico y pico catddico (I, Lc
respectivamente), estas intensidades se relacionan proporcionalmente con la cantidad de
especie redox bajo analisis por lo que es posible obtener la informacion cualitativa y
cuantitativa de dicho analito. También es posible diferenciar entre distintas especies
electroactivas segun el potencial donde se registre su pico de oxidacion y/o reduccion. Esta
relacion intensidad-concentracion se establece en la ecuacion de Randles-Sevcik:

Ip = (2.69 * 10°) * n’l2xAxCxD2xv'2 .. ... ecuacién @)

Ecuacién de Randles - Sevceik; donde:

n = numero de moles de electrones involucrados en la reaccion
A= Area del electrodo en cm?

C= Concentracion del analito en moles/cm?

D= Coeficiente de difusion en cm?*s!

V= velocidad de barrido de potencial en V*s-!

Por otro lado, esta técnica también aporta informacién cualitativa respecto de la cinética de
reaccion y sobre el mecanismo de reaccion del electrodo que puede obtenerse a partir de la
forma del voltamograma, puede inferirse si la reaccion es reversible, cuasi-reversible o no
reversible y se puede estimar el potencial formal de celda y semicelda usando la ecuacion de
Nernst que relaciona el potencial de una celda electroquimica (E) con el potencial estandar
de semicelda (E°) y las concentraciones de la especie oxidada (Ox) y la reducida (Red) del
analito en un sistema en equilibrio.

— o RT [ox] .,
E = E° 4+ 2.3026 - logqo Red] ver vee e €CUACTON (8)

Ecuacién de Nernst; donde:

E= Potencial de celda

E%= Potencial estandar de semicelda

F= Constante de Faraday

R= Constante universal de los gases

n= numero de electrones involucrados en la reaccion
T= Temperatura

Derivado de esta ecuacion es posible asegurar la reversibilidad del sistema si la separacion
entre el pico anddico y catddico cumple con la siguiente expresion:

RT 3
|Epa - Epc| = 2.218 — cer e e e €CUACTON (9)

Donde:

Epa= Potencial de pico anddico

Epc= Potencial de pico catodico

F= Constante de Faraday

R= Constante universal de los gases

n= numero de electrones involucrados en la reaccion
T= Temperatura absoluta en Kelvin
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4 JUSTIFICACION

Durante los ultimos afos, el interes por la ingesta de compuestos nutraceuticos como
el acido ascorbico, ha adquirido una importancia exponencial entre la poblacion, no solo por
sus efectos nutricionales, inmunodefensivos y estructurales antienvejecimiento sino por su
relacion con estudios sobre tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares y
cronicodegenerativas como el Cancer (Gonzidlez & Miranda-Massari, 2014), Diabetes
(Mendoza et al.,2019) y Alzheimer (Gonzalez-Rodriguez et al., 2016). Segiin la OMS (2018)
son las principales causas de muerte en el mundo desde hace mas de 15 afios.

Este creciente interes sobre el AA, ha incentivado a la industria alimentaria para buscar
estrategias que garanticen que sus productos sean una buena fuente de ingesta de esta
vitamina ya sea como una excelente estrategia de marketing o una accién de responsabilidad
social; un ejemplo de estas estrategias es la fortificacion (Bastias & Cepero, 2016). Esto
involucra un monitoreo constante y es realizado principalmente por cromatografia liquida de
alta densidad (HPLC) (De Faria, ef al.,2020). Este tipo de métodos instrumentales proveen
un andlisis ultra confiable pero son robustos, costosos y requieren un manejo bastante
especializado; por su parte el uso de métodos quimicos menos complejos como titulacién con
2,6-diclorofenol (DCPIP) resulta en sensibilidad limitada (Pisoschi, ef al., 2014; Jiménez &
Leodn, 2008).

La alternativa, ha sido el desarrollo de biosensores enzimaticos que son pequeios, sencillos,
econdmicos y han mostrado una alta sensibilidad y selectividad. Sin embargo, no han tenido
el éxito deseado debido a las limitantes atribuidas a la inestabilidad del bioreceptor
enzimatico resultando en baja repetibilidad, poca estabilidad, corto periodo de vida, entre
otros (Zheng et al.,2016). Estas desventajas han abierto diversas lineas de investigacion entre
las que destaca la electrocatélisis no enzimatica que busca constantemente materiales con
alta porosidad o area superficial especifica y con propiedad conductoras (Zhu, et al., 2016).

Con este fundamento, el sensor electroquimico de 4cido ascorbico propuesto en este
trabajo puede aportar una alternativa analitica confiable, simple, econémica, sensible y
estable para determinaciones de esta vitamina en aplicaciones de control y calidad de
procesos y productos en la industria alimentaria.
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HIPOTESIS

El prototipo de un sensor electroquimico basado en nanotubos de Oxido de Titanio
(Ti0O2) dopado con Plata (Ag) cuantifica concentraciones de acido L-ascoérbico (AA),
exhibiendo sensibilidad, repetibilidad, estabilidad y selectividad en el mecanismo de
analisis.

OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Desarrollar un sensor electroquimico basado en nanotubos de TiO2 (TiNT) dopados con
Ag para la determinacion de acido ascorbico (AA).

6.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar y caracterizar TiNTs morfoldgica, composicional, estructural y
electroquimicamente.

b) Sintetizar y caracterizar TiNTs dopados con Ag (TiNT-Ag) morfologica,
composicional, estructural y electroquimicamente.

c) Evaluar el funcionamiento de la estructura sintetizada y seleccionada como
sensor de AA con una muestra patrén grado reactivo.
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7 METODOLOGIA

La metodologia empleada comprende tres etapas principales: Sintesis, caracterizacion y
validacion, como se muestra en la figura 27. Se inici6 con la sintesis y caracterizacion de los
nanotubos de Oxido de Titanio puros (TiNTs) y comprobada la morfologia y composicion se
comenz6 con la sintesis de nanotubos de Oxido de Titanio dopados (TiNTs-Ag), por ultimo
se realizo la caracterizacion electroquimica y la validacion de la respuesta electroanalitica en
presencia de Acido Ascorbico grado reactivo.

Desarrollo del sensor

Técnicas

7 3 - - -UV-Vis DR
Sintesis de o oM D :
Caracterizacion -EDS  -RAMAN - -EIS
. FTIR XPS cv
T IN T S Criterios

-Rango Lineal
LC

- Repetibilidad
Técnicas - Reproducibilidad
v -Selec‘giyidad
-CA - Estabilidad

- Pretratamiento Sintesis de
- Anodizacién

electroquimica TlNTS—Ag

-Calcinado

Caracterizacion

Método

Evaluacion de la

Desarrollo de un sensor electroquimico basado en respuesta electrocatalitica
nanotubos de TiO: dopados con plata para
determinar dcido ascorbico. con muestras de AA

Figura 26. Metodologia experimental

En los apartados siguientes de describe cada una de las etapas involucradas y se enlista
los diferentes reactivos, materiales y equipos utilizados en la realizacion del presente
proyecto.

7.1 Reactivos, materiales y equipos.

Reactivos: Los diferentes reactivos empleados fueron de grado analitico, y en la
preparaciones de las distintas soluciones se utilizd agua desionizada.

- Acetona (C3HeO)
- Alcohol Isopropilico (C3HsOH)
- Alcohol Metilico (CH3;0OH)
- Agua Desionizada
- Acido Clorhidrico (HCI, 0.1 M). Reactivo Fermont.
- Etilenglicol (C2H6O2). Reactivo Meyer.
- Fluoruro de Amonio ACS (NH4F). Reactivo Fermont.
- Nitrato de Plata (AgNO3). Reactivo J.T. Baker.
- Ferrocianuro de Potasio (K4Fe(CN)s, 5 mM). Reactivo Meyer.
- Cloruro de Potasio (KCI, IM). Reactivo Meyer.
- Acido Ascorbico (CsHsOs)
Materiales
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Lamina de titanio metalico, marca Sigma Aldrich (espesor de 0.127mm y pureza de
99.7%)

Papel abrasivo de Carburo de Silicio de granulometria 400, 600, 1200, 1500 y 2000.
Celda electroquimica para proceso de sintesis (Vaso de precipitados de 400 ml)
Barras de agitacion magnética. (“Moscas de agitacion”)

Celda electrolitica para pruebas electroquimicas (Vaso de precipitados de 100 ml)
Electrodo de Platino

Electrodo de Ag/AgCl saturado con KCl (Marca Gamry).

Equipos

Bafio ultrasonico con calentamiento (Branson 3800)

Fuente de poder para suministro de corriente directa (Marca Wanptek modelo
NPS3010W, 0-30 V/10 A)

Potenciémetro (Conductronic pH 120)

Agitador magnético con calefaccion (IKA C-MAG HS 7)

Horno de Mufla (Felisa)

Desecador.

Potenciaostato (Gamry Instruments). Software Echem Analyst.

Agitador magnético con calefaccion (IKA C-MAG HS 7)

7.2 Sintesis de nanotubos de TiO2 con y sin dopaje.

Los TiNTs se sintetizaron por el método de anodizacion electroquimica, de acuerdo

con la literatura (Bavykin & Walsh, 2010; Takahashi, 2018, entre otros) este método resulta
en nanotubos orientados perpendicularmente al sustrato favoreciendo el flujo de electrones;
ademas permite mayor control del didmetro y longitud a través de la manipulacion de los
parametros electroquimicos, principalmente el voltaje, composicion del electrolito y tiempo
de oxidacion anddica.

Catodo

Fuente de

Potenciometro

Electrodo de pH
" Placa de calentamiento con
agitacion magnética.

Figura 27. Celda electroquimica para el crecimiento de TiNT por anodizacion electroquimica
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El sustrato utilizado para el crecimiento de los TiNTs fue una ldmina de Titanio metalico
(Sigma Aldrich, 99.7% pureza, espesor 0.127 mm) de la cual se cortaron rectangulos de 1.5
x2cmy4x 4.5 cm (Figura 29), la primera para fungir como sustrato y la tltima para
utilizarse como catodo en el arreglo de la celda electrolitica conectados respectivamente al
polo positivo y negativo de una fuente de poder de corriente directa, y suspendidos
paralelamente en un medio electrolito a una distancia aproximada de 2 cm como se muestra
en la figura 28.

ATODO CATODO

Titanio metalico 4.5cm

- Sustrato para crecimiento---ml
de TiNT’s k

Figura 28. Corte de laminas de Titanio metdlico

Previo a la anodizacion la placa sustrato recibié un pretratamiento de limpieza por pulido
mecanico y quimico para eliminar impurezas, de igual manera posterior al anodizado se
realiz6 un tratamiento térmico para favorecer la cristalinidad del TiO; formado.

El pretratamiento de limpieza consistié en un pulido mecéanico con papel abrasivo de nimeros
400, 600, 1200, 1500 y 2000 sucesivamente. Seguido de bafio ultrasonico en acetona, alcohol
isopropilico, alcohol metilico y agua desionizada durante 15 minutos con cada solvente, por
ultimo, se sumergieron durante 10s en HCl 0.1 M y se enjuagaron con abundante agua
desionizada (Tabla 3). Se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron en desecador a
la espera del tratamiento electroquimico.

Tabla 3 Pretratamiento de Idminas de Titanio metdlico

Pulido
mecanico

1 #400 #600 #1000 #1200 #1500 #2000
con papel
abrasivo

o Ultra sonicacién Sumergir por 10s

Limpieza HEL (01 M

2 por ataque Acetona Alcohol Alcohol Agua en ' (0.1 M)y

L. isopropilico | metilico |desionizada €njuagar con

quimico 15 min 15 min 15 min 15 min agua desionizada.

El anodizado se realizd a potencial constante de 30 V y se evaluaron tres tiempos de
anodizado (45, 60 y 90 minutos), el electrolito se prepardé como lo reportado por Zaragoza
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(2018) y se realizaron modificaciones obteniendo un total de 3 electrolitos diferentes con los
que se valor¢ el efecto del contenido de agua y de la adicion de HCI1 (0.1 M).

Posterior el anodizado, las muestras se enjuagaron con agua desionizada y se secaron a
temperatura ambiente. Por tltimo, se sometieron a tratamiento térmico en un horno de mufla
a una temperatura de 500 °C por 2 horas.

Para la sintesis de los nanotubos de titanio dopados se utilizé Nitrato de Plata como fuente
del dopante. El dopaje se realizo por anodizacion electroquimica en un paso, para lo cual se
adiciono 1% en peso del dopante al electrolito soporte definido como optimo a partir de los
resultados de las muestras de TiNTs puros y se sometido a las mismas condiciones de
anodizado de los tratamientos TS5, T6 y T7, por lo que en lo sucesivo las diferentes muestras
de TiNT-Ag se identificaran como AgT5, AgT6 y AgT7 respectivamente.

7.3 Caracterizacion de nanotubos de TiO: con y sin dopaje

Cuando un compuesto de interes es obtenido de una nueva fuente o via es importante
determinar las caracteristicas obtenidas para evaluar la pertinencia del método utilizado. De
acuerdo con la aplicacion que se pretende para los electrodos sintetizados de nanotubos de
titanio con y sin dopaje se analizaran la composicion, estructura y morfologia ademés de
propiedades oOpticas y electroquimicas mediante las técnicas espectroscopicas FTIR,
RAMAN, DRX, XPS, UV-Vis DRS, las electroquimicas EIS y CV y Microscopia
Electronica de Barrido.

Microscopia electronica de barrido (SEM):

La morfologia de las muestras se analiz6 en un Microscopio Electronico de Barrido
de emision de campo, marca JEOL modelo JSM-7600F. Las muestras fueron analizadas a
distintas magnificaciones y se utiliz6 un colector de electrones secundarios y un detector EDS
con el cual se realizd microanalisis y mapeo elemental. Las muestras inicamente fueron
fijadas al porta muestras con cinta adhesiva doble cara de carbono, para las vistas laterales
fue necesario realizar un corte mecanico transversal a la [amina.

Difraccion de Rayos X (DRX):

Con esta técnica se determina la estructura cristalina de las muestras sintetizadas. Se
realiz6 en un difractometro de rayos X Bruker D8 Advance Davinci el cual utiliza un fuente
de radiacion de K., con longitud de onda (A) de 1.5406 angstroms. Para el analisis se aplico
un barrido de 20° a 80° en 26 con tamafio de paso de 0.02° por 0.4s.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR):
Esta técnica se realizd para obtener una aproximacion de la composicion quimica de
la muestra mediante la determinacion de los modos vibracionales presentes. Se empleo un
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espectrometro Bruker IR-FT Vertex 70 con aditamento ATR. El anélisis se llevo a cabo en
un rango de niimero de onda de 400 cm™ a 4000 cm™ con resolucién de 4 cm™ y tiempo de
escaneo de 32 s. Los resultados se obtuvieron en % de Transmitancia.

Espectroscopia RAMAN

En el analisis de espectroscopia Raman se utilizo el equipo con microscopio confocal
Witec Alpha 300R. Se us6é un laser con longitud de onda (A) de 488 nm. Esta técnica se
realiz6 como complemento de FTIR y DRX para la determinacion composicional y
estructural.

Espectroscopia Ultravioleta-Visible con reflectancia difusa (UV-Vis DRS):

En las mediciones UV-Vis se empleo el espectrometro Avantes AvaSpec 2048 con
una ldmpara de tungsteno-haldgeno y la esfera de integracion con trampa de luz para evitar
la sefial especular Ocean Optics ISP-50-8-R-GT con rango espectral de 200-2500 nm. Este
sistema permite medir la reflectancia difusa de manera confiable, a partir de esta Gltima se
estim6 el ancho de banda prohibida (Band gap) de las distintas muestras por el método de
Kubelka-Munk.

Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS):

Para la obtencion de los espectros XPS se realizo un barrido general (0-1350 V) con
tamafio y energia de paso de 1 eV/paso, y 100eV/paso respectivamente, ademas de un barrido
de alta resolucion en regiones especificas. Se aplicé erosion de 15s con haz de iones de argon
acelerados 3 kV con potencia de 30 W que incide en un area de 1 x 2 mm concéntrico al haz
de Rayos X. Se usé el equipo K-Alpha Surface Analysis de la compafiia Thermo Fisher
Scientific. El cafion de Rayos X utiliza una linea de excitacion de K-a monocromada de
aluminio (1486.6 eV) a 12 KV y 40 watts de potencia en un area ovalada de 400 um de
didmetro (spot) e incide a la muestra con un angulo de 30°. Esta técnica ademas de respaldar
los resultados de las técnicas anteriores respecto a composicion proporcionara informacion
respecto al estado electronico de los elementos presentes en la superficie de la muestra, esto
serd util para la interpretacion de los resultados electroquimicos.

Caracterizacion Electroquimica

La caracterizacion electroquimica se realizo mediante pruebas de voltametria ciclica
(VC) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) en un sistema de 3 electrodos
para tener un mejor control del sistema, donde las nanoestructuras sintetizadas fungieron
como el electrodo de trabajo, como contraelectrodo se utiliz6 un hilo de platino y como
electrodo de referencia se utilizé un electrodo de Ag/AgCl saturado con KCI. Se empleo un
potenciostato marca Gamry Instruments como fuente de poder externa y controlador del
sistema.
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Previo a la realizacion de las pruebas electroquimicas los electrodos sintetizados de
nanotubos de TiO; puro y dopado se cubrieron con cinta aislante e impermeable dejando
expuesta Uinicamente un 4rea de 1 cm?. Los electrodos se evaluaron con una solucién redox
de 4cido ascorbico 5 mM en cloruro de potasio (KCI, 1 M).

Voltametria Ciclica (CV)

Esta técnica se empled para obtener la sensibilidad, limite de deteccion y
cuantificacion asi como para evaluar la reversibilidad y estabilidad de los electrodos
sintetizados. La evaluacion se realizé en funcion de un rango de potencial de -1 a1 Vy en
funcion de la velocidad de barrido (25, 50, 75 y 100 mV*s™). De los resultados de estas
pruebas se eligio a los dos electrodos con mejor repuesta electroquimica al acido ascorbico
de los cuales se realizd el andlisis siguiente de impedancia electroquimica, una vez
seleccionado uno de estos se realizd la evaluacion de las cualidades de un sensor utilizando
esta misma técnica de voltametria ciclica pero se con un ventana de potencial mas amplia de
-lal.6 V.

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS):

Las pruebas de impedancia se realizaron como para evaluar el efecto del dopaje sobre
el TiO; puro respecto a la resistencia al paso de corriente, esperando menor impedancia en
las muestra con dopaje. Se realizd en circuito abierto de potenciales, en un rango de
frecuencia de 0.01 Hz hasta 100 000 Hz y amplitud de 5 mV.

7.4 Evaluacién de la respuesta electroanalitica con Acido Ascorbico (AA).

Se realizaron pruebas de voltametria Ciclica de tres ciclos en un rango de potencial
de -1.0 a 1.6 V a una velocidad de barrido de 100 mVs™! en electrolito soporte de KCI 1 M
bajo condiciones neutras, como lo reporta Pei et al. (2016).

Perfil de concentraciones: Sensibilidad, LD y LQ.

Para determinar la respuesta del sensor a concentraciones de acido L-ascorbico se
construy6 una curva de calibracion partiendo de la medicion del blanco (35 ml de KCI 1 M)
para posterior adicionar alicuotas de solucion estandar de AA al electrolito soporte en un
rango de concentracion de 0 a 11 mM. A partir de las respuestas obtenidas se realiz6 la curva
de calibracion (Concentracion vs. Corriente) y por ajuste lineal se obtuvo la ecuacion de la
recta para determinar los parametros de sensibilidad y los limites de cuantificacion (LQ) y
deteccion (LD).

Repetibilidad
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Para la evaluacion de este criterio, se emple6 un electrodo para medir repetidamente
una solucion 4 mM de AA en KCI1 1 M durante 10 ciclos de CV enrangode -1 a 1.6 Vy
velocidad de barrido de 100 mVs™!, los resultados se expresaron en términos de la desviacion
estandar.

Reproducibilidad

Se evaluo la respuesta de 3 electrodos distintos para una concentracion 5 mM de AA
en KCI (1 M) por VC en rango de -1 a 1.6 V y velocidad de barrido de 100 mVs™, los
resultados se expresaron en términos de la desviacion estandar

Estabilidad: f(t).

Se evalud el cambio en el desempeio del sensor en funcion del tiempo, las medicion
se realizaron a 10, 15, y 20 dias posteriores a la medicion inicial realizada inmediatamente
después de la sintesis.

Selectividad

Se emplearon pruebas de voltametria ciclica aplicando la ventana de potencial y
velocidad de barrido que se usé en las pruebas anteriores, la medicion se comenzo6 con 35 ml
de una solucién con AA (10Mm) en KCI (1 M) al cual se le afiade Iml de AA 5 mM seguido
de 1 ml de Glucosa 10 mM para observar si la glucosa afecta la medicion de AA.
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8 RESULTADOS

8.1 Sintesis y caracterizacion de TiNTs: Microscopia y técnicas espectroscopicas

Durante la sintesis de los TiNTs se observaron diversos cambios de color en las
laminas sustrato, resultando en diferentes coloraciones finales entre los tratamientos debido
a los diferentes tiempos de anodizado y la composicion del electrolito utilizado, lo cual,
Zaragoza (2018) menciona que esta relacionado con el espesor de la capa de 6xido.

Figura 29. Ldmina de titanio metdlico (blanco) y sustratos anodizados y calcinados (Tratamientos T1-T7).

En las tres primeras muestras (T1-T3) de la figura 30 se observan coloraciones irregulares a
lo largo del area anodizada y una tenue coloracion azul mientras que en la muestra T4 la
tonalidad azul resultante es intensa y podria indicar una gran espesor de la capa de 6xido sin
embargo es evidente una corrosion excesiva atribuida a la aceleracion de la difusion de iones
F- provocada por la adiciéon de HCI (1 M). Las muestras de los tratamientos T5, T6 y T7
presentan coloracion uniforme en el area anodizada y de tonalidad azul semejante.

8.1.1 SEM

En este apartado se presentan los resultados de las pruebas de Microscopia Electronica de
Barrido de los tratamientos T1-T7 evaluados para la sintesis de TiNTs puros.

En la figura 31, se muestra la micrografia de la lamina de titanio metalico sin ningin
tratamiento como un referente para la comparacion superficial de las muestras que se
sometieron a los diferentes tratamientos de anodizado electroquimico.

Figura 30. SEM: Ldmina de Titanio metdlico (muestra “blanco”).
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En los resultados de los tratamientos T1, T2 y T3 ya se observa un claro cambio superficial
respecto de la muestra “blanco” sin embargo no se consiguié la formacién de las
nanoestructuras tubulares buscadas (Figura 32).

Fase (2) del mecanismo de crecimiento de
TiNTs: Formacion de poros iniciales
(crecimiento longitudinal, principalmente).

(Bavykin & Walsh, 2010)

Poros iniciales
e LY ok -._ -~ -.: _:

Ti

Figura 31. SEM: Tratamientos T1, T2 y T3. Electrolito con alto contenido de agua.

Como se puede apreciar en las muestras T1 y T2 existe una nucleaciéon y crecimiento
transversal (aumento de diametro) de poros sin un orden definido, en la muestra T3 se
observa crecimiento inicial longitudinal sin embargo no hay uniformidad en los poros y se
aprecian corrugaciones y fragmentaciones en las paredes, un efecto propio de electrolitos con
alto contenido de agua.

Contrastando con los tratamientos anteriores, en la muestra T4 (Figura 33) se consigui6 el
crecimiento de nanotubos largos, delgados y de pared lisa sin embargo debido al rapido
crecimiento debido a la acidificacion del medio perdieron soporte, separandose del sustrato
y creciendo de manera desordenada y arbitraria. Las estructuras muestran un didmetro
aproximado promedio de 79 nm y un espesor de pared de 19 nm.
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Si bien, con este tratamiento se logro la obtencion de la morfologia nanotubular buscada para
los objetivos del presente proyecto, los TiNTs resultantes no cuentan con la orientacion
adecuada para favorecer el flujo electronico como se esquematiza en la figura (a y b) y por
consiguiente podria disminuir la eficiencia de su desempeiio como sensor electroquimico.

TiNTs crecidos con orientaciones
arbitrarias independientes del sustrato.

TiNTs crecidos con orientaciones
arbitrarias independientes del sustrato.

e

b) “

Figura 32. SEM vista frontal: Tratamiento T4. Electrolito con alto contenido de agua y acidificaciéon de medio (HCI 1 M).
a) Esquema de TiNTs crecidos arbitrariamente y b) Esquema de TiNTs crecidos perpendiculares al sustrato.

Por otro lado, en las micrografias de las muestras TS5, T6 y T7 (Figura 34) ya es
posible apreciar estructuras tubulares alineadas verticalmente al sustrato y paralelas entre si.

Los nanotubos obtenidos para TS5 y T6 rondan desde 78 hasta 114 nm de didmetro
con promedio de 93 nm y un promedio de 19 nm de espesor de pared, mientras que en T7 el
didmetro promedio es de 100 nm y el espesor de pared de 23 nm, ademas, presenta mayor
remanencia de o0xido en la superficie, posiblemente debido a la disminucion de iones F~ en
un mayor tiempo de anodizado.

Tabla 4. Dimensiones promedio de los TiNTs obtenidos en T4, T5, T6 y T7.

Muestra T4 TS Té6 T7
Didmetro (nm) 79 93 93 100
Espesor de pared (nm) 19 19 19 23

Se hace evidente un ligero aumento en didmetro respecto de T4, este resultado se
esperaria debido a la cinética de disolucion del 6xido més rapida de T4. La consistencia en
los didmetros obtenidos en las tres muestras (T5-T7) corroboran lo reportado en la literatura
donde se establece que el diametro se ve afectado principalmente por el potencial aplicado,
en este caso al mantener un potencial constante se esperarian didmetros similares.
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Figura 33. SEM: Micrografias frontales de los tratamientos T5-T7.
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Con la finalidad de observar las estructuras obtenidas longitudinalmente se realiz6 un
corte mecanico transversal de las muestras TS, T6 y T7 (Figuras 35). Se aprecia una capa
compacta de tubos de pared lisa mayoritariamente y didmetro uniforme a lo largo de las
nanoestructuras, con una longitud aproximada de 2.65 pm, 2.76 pm y 2.96 pum
respectivamente para TS5, T6 y T6. Las diversas fracturas se atribuyen al corte mecénico.

Figura 34. SEM: Micrografias transversales de la muestra T5, T6 y T7.
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8.1.2 EDS

Se realiz6 un andlisis elemental de las muestras mediante un detector de energia
dispersa (rayos X) acoplado al Microscopio Electronico de Barrido, donde se obtuvieron los
% atomicos enlistados en la tabla 5 y los espectros EDS de la figura 36.

Tabla 5. Andlisis elemental EDS: % Atomicos.

Elemento T1 T2 T3 T4 TS T6 T7
Oxigeno 36.2% 34.5% 12.6% 19.8% 34.7% 31.9% 36.5%
Titanio 63.8% 65.5% 87.4% 80.2% 65.3% 68.1% 63.5%

Los resultados confirman la presencia de oxigeno en todas las muestras anodizadas.
Se observan porcentajes similares entre las muestras (excepto en T3 y T4) consistente con
trabajos que reportan sintesis anddica bajo condiciones analogas.

L. Ti
Lamina de T5 p
Titanio g . i

Ti

T6 T7

i L

Figura 35. Espectros EDS: Ldmina de Titanio métalico (blanco) y Tratamientos T1-T7.

Tomando en cuenta los resultados de microscopia electronica de barrido, se continud
con la caracterizacion composicional y estructural por diferentes técnicas espectroscopicas
unicamente de las muestras TS5, T6 y T7.
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8.1.3 FTIR

Los espectros obtenidos por FTIR (Figura 37) muestran bandas de diferente magnitud
en la region de huella digital caracteristica para los enlaces Ti-O-Ti (420-1200 cm™), lo que
indica que una parte del oxigeno presente en las muestras determinado en las pruebas EDS
se encuentran formando enlaces con el Titanio (O-Ti-O), esto comprueba la formacién de la
capa de TiO».
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Figura 36. Espectro FTIR: Comparativo de los tratamientos T6, T7, T8 y Ldmina de titanio métalico.

Ademis, los picos comprendidos en la region de 1620 a 3394 cm™ corresponden a las
vibraciones de los grupos hidroxilo (-OH) de las moléculas de agua que pudieron quedar
atrapadas en la superficie de la capa de 6xido (Misriyani & Kunarti, 2020).

Mientras que el pico en 2343 cm™! podria deberse a un doble enlace C=0 proveniente
del CO; presente durante el analisis.
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8.1.4 DRX

La caracterizacion estructural se realizd por Difraccion de Rayos X (DRX), en la
figura 38 se presentan los difractogramas en los que se obtuvieron picos caracteristicos
enlistados en la tabla 6 para el TiO> fase Anatasa y picos caracteristicos de Titanio propios
del material sustrato utilizado en las tres muestras analizadas (TS5, T6 y T7) (Zaragoza, 2018).

Tabla 6. Picos obtenidos en las muestras Picos Picos
75, T6 y T7 correspondientes a fase caracteristicas para caracteristicas para
Anatasa y al Titanio métalico (Zaragoza, Anatasa Titanio
PDF 01-070-6826 PDF 04-001-8963
2018).
25.41° 35.09°
38.14° 38.43°
48.22° 40.18°
54.34° 53.23°
5579° 70.68°
6386 76.230
77.40°
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Figura 37. Difractogramas DRX: Tratamientos T5, T6, T7 y Ladmina de Titanio metdlico (blanco).
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8.1.5 RAMAN

El espectro RAMAN ,entre otras ventajas, permite analizar la complejidad estructural
del material estudiado ya que los picos de cada fase cristalina estdn claramente separados en
frecuencias, lo cual ayuda a distinguir con més seguridad cada fase. Esta técnica se utilizd
para analizar a mayor detalle la estructura cristalina del material y sustentar los resultados
obtenidos por Difraccion de Rayos X y Espectroscopia de Infrarrojo.

Los espectros obtenidos (Figura 39) de los nanotubos de TiO» de los tratamientos T3,
T6 y T7 muestran picos de diferente intensidad caracteristicos para los modos activos de la
fase Anatasa (A1ga 528cm™, Biga 528cm y Ega 163,215y 648cm™), ademas no se registrd
algtin pico relacionado con la fase Rutilo (Absalan et al., 2020; Guaglianoni et al., 2021; Wu
etal., 2021).

Estos resultados son congruentes y corroboran la composicion y estructura de las
muestras indicadas en las técnicas antes mencionadas.
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i A Big E 1
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i ¢Eg I ®A, /By ¢ * 4
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1 1 i 1 : 4
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_ T i i T
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= I I 1 I Wu et al., 2021).
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Figura 38. Espectros RAMAN: Tratamientos T5, T6 y T7.
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8.1.6 XPS

La composicion elemental superficial se evalud con la técnica de espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (Figura 40), las mediciones corroboran la presencia de Ti, Oy C
confirmando los resultados del microanalisis EDS. El C puede atribuirse a remanentes del

electrolito organico utilizado en la sintesis.
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Figura 39. Escaneo completo XPS de T5, T6 y T7.

En los espectros XPS de alta resolucion de las muestras (Figura 41) aparece un pico
Ols a una energia de enlace de 530 eV indicando la existencia de oxigeno en estado de
oxidacién O caracteristico del oxigeno presente en la red de TiOa, para los espectros de
Ti2p se observan dos picos en las posiciones 458.68 y 464.38 eV correspondientes el doblete
Ti2pi2 y Ti2ps» ambos sefiales caracteristicas reportadas para el cation métalico Ti** propio

de las nanoestructuras de TiO> (Sebek ef al., 2021; Wu et al., 2021).
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Figura 40. Escaneos de alta resolucion XPS para Oy Ti de las muestras T5, T6 y T7.

8.1.7 UV-Vis DRS: Ancho de banda prohibida

Adicionalmente se estimo el ancho de banda prohibida (Band gap) de las muestras
utilizando el método de Kubelka-Munk a partir del espectro de reflectancia difusa obtenido
de las pruebas de absorcion ultravioleta-visible (Figura 42).

La banda prohibida resultante fue de 3.22, 3.27 y 3.30 eV para las muestras TS5, T6 y
T7, respectivamente, lo cual es caracteristico de la fase anatasa, ademads se observa un ligero
incremento a mayor tiempo de anodizado (Tiempo de anodizado: T5<T7) posiblemente
debido a la mayor longitud de los nanotubos o a una mayor presencia de estructuras
colapsadas en la capa superficial derivado de mayor tiempo de anodizado como se observa
en las micrografias SEM. Este parametro ademas de confirmar indirectamente la
composicion y estructura del material bajo analisis nos servird mas adelante como punto de
comparacion respecto a las muestras con dopaje.
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Figura 41. Band gap obtenido por Kubelka-munk para las muestras T5, T6 Y T7.
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8.2 Sintesis y caracterizacion de TiNTs-Ag: Microscopia y técnicas espectroscopicas.
8.2.1 SEM

Los nanotubos de titanio dopados con plata (TiNTs-Ag) se caracterizaron
superficialmente al igual que los TiNTs puros con la técnica de microscopia electronica de
barrido (Figura 43), a partir de la cual se concluye que los dopajes no ejercen un efecto
significativo en la morfologia ya que mantuvo la estructura altamente ordenada de tubos
perpendiculares al sustrato con diametros de poro y espesor de pared promedio de 84 nm y
16 nm respectivamente, apenas menos 10 nm de didmetro y 5 nm de espesor de pared a
diferencia de los nanotubos puros de TiO,. Podemos destacar que el dopaje minimizo la
presencia de estructuras colapsadas en la superficie.

En la siguiente seccion (EDS) se muestran las micrografias transversales que
corroboran el crecimiento longitudinal y la presencia de plata en las nanoestructuras
resultantes.

Figura 42. Micrografias SEM frontales de las muestras dopadas AgT5, AgT6 y AgT7.
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8.2.2 EDS

Al igual que para los TiNTs puros, se realiz6 el andlisis elemental por espectroscopia
de energia dispersiva para las muestras dopadas. Ademas, con esta técnica se realizaron
mapeos elementales frontales y transversales para observar su distribucion en las zonas
analizadas.

El microanélisis elemental determino la presencia de plata ademas de la del titanio y
del oxigeno (figuras x-x), registrando la presencia de plata en porcentajes atdmicos de 0.29%,
0.39% y 0.26% respectivamente para los tratamientos TS5, T6 y T7 (tabla 7). Estos resultados
son consistentes con lo reportado por Lopez et al. (2019).

Tabla 7. Resultados EDS: Composicion elemental (% Atémico) de TiNTs dopados con plata

Elemento AgTS AgT6 AgT7
Oxigeno 38.30 30.01 30.72
Titanio 61.41 69.60 69.02
Plata 0.29 0.39 0.26
’ E AgT5.

Porcentajes Atomicos:

Titanio (Ti): 61.41 %
Oxigeno (0): 38.30%
Plata (Ag): 0.29%

4

Enargy kev]

Figura 43. SEM-EDS: Andlisis y mapeos elementales de la muestra AgT5.
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Los mapeos frontales obtenidos se presentan en las figuras 44, 45 y 46 para los
tratamientos AgT5, AgT6 y AgT7 correspondientemente, estos sugieren una distribucion
uniforme del dopante en la superficie de los TiNTs con tamafio de particula en el rango
nanométrico.

AgT6.
' Porcentajes Atomicos:
" Titanio (Ti): 69.60 %
' Oxigeno (0): 30.01%
Plata (Ag): 0.39%
: -}

Figura 44. SEM-EDS: Andlisis y mapeos elementales de la muestra AgTé.

‘ AgT7.
: Porcentajes Atomicos:
' Titanio (Ti): 69.02 %
' Oxigeno (0): 30.72 %
Plata (Ag): 0.26 %
5 | |
!1_————-£- -
el }@W o . ol ¥

Figura 45. Resultados SEM-EDS: Andlisis y mapeos elementales de la muestra AgTé.
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Complementando la informacién de los mapeos frontales, en las vistas transversales
(Figura 47), se observo que la plata también se encuentra presente a lo largo de los nanotubos
y en la superficie como particulas de mayor tamafo consistente con los resultados de Liang
et al. (2018) . Si bien el dopante no afect6 los didmetros o espesores de pared de los NTs si
hubo una disminucién en cuanto a longitud respecto a las muestras sin dopaje.

MAG: 2500x MV- 15KV WD: 198 mm 1 MAG: 2500x HV-15kV WD 19.8.mm

MAG: 2501 HV: 15V WD: 18.4 mm MAG: 2500x HV:15kV  WD: 19.4 mm

Figura 46. Resultados SEM-EDS: Micrografias transversales y mapeo elemental (Muestras AgT5-AgT7).
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8.2.3 FTIR

En los espectros de infrarrojo (Figura 48) se observa que los picos de la region de
huella dactilar de Ti-O-Ti que se encontraron en las muestras sin dopaje sufrieron cambios
como menor intensidad y un corrimiento hacia nimeros de onda mayores, este corrimiento
puede deberse a la presencia de las particulas de Ag en el TiO2 (Olgun et al,. 2018).

Se observa un nuevo pico en 1531 cm™ asociado con el doble enlace del grupo amino
N=H resultado posiblemente de la presencia de AgNOs en el electrolito como precursor para
el dopaje o a vibraciones C=0 por remanentes del electrolito (Lopez et al. 2019). Las bandas
en 1691 y en 2541 se relacionan con los grupos hidroxilo (-OH) de moléculas de agua en la
superficie de la muestra (Misriyani & Kunarti, 2020). El pico ubicado en 2347cm™ podria
asociarse con el grupo carbonilo (-C=0) de la sefal de fondo (CO2) o de la oxidacion
ambiental del carbono remanente del electrolito, también podria deberse a la presencia del
triple enlace de un grupo cianuro (-CN).
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Figura 47. Espectros FTIR de las muestras dopadas.

Las picos situados en el rango 3400-3900 cm-1 generalmente son asociados a
estiramientos de los grupos hidroxilo (-OH) provenientes del agua, sin embargo la forma
menos intensa y puntiaguda de la sefial puede indicar que se encuentran anclados a una
molécula distinta del agua, por ejemplo Ti-OH.
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8.24 DRX

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras dopadas (Ag-TiNTs) se
presentan en la figura 49. Al igual que las muestras puras de TiNTs se presentan los picos
caracteristicos atribuidos al titano métalico en los angulos 35.19°, 38.5°, 40.30°, 53.23°,
63.13°70.83°, 76.33° y 77.50°, ademas de los caracteristicos para TiO fase Anatasa (25.40°,
37.96°, 48.07°, 53.23°, 55.16° y 63.04°) y no se obtuvo algun pico referente a la fase Rutilo,
por lo que comprueba que la fase cristalina presente es inicamente Anatasa e implica que el

dopaje no influyo en la formacion de alguna otra fase cristalina ( Zaragoza, 2018; Zhang, et
al., 2019).

Comparado con los TiNTs puros podemos ver un aumento en el pico de Anatasa en
37.96 (plano 004) posiblemente debido al solapamiento con un pico caracteristico para la
plata metalica reportado en 26=38.1° (plano 111) y otros picos correspondientes a la plata no
se observan debido al bajo contenido de dopaje. Al no obtener cambios apreciables en los
difractogramas de TiNTs y Ag-TiNTs se deduce que no hay cambios significativos en la
estructura de los nanotubos debido al dopaje, esto debido a que el ion Ag" (126 pm) es mas
grande comparado con el ion Ti*" por lo que los iones plata entran en la red cristalina del
TiO2 durante la sintesis integrandose de forma intersticial (Wang, et al., 2014).
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Figura 48. Difractograma de las muestras de TiNTs dopados.
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8.25 XPS

Los resultados del analisis elemental de superficie de las muestras dopadas con plata
(Ag-TiNTs: Tratamientos T5-T7) por la técnica de espectroscopia fotoelectronica de rayos
X se muestran en la figura 50, las mediciones corroboran la presencia de Ti, O, C y Ag
congruentes con los resultados del microandlisis EDS, confirma el dopaje de Ag en las
muestras en un bajo porcentaje respecto al titanio y el oxigeno.
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Figura 49. Espectros XPS de las muestras dopadas (AgT5-AgT7)

Los espectros locales XPS de alta resolucion para Tiy O presentados en la figura 51
(a y b) no muestran diferencia respecto a los resultados obtenidos para los TiNTs puros. La
separacion entre los dobletes del Ti (Ti2p32=464.28 eV y Ti2p1,=458.68 eV) se mantiene
en el valor aproximado de 5.6 eV, indicando que el estado de valencia Ti™ propio de la red
de TiO> es el de mayor presencia (Li, et al., 2014: Liang, et al., 2018). Respecto del O, el
pico Ols se registra en 429.98 eV que corresponde al oxigeno en la red de TiO». En la figura
51.c, se encuentran los picos originados por la plata (Ag3ds»=373.78 eV y Ag3ds»=367.78
eV), cuya diferencia de energia es de 6 eV caracteristica del ion Ag". Considerando la
asimetria de estos picos se realizé una deconvolucion (Figura 51.d) obteniendo un pico Ags,
a una energia mayor (368.14 eV) la cual es relacionada con el estado Ag® (Kaspar, et al.,
2014).
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Figura 50. Escaneos de alta resolucion XPS para a) Ti, b) Oy c) Ag de las muestras AgT5, AgT6 y AgT7.c) Deconvolucion
de los picos Ag3d.
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8.2.6 UV-Vis DRS: Ancho de banda prohibida

El ancho de banda prohibida (Band gap) calculado por el método de Kubelka-Munk
a partir del espectro de reflectancia difusa para las muestras con dopaje de plata (Ag-TiNTs)
fue de 3.24, 3.29 y 3.30 eV para las muestras TS5, T6 y T7, respectivamente (Figura 52),
estos resultados mantienen el valor caracteristico de la fase anatasa sin embargo no se refleja
la disminucion esperada con la adicidon del dopante, posiblemente debido al bajo porcentaje
de plata presente en las muestras obtenido bajo las condiciones de sintesis utilizadas.

Band gap: 3.24 eV
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Figura 51. Ancho de banda prohibida obtenida por Kubelka-munk para las muestras AgT5, AgT6 y AgT7.
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8.3 Caracterizacion de TiNTs vs. Ag-TiNTs: Técnicas electroquimicas

Como se menciond en la seccion de metodologia, en este andlisis las diferentes
laminas correspondientes a los tratamientos T5-T7 tanto de nanotubos de titanio puros y con
dopaje de plata fueron sometidos a un barrido de voltimetria ciclica fungiendo como el
electrodo de trabajo (ET), los voltamogramas obtenidos se presentan por grupo de
tratamientos y tipo de NTs en la figura 53. Con fines practicos en los sucesivo se identificara
unicamente como T5, T6 y T7 a los diferentes tratamientos de TiNTs uros y los dopados Ag-
TiNTs se identificaran como AgT5, AgT6 y AgT7.

Los graficos 53a y 53b corresponden a la respuesta unicamente con el medio
electrolitico utilizado (KCI 1 M) de los TiNTs y los Ag-TiNTs respectivamente, se observa
un pico anddico y uno catdodico ambos en potenciales negativos, Garcia y colaboradores
(2017) se los atribuyen a la reduccion del T*" a T** al igual que el pico catédico maximo se
asocia con la acumulacion de H' en la superficie del electrodo, a potenciales mas positivos

no se observa sefial alguna.
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Figura 52. Voltamogramas ciclicos (Barrido -1 V a +1 V) de los TiNTs puros (a y c) y dopados (b y d) en electrolito KCI (1
M) con (cy d) o sin (a y b) presencia de Acido Ascorbico (AA; 5 Mm).
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Se repitieron los barridos de VC bajo las mismas condiciones pero se adicion6 acido
ascorbico (AA, SMm) en el electrolito (graficos 53¢ y 53d), como principal respuesta
comparando con el analisis sin AA se aprecia la aparicion de un pico anddico en todos los
voltamogramas a potenciales positivos (0.7-0.8V) que se asocia con la oxidacion del AA, sin
embargo no se registra un pico catédico que se asocie con la reduccion de las especies
oxidadas de AA por lo que se deduce que la reaccion electrodo-electrolito no es reversible
por lo que se esperaria una disminucion de corriente tras medidas consecutivas con un mismo
electrodo.

Con la finalidad de seleccionar el electrodo con la mejor respuesta electroquimica y
consolidar la propuesta de sensor de &cido ascorbico se seleccion el electrodo TS5 puesto que
es el que registro una intensidad de corriente mayor al resto de electrodos, esto contrario al
resultado esperado ya que se esperaba que el dopaje con plata mejore tanto el transporte
electronico y aumente los sitios activos sin embargo la intensidad obtenida fue menor incluso
menor que AgT7 con tubos de menor longitud, por lo que considerando ademads que la forma
de pico del AgT5 pareciera que estd incompleto y aparentando que continua en un potencial
mayor se decidio evaluar nuevamente el tratamiento TS5 de ambos NTs usando una ventana
de potencial extendido desde -1V hasta 1.6 V cuyo resultado se muestra en la figura 54.
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Figura 53. Voltamograma ciclico de AgT5 comparativo con T5 en una ventana de potencial de -1 V a + 1.6 V, evaluados
con Acido Ascérbico (10 Mm) en KCI (1 M).

Los voltamogramas obtenidos tanto para TS5 como AgT5 realizados en una ventana
de potencial mas grande se registrd claramente el pico caracteristico de un analisis de
voltametria ciclica, si bien se mantuvo el caracter irreversible, los picos anddicos de ambos
electrodos de registraron en un potencial de 0.9 V y en este caso, aunque con una minima
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diferencia atribuido al bajo contenido de dopante el electrodo AgT5 registr6 mayor
intensidad de corriente que T5. Por lo que AgT5 se selecciond como el mejor candidato para
ser evaluado su desempeiio como potencial sensor electroquimico de acido ascérbico con
perspectiva de uso en bebidas.

Como complemento de los resultados anteriores de voltametria ciclica en la figura 55
se presenta un comparativo de los diagramas de Nyquist resultados del andlisis por
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) de la ldmina de titanio métalico, el
electrodo TS5 y el AgT5 en electrolito de KCI (I M) con y sin AA (5mM). La primer
caracteristica que llama la atencion de estos diagramas en la ausencia del semicirculo tan
caracteristico de la técnica, sin embargo, esto ocurre cuando el sistema no opone resistencia
a la transferencia electronica electrolito-electrodo (Appadurai et al., 2019) por consiguiente
registrar unicamente un comportamiento semilineal se atribuye a que el sistema estd
condicionado mas bien por el proceso de difusion o transferencia de masa del seno del
electrolito hasta la superficie del electrodo.
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& ™ | pgrosos.
o (Xiao, et al., 2008)
g 20000 |
N ,'
10000
— AT KOl +AA
——TS5KCI + AA
AQTS KCI
T5KCI
—— Lamina de Titanio (KCl + AA)
0 4 Lémina de Tianio (KCI)
b. Circuito equivalente propuesto en

5o|00 I 10600 I 15600 I la literatura para nanotubos de TiO,
(AL- Swayih, 2014)

o -

Z_ . (ohms)

Figura 54. Espectro de Impedancia electroquimica. Comparativo entre Ldmina de Titanio métalico, TiNTs (T5) y Ag-TiNTs
(AgT5) en electrolito KCI (1 M) con presencia o ausencia de Acido Ascérbico (5 Mm). A la derechas se muestra un circuito
eléctrico equivalente generalmente propuesto en la literatura para sistemas altamente porosos.

Las linea espectral del AgT5 esta ligeramente més curvada que TS pudiendo sugerir
que la transferencia de masa es mas lenta, esta caracteristica podria deberse a diferencias en
el arreglo de la celda electroquimica como la distancia entre electrodos ya que la técnica es
muy sensible, por otra parte aunque ambos electrodos carecen del semicirculo se observa
para el electrodo AgT5 en zona de baja frecuencia un comportamiento ligeramente mas lineal
que T5, entre mas recta se registre el comportamiento en zona de baja frecuencia se asocia
con mejor conductividad (Appadurai, et al., 2019).
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Los espectros EIS obtenidos son caracteristicos de sistemas altamente porosos como
lo nanotubos, en las figuras 55 y 55b se muestran los modelos de circuitos eléctricos
equivalentes que suelen describir el comportamiento de este tipo de sistemas, donde se tiene
una capa porosa que favorece la transferencia electronica electrodo-electrolito y una capa
compacta de TiO,. En ambos modelos reportados por P. Xiao, et al (2008) y Al-Swayih
(2014) se propone un modelo de tipo Rs(R1QI(R2(Q2)) donde Rs corresponde a la
resistencia de solucion, R1 la resistencia y Q1 la capacitancia de la capa porosa mientras que
R2 es la resistencia y Q2 la capacitancia de la capa eléctrica. La razén de usar elementos de
fase (“Q17-“C2” y “Q2”-“CPE1”) para representar la capacitancia en lugar de un elemento
propio de capacitancia es debido a que la porosidad aleja al sistema de un capacitor ideal.

Por tultimo, el electrodo AgT5 se evalud en funciéon de la velocidad de barrido por
voltametria ciclica (Figura 56) con la finalidad de evidenciar el comportamiento a distintas
velocidades y seleccionar la velocidad con la que se evaluara su funcionamiento como sensor
de 4cido ascorbico, en los voltamogramas se observa que las maximas intensidades de pico
mantienen una buena relacion lineal sin embargo se presenta corrimiento de los picos hacia
potenciales menores consistente con la conclusion de las primeras pruebas sobre la
irreversibilidad del sistema, sin embargo los corrimientos no son tan marcados como para
indicar un aumento en la cinética de reaccion significativa por lo que para continuar con la
evaluacion del electrodo se realizara a una velocidad de 100 mV/s que no difiere en gran
medida de velocidades menores y aunque el sobre potencial en el que se registra su maxima
intensidad en mayor se cree conveniente esta velocidad que por definicion entrega una mayor
intensidad de corriente y pueda favorecer la deteccion de sefial en soluciones de menor
concentracion.
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Figura 55. \Voltamograma ciclico en funcién de la velocidad de barrido de la muestra nanotubos dopados (AgT5) en
electrolito KCI (1 M) + Acido Ascérbico (10 mM,).
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8.4 Validacion de la respuesta electrocatalitica de la muestra AgTS como sensor
electroquimico de Acido Ascorbico.

Perfil de concentraciones: Sensibilidad, LD y LC.

La figura 57 muestra el conjunto de voltamogramas obtenidos en el electrodo AgT5
para un rango de concentraciones desde 0 hasta 11Mm con la finalidad de obtener un perfil
de concentraciones a partir del cual se realizo el ajuste lineal.
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Figura 56. Voltamograma ciclico: Perfil de concentraciones de Acido Ascérbico en el electrodo AgT5

A partir de la ecuacion de la recta derivada del ajuste lineal (Figura 58) se obtuvo la
sensibilidad del sistema con un valor de 1.4815x10* A/mM/cm?, se calculd un limite de
deteccion (LD) igual a 213 uM y un limite de cuantificacion (Lq) de 231 pM.
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Figura 57. Ajuste lineal del perfil de concentraciones de Acido Ascorbico en el electro AgT5.
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Repetibilidad

Se realizaron 10 ciclos consecutivos de barrido por VC con un electrodo AgT5 los
resultados se muestran graficamente en el voltamograma de la figura 59, se observa un
decrecimiento en la intensidad de sefial conforme se incrementa el nimero de ciclos, este
descrecimiento comienza a estabilizarse en el ciclo 3 y a partir del ciclo 5 al 10 la intensidad
de senal se mantiene, este comportamiento se atribuye al rapido agotamiento de las especies
oxidables en la superficie del electrodo llegando a un punto donde como se sugirié en las
pruebas EIS el sistema se condiciona por el proceso de difusion del analito desde el seno de
la solucion hasta la superficie del electrodo. La desviacion estandar de la intensidad maxima
de picos es de 0.0001576 A.
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Figura 58. Evaluacion de estabilidad del electrodo AgT5 a 10 ciclos de barrido VC.

Reproducibilidad

Se evalu6 la respuesta de 3 electrodos distintos para una concentracion 10 mM de AA
en KCI (1 M) por VC en rango de -1 a 1.6 V y velocidad de barrido de 100 mVs™, los
resultados se contrastan en la figura 60 y se calcul6 una desviacion estandar de 0.000042 A.
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Figura 59. Comparacion de la respuesta de tres diferentes electrodos con una muestra de AA (10mM) en KCI (1M).
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Estabilidad: f{t)

Se realizaron medicién a los 10, 15 y 20 dias posteriores a la medicion inicial
realizada inmediatamente después de la sintesis, los resultados se muestran en la figura 61.
Se observa el decrecimiento de la intensidad de corriente desde el dia uno (electrodo recién
sintetizado) hasta el dia 20 con una disminucidn del 13% respecto a la intensidad inicial
ademas presenta un corrimiento de pico a la izquierda hacia menor potencial.
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Figura 60. Evaluacion de estabilidad del electrodo AgT5 a los 10, 15 y 20 dias posteriores a la sintesis.

Este decrecimiento de sefial podria estar relacionado a la irreversibilidad del sistema
por la formacion de 6xidos hidratados en la superficie. Por otra parte los voltamogramas
obtenidos para un perfil de concentracion de 0-4 ml anadidos de AA (50Mm) en KCI (1M)
registrados también a los 10, 15 y 20 dias (Figura 62) no muestran cambios significativos en
cuanto a la correlacion lineal entre cada concentracion.

. Dia10

Figura 61. VVoltamogramas del electrodo AgT5 a los 10, 15 y 20 dias posteriores a la sintesis cada uno con un perfil de
concentracion de 0 24 ml de AA (50mM) en KCI (1M).
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Esto podria sugerir que una vez que se deja de polarizar la celda el electrodo no se reestablece
en un 100% y que el enjuage con abundante agua posterior a su uso no es suficiente para
eliminar residuos que pudiera quedar absorbidos en la superficie. Resultaria importante
evaluar la viabilidad de un pulido electroquimico previo a cada medicidn sin llegar a un auto
dopaje con efecto crémico.

Selectividad

Para investigar si la presencia de glucosa (GLU) afecta la medicion de AA se
realizaron barridos de VC con las condiciones bajo las cuales se han evaluado el resto de las
caracteristicas de funcionamiento del sensor (Ventana de potencial de -1 a 1.6 V y velocidad
de 100mVs™), los voltamogramas obtenidos se comparan en la figura 63. Se presenta una
primer medicion (linea roja) que corresponde la respuesta con AA (10 mM) en KCI (1IM) a
la cual se le anadio 1 ml de AA (5mM) y registro un aumento de intensidad de corriente
(linea azul) seguido de la adicion de 1ml de GLU (10Mm, considerando que generalmente
se encuentra en mayor concentracion que el AA) su voltamograma no registra algin pico
diferente al obtenido para AA y contrario a aumentar la intensidad de corriente de este pico
muestra una disminucion que supondria que el sistema no detecta alguna sefal proveniente
de la glucosa.
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Figura 62. Voltamogramas obtenidos de la respuesta del electrodo AgT5 con Acido Ascérbico (10mM) y Glucosa (10mM)
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9 CONCLUSIONES

Se desarrolld un sensor electroquimico de acido ascorbico basado en nanotubos de
TiO2 dopados con plata (1% wt) que cumplié con lo planteado en la hipotesis, con
sensibilidad de 1.4815x10* A/mM/cm? y limites de deteccion y cuantificacion de 213 uM y
231 uM respectivamente, mostro bajas desviaciones estandar en los analisis de repetibilidad
y reproducibilidad sin embargo perdio un 13% de estabilidad a los 20 dias una medida menor
que los reportados para biosensores pero por encima de electrodos no enzimaticos reportados
como desarrollado por Pei y colaboradores basado en nanotubos de TiO2 dopados con Au el
cual perdi6 solo el 3% a los 30 dias. Ademas el electrodo no registro sefial alguna con
presencia de glucosa en la ventana de potencial y bajo las condiciones en las que se evalu6
para el acido ascorbico por lo que se presume selectividad respecto de este compuesto. Los
parametros de operacion del sensor se establecieron para la técnica de voltametria ciclica con
barrido positivo en una ventana de potencial de -1 V a 1.6 V y velocidad de barrido de 100
mVs!. La maxima intensidad de pico de oxidacion se registré en 0.92V, parametro base para
el resto de las medicion de intensidad de corriente, también es la base para futuros analisis
por una técnica de cronoamperometria.

Considerando los resultados obtenidos se hace notar la necesidad de incrementar el
porcentaje de Plata durante la sintesis con la finalidad de incrementar el % de dopaje y poder
realizar una adecuada evaluacion sobre su efecto en la propiedades funcionales de los
nanotubos de TiO,. Por otra parte se requiere encontrar una técnica correcta de corte para
analisis SEM transversal que no comprometa las caracteristicas de la capa de nanotubos y
permita medir correctamente la longitud y el espesor de capa compacta de TiO». En términos
del desempefio del sensor se recomienda evaluar el pulido electroquimico previo a realizar
el analisis para eliminar compuestos remanentes de analisis previos que puedan disminuir la
sensibilidad del electrodo en los primeros ciclos de barrido con esto mejor la estabilidad
respecto del tiempo. El electrodo demostré6 un comportamiento electroquimico favorable
para su aplicacion en el sector bebidas por lo que se remienda evaluar la selectividad con un
mayor numero compuestos interferentes que estan presentes generalmente en bebidas
adicionadas asi como realizar las pruebas con muestras farmacéuticas y alimenticias
comerciales de acido ascorbico y su respectiva comparacion con un método tradicional.
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