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1. Introduccion

La contaminacién por metales es, desde hace tiempo, un
problema que causa gran preocupacion, ya que los metales
procedentes de fuentes de contaminacion como la
actividad industrial y minera, las pinturas, los fertilizantes,
las deposiciones atmosféricas... pueden afectar a la salud
de los seres vivos cuando se absorben o se inhalan,
interfiriendo con la funcidn de los érganos del sistema [1].
Estos metales son especialmente peligrosos porque
tienden a bioacumularse, debido a que no son
metabolizados por el organismo y se acumulan en los
tejidos blandos.

Las técnicas de redisolucidn son particularmente
adecuadas para la determinaciéon de metales a nivel traza
en muestras de origen medioambiental y bioldgico [2],
debido a sus excelentes limites de deteccion, su
sensibilidad a la presencia de diferentes especies de metal,
su capacidad para la determinacion multielemental y su
simple pero completa instrumentacidn que requiere de
escaso mantenimiento. Sin embargo, cabe destacar que el
comportamiento de la voltamperometria esta fuertemente
influenciado por el material del electrodo de trabajo.
Durante muchos afos, las técnicas electroanaliticas han
estado vinculadas al uso de mercurio como electrodo de
trabajo para la determinacién de iones metalicos a nivel
traza en muestras ambientales, debido sobre todo a su
amplio intervalo catédico [3]. A pesar de las grandes
ventajas que presenta la utilizaciéon de los electrodos de
mercurio en medidas voltamperométricas, en los ultimos
afos éstos se han visto envueltos en una fuerte polémica
debido a la potencial toxicidad del mercurio. EI mercurio
metalico a temperatura ambiente es inocuo, si bien es
cierto que sus vapores y sales son toxicos. Por ello, la
Unién Europea regula el empleo y ambito de aplicacion del
mercurio para reducir de forma drastica sus emisiones,
prohibiéndose por lo tanto cualquier exportacién de
mercurio metdlico y de ciertos compuestos o mezclas de
mercurio. Si bien no hay una prohibicién clara en el uso de
mercurio como material electrddico, pues el SOCOPSE
(Source of Priority Substances in Europe) asegura que la
legislacion vigente no afecta al trabajo en el laboratorio,
aproximadamente a partir del afio 2000 se han hecho
considerables esfuerzos para desarrollar electrodos de
materiales alternativos al mercurio.

2. Electrodos de trabajo basados en materiales
diferentes del mercurio

Se han probado muchos electrodos alternativos basados

en amalgamas sdlidas no toxicas, superficies modificadas
quimicamente y materiales mas tradicionales como el
carbono, oro o iridio. Sin embargo, el electrodo ideal debe
proporcionar un amplio intervalo catddico, una respuesta
reproducible, asi como una alta relacion seial-ruido, y
estas no son caracteristicas comunes para muchos
electrodos hechos con otros materiales diferentes al
mercurio [3]. Sin embargo, se vio que el bismuto (que esta
considerado como uno de los metales menos téxicos y que
representa una amenaza minima para el medio ambiente)
podia suponer una buena opcidn como material
electrédico alternativo al mercurio.

Desde que Wang et al. introdujeron en el afio 2000 un
electrodo de carbono recubierto con una pelicula de
bismuto para analisis voltamperométricos de metales [4],
los electrodos de bismuto se han convertido en una
valiosa, atractiva y ampliamente utilizada alternativa a los
electrodos de mercurio para propésitos electroanaliticos
[5-7]. Los electrodos basados en Bi tienen la ventaja de ser
mas respetuosos con el medio ambiente y de ofrecer unas
caracteristicas cercanas a las de mercurio.

Con el objetivo de desarrollar nuevos materiales
electrédicos que superasen algunas de las limitaciones del
bismuto, en el afio 2007 Hocevar et al. introdujeron los
electrodos de pelicula de antimonio para la determinacién
de iones metdlicos [8]. Los electrodos de antimonio
presentan algunas caracteristicas interesantes tales como
una amplia ventana de potencial de trabajo, la posibilidad
de trabajar en medios acidos de pH 2 o inferior y una sefial
muy pequeiia de redisolucidn de antimonio que los hace
idéneos para la determinacion de iones metalicos a nivel
traza [9]. Ademas, aunque el antimonio no pertenece al
grupo de los “elementos verdes”, su toxicidad es
marcadamente inferior a la del mercurio.

La necesidad actual de desarrollar metodologias analiticas
que permitan llevar a cabo medidas in-situ, utilizando
instrumentacion portatil ha llevado al desarrollo de
sensores que se puedan adaptar facilmente a equipos
portatiles que permitan realizar medidas de campo sin
perder las ventajas de los electrodos mas convencionales.
En la sustitucidn de estos electrodos mas convencionales la
técnica de la serigrafia ha jugado un papel esencial. Esta
tecnologia es actualmente un método reconocido para la
fabricacion de sensores y biosensores para la
determinacion de iones metalicos [10].

Estos dispositivos conocidos como electrodos serigrafiados
(SPE) incluyen, por lo general, una configuracion de tres
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electrodos (trabajo, auxiliar y referencia) impresos en el
mismo soporte, normalmente de plastico o de cerdmica.
Para el serigrafiado de los electrodos de trabajo se suelen
utilizar tintas comerciales de carbono o de metales como
el oro o el platino; para el electrodo de referencia se
utilizan normalmente tintas de plata; y para el electrodo
auxiliar se suelen utilizar tintas de carbono o platino. Estas
tintas se impregnan a través de diferentes pantallas con las
geometrias deseadas. Seguidamente, se aplica un
tratamiento térmico de curado adecuado y se imprime una
capa de aislante en una porcién de la placa para definir el
conjunto de electrodos y contactos eléctricos. Tras esta
capa el dispositivo se somete al mismo proceso térmico. En
la Figura 1 se muestra un esquema de la fabricacion de un
SPE de carbono. Ademads, los SPEs son conocidos por su
bajo coste, su disponibilidad comercial, su caracter
desechable, el tamafio miniaturizado y la posibilidad de
adaptarlos a instrumentacidn portatil.

(@)

Figura 1: Esquema de fabricacion de un dispositivo electrédico
serigrafiado tipico, donde se aprecia la impresién y secado de
tintas que incluyen materiales electroquimicos (a) y el
recubrimiento de los conectores con una capa aislante (b).

Entre otras consideraciones, hay dos aspectos centrales
qgue hay que tener en cuenta en el disefio de un electrodo
de Bi o Sb: el sustrato sobre el que el Bi o Sb serd
depositado, y el método seleccionado para el
recubrimiento del sustrato. El Bi o el Sb pueden ser
depositados en diferentes soportes, siendo el sustrato de
carbono en sus diversas formas (pasta de carbono,
carbono vitreo, mina de lapiz, tinta de carbono
serigrafiada, fibra de carbono) el soporte mas importante
para las peliculas de Bi y Sb. Respecto al recubrimiento de
la superficie del sustrato, podemos encontrar los
siguientes métodos:

(i) Electrodeposicién ex-situ: el SPE se sumerge en una
disolucion de Bi(lll) o Sb(lll) y después de la aplicacion
de un potencial apropiado, los iones Bi** 0 Sb> son
reducidos a Bi o Sb metdlico y electrodepositados en

la superficie del electrodo; después el electrodo
modificado con la pelicula del metal se recoloca en la
disolucidn de andlisis.

(i) Electrodeposicién in-situ: los iones Bi** o Sb>* se
afiaden directamente a la disolucidon de analisis y se
depositan electroquimicamente en la superficie del
electrodo durante el anélisis.

(iii) Modificacidn a partir de un precursor: la modificacion
con Bi o Sb tiene lugar durante la fabricacion del
electrodo y se basa en la preparacion de una mezcla
de carbono y una determinada cantidad de precursor
de Bi o Sb antes de la fabricacion del electrodo;
después, el precursor es electroquimicamente
reducido a Bi o Sb metdlico a un potencial
seleccionado.

(iv) Sputtering o pulverizacidn catddica: el SPE se prepara
depositando directamente el metal sobre un sustrato
de silicio o de cerdmica formando una fina pelicula de
Bi o Sb.

La Figura 2 compara las imagenes SEM obtenidas a 5.000 x

aumentos de un electrodo comercial serigrafiado de

carbono (SPCE) sin modificar con diferentes SPEs
modificados con Bi o Sb.

Asi pues, la combinacion de la baja toxicidad del bismuto o
antimonio y la tecnologia de serigrafia ha hecho que los
BiSPE y SbSPE hayan sido ampliamente utilizados con fines
analiticos [7, 9].

3. Electrodos de trabajo modificados quimicamente

Tanto los electrodos sdlidos como los serigrafiados, a
diferencia del HMDE, son facilmente modificables. De
acuerdo con la definicion de la IUPAC, un electrodo
modificado quimicamente (CME) es un electrodo hecho de
un material conductor o semiconductor que se recubre
con una pelicula monomolecular, multimolecular, idnica o
polimérica de un modificador quimico y que mediante
reacciones faradaicas o diferencias de potencial
interfaciales exhibe propiedades quimicas, electroquimicas
y / o dpticas [11]. La modificacién quimica permite obtener
electrodos mas sensibles, selectivos, reproducibles y
estables.

Los CMEs se han usado para la determinacidon de metales a
nivel traza [12]. En este caso, el compuesto usado en la
modificacion contiene algun grupo funcional que
interacciona selectivamente con determinados metales, lo
que permite discriminar entre los diferentes metales en
funcién del potencial aplicado en las medidas
voltamperométricas. En este sentido, los péptidos son
ligandos efectivos, y a menudo especificos, para una gran
variedad de metales, ya que contienen un gran niumero de
atomos potencialmente donadores a lo largo de su
esqueleto y de las cadenas laterales de los aminoacidos.
Mas concretamente, los péptidos que contienen grupos
tiol presentan una elevada afinidad por varios metales
(Hg”* = Ag" >> Cu™> Pb** = Cd**> Zn®"). Este hecho se puede
observar también en la naturaleza, donde la complejacion
de los grupos tiol de la cisteina con los metales es de gran
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Figura 2: Micrografias electrénicas de barrido de diferentes SPEs modificados con Bi o Sb.

importancia tanto en procesos de desintoxicacién como de
fitorremediacién [13].

Un aspecto clave en el desarrollo de los CMEs es la
inmovilizacion de la molécula sobre la superficie del
electrodo. Algunas aproximaciones descritas en la
literatura se basan en el uso de nanoparticulas, la
formacion de monocapas autoensambladas (SAM) o el uso
de particulas magnéticas.

Las SAM se forman espontdaneamente sobre la superficie
del electrodo cuando se cumplen unas condiciones
experimentales determinadas y presentan la ventaja de
poderse preparar facil y rapidamente, ademas de poderse
utilizar en sistemas miniaturizados. No obstante, esta
estrategia da lugar a electrodos que sélo son estables en
un intervalo de potencial muy estrecho (tipicamente desde
-0,6 V a +0,6 V), lo que impide su aplicacion a la
determinacién de algunos metales.

Una alternativa a las SAM consiste en inmovilizar la
molécula sobre una superficie previamente modificada con
sales de diazonio. La funcionalizacion de superficies de
carbono con sales de aril diazonio fue descrita por primera
vez por Pinson et al. [14]. Esta funcionalizacion tiene lugar
mediante un proceso de electrografting, término
empleado para describir cualquier reaccion electroquimica
que permite enlazar una capa organica a un sustrato sélido
conductor. En el caso particular de las sales de diazonio,
estas se reducen dando lugar a un radical fenil que se
enlaza a la superficie del electrodo de carbono mediante la
formacion de un enlace covalente carbono-carbono.

Las sales de diazonio se pueden generar in situ haciendo
reaccionar la amina correspondiente, el 4cido
aminobenzoico (ABA) en nuestro caso, con NaNO, en
medio acido, evitando asi tener que aislar y purificar la sal
de diazonio. Por otro lado, en funciéon de la amina de
partida se pueden introducir diferentes grupos funcionales
y obtener electrodos con diferentes propiedades. Algunos
grupos ionizables como el -COOH, -SO;H o -N(C;Hs),
pueden emplearse para complejar metales directamente o

para inmovilizar otras moléculas. En el caso de los grupos
-COOH, una vez activados, se pueden inmovilizar
aminodacidos o péptidos mediante un enlace peptidico. La
activacion de los -COOH se puede llevar a cabo mediante la
esterificacién con hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida  (EDC) 'y  N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS). Se trata de dos
reactivos comerciales que permiten trabajar en medio
acuoso y que actian como agentes de cross-linking,
reaccionando con los acidos carboxilicos terminales para
dar lugar a un éster intermedio poco propenso a
hidrolizarse que reacciona con aminas con un rendimiento
en torno al 90%.

En nuestro grupo de investigacion se ha llevado a cabo el
desarrollo de un electrodo de carbono modificado
guimicamente con D-penicilamina [15]. La D-penicilamina
es un producto de degradacidon de la penicilina y es un
buen agente complejante para metales. Este sensor se ha
aplicado con éxito a la determinacién simultanea de Cd(ll)
y Pb(Il) en una muestra de agua residual (Figura 3).

4. Lenguas electronicas voltamperométricas

Estos electrodos modificados pueden ser utilizados para la
determinacién de metales como un sensor de un solo
electrodo, pero son pocos los sensores quimicos que
trabajen 6ptimamente y sin interferencias o efecto matriz
en las condiciones necesarias para la determinacién de
varias especies en muestras reales.

Ha sido, precisamente, esta dificultad para obtener
sensores con una selectividad y sensibilidad adecuada para
cualquier andlisis la que ha abierto las puertas al desarrollo
de nuevas estrategias entre las que se puede destacar la
combinacién de diferentes sensores formando un conjunto
multi-sensor o lengua electrénica (multi-sensor array or
electronic tongue), en el cual se modifica cada electrodo
del conjunto de manera diferente con el objeto de obtener
una respuesta multivariante. A pesar de que las lenguas
electrdnicas se utilizan principalmente en el anélisis de
alimentos como elementos de cata, éstas también son de
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Figura 3: Determinacién simultanea de Cd(ll) y Pb(ll) con un

electrodo de carbono modificado quimicamente con penicilamina
mediante electrografting.

gran utilidad en el andlisis medioambiental o en bioanalisi.
Este multi-sensor presenta algunas desventajas respecto a
un unico sensor, como es la necesidad de utilizar un
potenciostato multicanal para controlar las medidas, un
tiempo de fabricacion mds largo del dispositivo y la
necesidad de utilizar herramientas quimiométricas para
tratar los complejos datos que se obtienen ya que trabajan
con electrodos poco selectivos, de respuesta cruzada
frente a varios analitos. Estas desventajas se compensan si
la informacidn que proporciona el conjunto de electrodos
es significativamente mejor que la obtenida a partir de un
Unico electrodo [16].

La investigacion con lenguas electrdnicas
voltamperométricas, a pesar de su potencial, es
relativamente escasa y se ha hecho en su mayoria con
electrodos solidos convencionales (no serigrafiados).

Las tendencias futuras de nuestro grupo de investigacion
estan relacionadas con la construccion de conjuntos multi-
sensor voltamperométricos mediante la combinacién de
matrices de sensores serigrafiados (previamente
modificados quimica o electroquimicamente) con una baja
selectividad y/o una respuesta cruzada (Figura 4). El
objetivo es obtener un valor afiadido en la generacién de

la informacién analitica relacionada con la determinacion
de metales y péptidos ricos en grupos tiol en muestras de
interés.

®

®
@ @ ®

Figura 4: Integracidn de diferentes electrodos serigrafiados para
constituir una lengua electrénica voltamperométrica (1. Conector
DRP-CAC, 2. SPEs, 3. Electrodo de referencia de Ag/AgCl, 4.
Electrodo auxiliar de Pt, 5. Celda voltamperométrica).
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