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Objetivos

La necesidad de desarrollar dispositivos electrodicos desechables y aptos para medidas
con instrumentaciéon portdtil, ha llevado a considerar los electrodos serigrafiados
modificados con bismuto o antimonio como dispositivos adecuados para la

determinacién de iones metalicos mediante técnicas voltamperométricas.

Asi, el objetivo principal de esta tesis es el estudio de la viabilidad analitica de nuevos
dispositivos electrédicos como son los electrodos serigrafiados, modificados con
bismuto o antimonio como materiales alternativos al mercurio, en la determinacién de
metales pesados (Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il)) en muestras de interés medioambiental.
Igualmente se ha considerado su aplicabilidad en estudios de complejacion metal-

ligando.

Para conseguir este objetivo principal, en primer lugar se deben -caracterizar
microscOpicamente y analiticamente los diferentes electrodos serigrafiados modificados
para posteriormente comparar su comportamiento aplicindolos al estudio de metales

pesados en un material de referencia y en una muestra natural.






Estructura y contenidos de la memoria

El principal interés de esta tesis es el desarrollo y aplicabilidad de electrodos
serigrafiados modificados con bismuto o antimonio para la determinacién de metales
pesados en muestras naturales por lo que la primera parte de la memoria (Introduccién)
estd dedicada a la importancia del estudio de los metales pesados en el medio ambiente.
En el Capitulo 1 se enumeran las principales fuentes de contaminacién de Cd(II), Pb(II)
y Cu(Il), su toxicidad y los efectos sobre la salud humana. En el Capitulo 2 se resalta el
interés del estudio de los metales pesados y se concretan las metodologias analiticas
para la determinacién de éstos. En el Capitulo 3 se presentan las técnicas
voltamperométricas como unas técnicas muy convenientes para la determinacion de
metales pesados en muestras ambientales, se consideran los electrodos de mercurio, y se
introducen los electrodos de trabajo basados en materiales diferentes del mercurio. En
este apartado se presentan los métodos de obtencion de peliculas de bismuto o
antimonio, y se introducen los electrodos serigrafiados como una opcion a los
electrodos mds tradicionales. En este mismo capitulo se muestra el estado de las

investigaciones en las que se utiliza bismuto o antimonio como material electrédico.

En la segunda parte (Técnicas voltamperométricas y quimiométricas utilizadas) que
estd dividida en tres capitulos, se describen las técnicas voltamperométricas utilizadas
en esta tesis (Capitulo 4), se especifican los diferentes electrodos de trabajo utilizados
(Capitulo 5) y se introducen las técnicas quimiométricas utilizadas para el estudio de

complejacién Capitulo 6.

En la tercera parte (Experimental) se presenta la parte experimental, la cual engloba la
instrumentacion y los reactivos utilizados (Capitulo 7) y el procedimiento experimental
para la preparacion de los electrodos serigrafiados de carbono modificados con Bi(IIl) o
Sb(IIl) (Capitulo 8). En esta parte también se incluye el procedimiento seguido en el
andlisis de metales en el material de referencia y en las muestras naturales, y el

procedimiento seguido en el estudio de complejacion.

En la cuarta parte (Resultados y discusion) se presentan los resultados obtenidos y la

discusion de los mismos organizandolos en dos capitulos (Capitulo 9 y Capitulo 10):

Vil



En el Capitulo 9 se presentan y se discuten los resultados de los estudios que se
han llevado a cabo utilizando electrodos serigrafiados modificados con bismuto
que incluyen su caracterizacién y la aplicacion a la determinacién de Cd(Il) y
Pb(II) en un material certificado (agua subterrdnea) y en muestras de aguas de
pozo. Estos estudios han dado lugar a las publicaciones 1 y 2 que se indican a
continuacion.

Dentro del capitulo 9 también se presenta la aplicaciéon de un dispositivo ex-sifu
BiSPCE en estudios de complejacion y se comentan las posibilidades de estos
dispositivos en este tipo de estudios. Los resultados obtenidos dieron lugar a la
publicacién 3 que se indica a continuacion.

En el Capitulo 10 se presentan y discuten los resultados obtenidos en el estudio
en que se consideran los electrodos serigrafiados modificados con antimonio, asi
como su aplicacion en la determinaciéon de Cd(1I), Pb(Il) y Cu(Il) en un material
certificado (agua subterranea). Los resultados obtenidos dieron lugar a la

publicacién 4 que se detalla a continuacion.

Los trabajos presentados en la memoria de la tesis son:

viil

1.

Sputtered bismuth screen-printed electrode: A promising alternative to other
bismuth modifications in the voltammetric determination of Cd(Il) and Pb(II)
ions in ground water.

Autores: Velia Sosa, Nuria Serrano, Cristina Arifo, José Manuel Diaz-Cruz,
Miquel Esteban.

Talanta 119 (2014) 348-352.

Voltammetric determination of Pb(Il) and Cd(Il) ions in well water using a
sputtered bismuth screen-printed electrode.

Autores: Velia Sosa, Nuria Serrano, Cristina Arifio, José Manuel Diaz-Cruz,
Miquel Esteban.

Electroanalysis 2014, 26, 2168 — 2172.



3. Can bismuth film screen printed carbon electrodes be used to study
complexation?
Autores: Velia Sosa, Nuria Serrano, Cristina Arifio, José Manuel Diaz-Cruz,
Miquel Esteban.
Talanta 107 (2013) 356-360.

4. Antimony film screen-printed carbon electrode for stripping analysis of Cd(Il),
Pb(Il), and Cu(Il) in natural samples.
Autores: Velia Sosa, Cristian Barceld, Nuria Serrano, Cristina Arifio, José
Manuel Diaz-Cruz, Miquel Esteban.
Analytica Chimica Acta 855 (2015) 34—40.

En la dltima parte de la memoria se presentan las conclusiones (Conclusiones) a las que
se han llegado considerando los resultados obtenidos en esta Tesis, para terminar con

las referencias bibliograficas consultadas (Bibliografia).
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Resumen

El principal objetivo de esta Tesis es el estudio de la viabilidad analitica de nuevos
dispositivos electrédicos como son los electrodos serigrafiados modificados con
bismuto o antimonio como materiales alternativos al mercurio en la determinacion y

especiacion de metales pesados mediante técnicas voltamperométricas.

La tecnologia del serigrafiado permite la fabricacién de dispositivos econémicos y
desechables de sistemas electrodicos como alternativa a los electrodos clasicos que se
pueden adaptar a instrumentacion portatil. Los electrodos serigrafiados (SPEs), pueden
ser modificados con metales como el bismuto o el antimonio por métodos de
electrodeposicion via in-situ o ex-situ, utilizando una solucion de Bi(IIl) o de Sb(Ill);
también pueden modificarse a través de un precursor metalico, o se puede obtener

mediante la técnica de sputtering.

Por otro lado existe un creciente interés en la bisqueda de materiales electrédicos
alternativos del mercurio, menos toxicos que éste pero con un comportamiento
electroquimico similar (amplio rango catdédico de trabajo, sensibilidad y
reproducibilidad), especialmente para cumplir con las crecientes demandas de
dispositivos para monitoreo ambiental in-siftu de metales pesados. Entre estos
materiales, el bismuto y maés recientemente el antimonio han demostrado tener un
comportamiento analitico adecuado que los hace aparecer como una alternativa en la

determinacion de metales pesados mediante técnicas voltamperométricas.

Para conseguir los objetivos planteados se han realizado diversos estudios que se
comentan a continuacion. En primer lugar se presentan los resultados obtenidos cuando
se utilizan BiSPEs. Se caracterizan los dispositivos considerados (ex-situ BiSPCE, in-
situ BiSPCE, BioxSPCE y Big,SPE) tanto fisica como analiticamente, se compara el
comportamiento de los diferentes dispositivos entre ellos y el electrodo de gotas de
mercurio y se aplican estos dispositivos a la determinacion de Cd(Il) y Pb(Il) en un
material de referencia (agua subterrdnea) y en aguas de pozo de El Salvador. Los
BiSPEs demostraron ser una alternativa a los electrodos de mercurio en la
determinacién de estos metales. Ademads, de entre estos electrodos se presenta al BiSPE

obtenido por técnicas de sputtering como una alternativa ventajosa a los BiFEs y a los
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BiSPCEs obtenidos modificando un SPCE via in-situ o ex-situ, debido a que no es
necesario ningln tratamiento antes del andlisis de la muestra ya que presentan unos
LOD muy favorables. El electrodo Big,SPE demostré tener un comportamiento analitico
similar al del HMDE en la determinacién de Cd(Il) y Pb(Il) en muestras de aguas de
pozos. En esta Tesis se ha utilizado por primera vez un electrodos serigrafiados de
carbono modificados con bismuto via ex—situ en estudios de complejacion; en concreto
se han estudiado las interacciones del Cd(II) con ligados de interés medioambiental por
voltamperometria de impulsos diferencial y técnicas quimiométricas para el tratamiento
de los datos. Estos dispositivos han demostrado ser una alternativa a los electrodos de

mercurio y a los de pelicula de bismuto en este tipo de estudios.

En segundo lugar se han estudiado las posibilidades que presentan los electrodos
serigrafiados modificados con antimonio en la determinacién de metales pesados. En
concreto se ha considerado un SPCE modificado via in-situ y se ha aplicado a la
determinacién de Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il) en un material certificado (agua subterrdnea).
Este dispositivo demostré ser una opcién al in-situ BiSPCE para la determinacién de
estos metales en particular para el Cu(Il), no solo por presentar un menor LOD para este
metal, sino porque no se observa competencia entre el Sb(III) y Cu(Il) por depositarse

en la superficie del electrodo.

Como resultado de los estudios de investigacion llevados a cabo en esta Tesis, se han
publicado cuatro articulos en diferentes revistas cientificas. Estas publicaciones son la

base del trabajo expuesto en esta Tesis.
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1. INTRODUCCION

1. Metales pesados

El término “metal pesado” engloba a aquellos metales de la tabla periddica cuyo peso
especifico es superiora 7 g cm™ o que tienen un peso atémico superior a 20, excluyendo
metales alcalinos y alcalinotérreos. Sin embargo este término resulta impreciso
considerando las propiedades fisico-quimicas de los elementos, motivo por el cual se
han propuesto términos como “metal toxico” o “elemento traza” resultando igualmente
poco satisfactorios. Aun asi, el término “metal pesado” se puede utilizar de forma

general para referirse a metales clasificados como contaminantes ambientales.

Entre los metales pesados se pueden encontrar elementos esenciales y no esenciales para
los seres vivos. Aunque no existe un limite definido entre ellos, normalmente se
reconocen como elementos esenciales el Fe, Mn, Zn, Cu, Co y Mo, como elementos
beneficiosos el Ni y Cr, y como elementos no esenciales los que no tienen ninguna
funcién biolédgica, el Cd, Pb, Hg y As. Todos los metales pesados, esenciales o no,
pueden llegar a ser téxicos cuando se aportan en exceso. Una caracteristica importante
de los metales pesados es que no son degradables, por lo cual se acumulan en los
sistemas ambientales siendo los ultimos sumideros de los metales pesados los suelos y

los sedimentos [1-3].

Algunos de los metales pesados forman parte de los contaminantes elementales del
medio ambiente y son de interés debido a su toxicidad para los humanos. El término
contaminantes elementales se refiere a los elementos traza, es decir los elementos que se
encuentran a niveles de mg L' o menos en un sistema del medio ambiente. En la
Tabla 1 se muestra una lista de los elementos traza que se han encontrado en las aguas
naturales, algunos de ellos son esenciales a bajos niveles pero toxicos a niveles altos,
como es el caso del Cu [1]. En esta tabla se muestran tanto metales pesados como otros

elementos.

La toxicidad de los metales pesados depende mucho de la forma quimica del elemento,
es decir de su especiacion. Por ejemplo, el vapor de mercurio es altamente tdxico,
mientras que el Hg como elementos libre en su forma condensada, asi como el Pb y el
Cd, no son toxicos, pero son peligrosos en forma catidnica y también enlazados a

cadenas cortas de atomos de carbono [4].



Capitulo 1

Tabla 1. Elementos traza importantes encontrados en aguas naturales [1].

ELEMENTOS FUENTES EFECTOS
Arsénico Subproductos mineros residuales Toxico, posible carcinogénico
quimicos
Berilio Carbén, energia nuclear, residuos Toxicidad grave y crdnica, posible carcinogénico
industriales
Boro Carbon, detergente, residuos Toxico para algunas plantas
industriales
Cadmio Descargas industriales, desechos de  Reemplaza al zinc biogquimicamente, causa
mineria, recubrimientos metalicos, aumento de la presion sanguinea, dafio en los
tuberias de agua rinones, destruye el tejido testicular y los gldbulos
rojos; téxico para la biota acuatica
Cobre Recubrimientos metdlicos, mineria, Elemento traza esencial, no muy téxico para
residuos industriales animales, toéxico para las plantas y para las algas a
niveles altos
Cromo Recubrimientos metdlicos, aditivo Elemento traza esencial como Cr(lll), téxico posible
en torres de enfriamiento, carcinogénico como Cr(VI)
normalmente se encuentra como
Cr(VI) en aguas contaminadas
Fldor Fuentes geoldgicas naturales, Previene la caida de los dientes a
. . . .. . -1 s . .
residuos industriales, como aditivo aproximadamente 1 mg L. Téxico a niveles
en agua superiores, puede causar fluorosis dental o dafio
en los huesos a concentraciones alrededor de
-1
5mglL
Hierro Residuos industriales, corrosion, Nutriente esencial, dafia materiales (bafios, ropa,
agua acida de minas, minerales de etc.) formando manchas
hierro
Manganeso  Residuos industriales, drenajes o Toxico para las plantas
aguas acidas de las minas, accién
microbiana
Mercurio Residuos industriales, mineria y Toxico, se moviliza como compuestos metilados de
carbon mercurio por bacterias anaerobias
Molibdeno Residuos industriales, fuentes Esencial para las plantas, téxico para los animales
naturales
Plomo Residuos industriales, mineria, Toxico, dafiino para la fauna
combustibles
Yodo Residuos industriales, salmueras Previene el bocio
naturales, intrusiones salinas
Selenio Fuentes naturales, carbon Esencial a bajos niveles, toxico a niveles superiores
Zinc Residuos industriales, Elemento esencial, toxico para las plantas a altos

recubrimientos de metales

niveles
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En general los cationes de los metales pesados tienen afinidad por el azufre. Los grupos
sulfthidrilo (-SH) presentes en las enzimas, cuya funcién es contralar la velocidad de las
reacciones metabdlicas criticas en el cuerpo humano, son enlazados por los cationes
metdlicos ingeridos o las moléculas que contienen los metales, haciendo que no puedan
actuar normalmente, afectando a la salud humana. Los grupos carboxilico (-COOH) y
amino (-NH;) de las proteinas también pueden formar enlaces quimicos con los metales
pesados. Asi, los iones Cd**, Pb**, Cu®* y Hg** se enlazan a las membranas celulares,

dificultando el proceso de transporte a través de la pared celular.

A pesar que los metales pesados pueden contaminar tanto el agua como los suelos y los
alimentos, éstos se transportan mayoritariamente a través del aire, como gases 0 como
especies absorbidas en las particulas materiales suspendidas. La deposicién de plomo en
los sedimentos de lagos europeos data de la época de los antiguos griegos, debido a que
la plata que se producia en masa para ser utilizada en las monedas contenia cantidades
importantes de plomo. Se cree que el plomo que contaminaba la plata cruda pasaba al

aire durante el refinado del metal [4].

El problema relacionado con los metales pesados es la bioacumulacion que se refiere a
la capacidad que tienen los compuestos quimicos de acumularse en los tejidos de los
organismos vivos. Esta acumulacion puede implicar cantidades aparentemente pequefas
pero que recibidas durante largos periodos de tiempo pueden alcanzar niveles toxicos
[4,5]. Aunque los metales pesados pueden acumularse en los organismos, tnicamente el

mercurio tiene la capacidad de biomagnificarse.

La biomagnificacién es un proceso en el cual un compuesto quimico aumenta su
concentracion a lo largo de una cadena alimenticia. En esencia la biomagnificacion es el
resultado de una secuencia de etapas de bioacumulacion que tienen lugar a lo largo de la

cadena tréfica [4].

En esta tesis se han considerado los metales Cd, Pb y Cu como analitos a determinar,
debido a su amplio uso, a su toxicidad y a su amplia distribucién en el medio, y de

manera indirecta se considera el Hg que puede ser utilizado como material electrédico.
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1.1. Cadmio

Las principales fuentes de contaminacién por cadmio son las descargas industriales y
urbanas, los desechos de minas, la quema de carbdn, los tratamientos por incineracion
de residuos que contienen cadmio como las baterias de niquel-cadmio, los pigmentos
(el CdS y el CdSe utilizados para dar color a plésticos), la utilizacién agricola de
fertilizantes fosfatados, los lodos residuales y la deposicién atmosférica de cadmio en
los suelos [1,4]. En la Figura 1 se muestra un esquema del ciclo biogeoquimico del
cadmio, donde se puede ver su distribucion en los diferentes compartimentos o esferas

del medio ambiento.

El ion Cd** es bastante soluble en agua (excepto en presencia de iones sulfuro que
forma el precipitado de CdS), sin embargo los seres humanos reciben s6lo una pequefia
cantidad de forma directa a partir del agua de consumo o del aire, excepto las personas
que viven cerca de minas o de fundiciones de zinc, y las personas fumadoras que lo
reciben a través del tabaco. En general la mayor exposicion de los humanos al cadmio
es a través de la alimentacion, los mariscos y la carne de 6rganos, particularmente los
rifiones poseen los mayores niveles de cadmio (100 mg L™ o mds) respecto a otros
alimentos. El cadmio de la dieta proviene mayoritariamente de las patatas, trigo, arroz y

otros granos debido a su mayor consumo comparado con el de carnes y mariscos.

Los seres humanos estdn protegidos contra la exposicién a niveles bajos de cadmio y a
otros metales pesados por la proteina metalotioneina, la cual posee en su estructura un
nimero elevado de grupos sulfhidrilo, por lo que tiene la capacidad de complejar a los
iones Cd**. Sin embargo si la cantidad de cadmio absorbida por el organismo excede la
capacidad de sintesis de complejacion de estas moléculas, el metal puede afectar a la
salud. Estas moléculas no son sélo caracteristicas del ser humano, sino que también son
sintetizadas por otros mamiferos. En el caso de plantas, algas y algunos hongos frente a
la accidén de metales pesados se sintetizan otras moléculas que también tienen grupos

sulthidrilo, que son las fitoquelatinas.

Aunque el cadmio no se biomagnifica, es un téxico acumulativo, ya que si no es

eliminado por el metabolismo puede durar décadas en el organismo [4].

Los efectos del envenenamiento agudo del cadmio en humanos son muy serios. Entre
los efectos mds relevantes se encuentran un aumento de la presion sanguinea, dafios en

el rifién, destruccién del tejido testicular y destruccién de los eritrocitos. El ion Cd**
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puede sustituir al ion Ca** de los huesos pudiendo producir la enfermedad conocida por
el nombre “itai-itai”. Esta enfermedad vuelve porosos los huesos lo que hace que
puedan fracturarse. El cadmio estd ubicado en la tabla periddica en el mismo subgrupo
del zinc y mercurio, pero es mds similar al zinc; su dnico ion, al igual que para el zinc es
el ion +2. Se piensa que la accidn fisioldgica del cadmio se debe a su similitud quimica
con el zinc. El cadmio puede reemplazar al zinc en algunas enzimas, alterando la

estereoestructura de la enzima y deteriorando su actividad catalitica [1,4].

Atmosfera

Especies

particulas conteniendo Cd?* Concentracion 0,003-0,4-2-20 ng m

» Deposicion
Deposicion 2,4x108 Kg afio?
5,7x108 Kg afio! Biosfera

I Especies Cd?*, Cd-S-R I
l Concentracion l
0,01-2,5 pg g* Natural Especies

Especies 0,2-40 pug g* Contaminada Cd#, Cddcl,,

Especies Cd(OH)+, CdCO,,

CdCO;, CdS, CdO, y Cd%* CdsO,, Cd-organico,

Cd-S-R
En suelo concentracion 0,01-0,7-500 pg g En océanos <0,001-10 pg L!
Promedio 0,4 ug g* Promedio 0,06 mg L

En rocas concentracién 0,11 pg g Particulado 0,1-2 ?8 L
Deposito 1,1X10% Kg (por debajo de 17 Km) Mediana 0,2 ng L°

En agua fresca <0,01-50 pg L

Erosion, inundaciones
2,2x10%Kg afio? -1

Litosfera Hidrosfera

Especies CdS, CdO, CdCO,, Cd**
Concentracién 0,01-50.000 ug g

Sedimentos

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del cadmio. Contribuciones externas hacia la atmosfera: combustién de
carbon y de petrdleo, produccién de cemento, industria. A la litosfera/hidrosfera: galvanoplastia,
fertilizantes fosfatados, pigmentos, aguas residuales, aguas pluviales. Adaptado de [6].
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1.2. Plomo

La exposiciéon humana al plomo puede ocurrir a través del aire, del suelo o de la materia
en suspension, a través del agua de consumo humano y de los alimentos. Sin embargo,
el medio de dispersion mds importante de plomo es a través del aire, debido a que las
particulas que contienen plomo proveniente de fuentes antropogénicas pueden viajar
grandes distancias antes de sedimentarse por via hiimeda, por via seca o por deposicién
en las nubes. La deposiciéon de plomo serd mds intensa cerca de la zona donde se
encuentra la fuente, sin embargo, el drea de deposicion puede llegar a extenderse a

varios kilometros de distancia de la fuente [7].

El plomo representa un importante problema ambiental cuando se disuelve para dar la
forma idénica. En la Figura 2 se muestra de manera esquemética el ciclo biogeoquimico
del plomo, en el que se puede ver su distribucion en las diferentes esferas del medio

ambiente.

Desde la antigiiedad el plomo se utilizO como material estructural; los romanos lo
utilizaron en acueductos y para utensilios de cocina. Mds adelante se ha utilizado en la
industria de la construccién para techado, para insonorizacidn; también se utiliza en
electronica, como aditivo para pinturas, en gasolina, en municién de plomo que se
utiliza para caceria de aves. Otra fuente importante de contaminacién por plomo
proviene de las baterias de plomo, ya que durante el reciclado el plomo puede escapar al

medio ambiente.

El plomo puede formar compuestos tetravalentes orgdnicos, entre los mds importantes
estdn los formados con el grupo metilo (CHs-) y el etilo (CH,CHzs-), dando lugar al
Pb(CH3)s y al Pb(C,Hs)s respectivamente. En el pasado, ambos compuestos fueron
utilizados como aditivos de la gasolina, pero han sido eliminados en la mayoria de los

paises desarrollados.

El plomo en el organismo humano se encuentra primeramente en la sangre, el exceso
entra en los tejidos blandos, en los 6rganos, principalmente en el cerebro, y también
puede depositarse en los huesos, reemplazando al calcio. La absorciéon de plomo
aumenta en personas con deficiencia de calcio o hierro y es mayor en nifios que en
adultos. El plomo permanece en el cuerpo humano durante afios, por lo que puede

acumularse en el organismo, sin embargo no se biomagnifica.
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La intoxicacién aguda por plomo en humanos puede causar mal funcionamiento de los
rinones, del sistema reproductivo, del higado, del cerebro, del sistema nervioso;
mientras que el envenenamiento leve por plomo causa anemia. Las victimas podrian
presentar dolores de cabeza, dolores musculares, fatiga e irritabilidad. Sin embargo el
plomo no representa un problema importante en el agua de consumo (excepto en casos

aislados) aunque puede existir riesgo si se utilizan tuberias de plomo [1].

Atmésfera
Especies C . 3 .
Pb, PbO, PbCO3, PbSO,, oncentracion 01901—0,01 pg m-3 (Particulado)
R4Pb concentracién 0,5-10-200 ng m?
RsPb
Deposicion
Deposicion 14x10* t afio?
3,2x10*t afio?
Biosfera
I Especies I T
Pb2+, Pb-S-R
l Concentracion 0,2-170 ug g* l 0,02 t afio™! |
(humano) <
Especies - 2x103t afio?
PbCO,, PbS, PO, 1x10° tafio" | .
Cd? en minerales l Especies
’ PbCl*, PbCls;,
PbSO,, Pb3(POy),, Pb(OH)*, PbCO,,

P-S-R, Pb-hiimico/fulvico Cd-R, Pb especies

absorbidas
En suelo concentracién 2-200-2000 pgg*
Promedio 0,4 pg g*

i -1
En rocas concentracion 0,2-23 pg g En océanos nd-13 pg g

En agua fresca 0,06-120 ug g*
Lixiviacion

—p
8x10°8t afio?

_Litosfera I Hidrosfera

I Meteorizacion 400x10°t afio?

Especies PbS, PbO, PbCO;, PbSO,
Concentracion 6-150 ug g*

Promedio 19 pg g

Sedimentos

Figura 2. Ciclo biogeoquimico del plomo. Contribuciones externas hacia la atmosfera: quema de carbodn
y de petrdleo, pinturas externas, fundicion de plomo, fundicién no ferrosa. Hacia la litosfera e
hidrosfera: depdsito de aerosol. Adaptado de [6].
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1.3. Cobre

El cobre es un elemento traza esencial para el organismo humano, que debe ser ingerido
a través de la dieta ya que no es sintetizado por el propio cuerpo. Una deficiencia leve
de cobre disminuye la eficacia de los glébulos blancos para combatir las infecciones.
Igualmente es necesario para la absorcién adecuada de hierro por el organismo, ya que
una insuficiencia de cobre puede conducir a una disminucién de la produccién de
hemoglobina dando como resultado anemia. El cobre también interviene en varias
reacciones enzimadticas, como catalizador de reacciones de proteinas, para transportar

oxigeno y en el metabolismo de los dcidos grasos [8,9].

El cobre puede estar presente en la superficie terrestre como metal nativo libre, o en los
estados de oxidacién +1 o +2. En disolucién también puede estar presente como Cu(II)
o Cu(l), aunque predomina el Cu(Il) debido a las reacciones redox que tienen lugar en
aguas en contacto con el aire y a la tendencia del Cu(I) a oxidarse. Los iones cobre son

propensos a complejarse especialmente con el ion hidroxilo y los carbonatos [10].

Las fuentes de contaminacién por cobre mds usuales del medio ambiente son: el

chapado de metal, la mineria y los desechos industriales [1].

Como cualquier mineral traza esencial, un exceso de cobre en el organismo puede ser
téxico, pudiendo causar dolor de estdbmago, diarrea, eczema, anemia hemolitica, alta
presion sanguinea, enfermedades del rifién y severos dafios en el sistema nervioso
central [11]. El exceso de Cu se acumula en el higado, lo que conduce al desarrollo de
cirrosis, pudiendo causar que se deposite en otros tejidos extrahepaticos, incluyendo el
cerebro y la cornea [12]. La acumulacién de cobre también podria producirse por
enfermedades que causen deterioro en la excrecion biliar ain sin un consumo excesivo
de dicho metal [9]. Sin embargo no hay evidencias de su biomagnificacién en la cadena

tréfica. En la Figura 3 se muestra el ciclo global del cobre.

1.4. Mercurio

Los efectos del mercurio sobre la salud humana dependen de su forma bioquimica y de

la naturaleza de su exposicion.
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El mercurio existe en tres estados de oxidaciéon Hg(0), Hg(I) y Hg(Il). El vapor de
mercurio y en menor grado las sales de mercurio Hg(II) atacan el sistema nervioso

central, pero los principales objetivos del Hg(II) son el rifién y el higado.

Atmosfera

Aerosol atmosférico, 1 (rural) a 200 (urbano) ng m=3

Precipitacion

| T Precipitacion Biosfera Polvo de | I
Plantas, contenido promedio emision
10 ugg? industrial
Consumo Descomposicion
Aerosol de sal [ >
marina Descomposicion Consumo
Concentracion promedio en agua de mar | Abundancia promedio en
0,2 pg L? corteza terrestre 63 pgg™

Lixiviacion

Cu?+, CUOH*, CuCO;, CuSO, . o
I Oxidos de Cu/hidréxidos,

-1
- sulfuros (e.g. CuFeS,) ugg

L

Concentracion promedio en

agua fresca 3 pgL?
Extraccion

7x108t afio? l

Relaves de minas

Hidrosfera Litosfera

Figura 3. Ciclo global del cobre, principales caracteristicas. Adaptado de [13].

En los derivados organometélicos de Hg(II), éste estd covalentemente unido a uno o dos
atomos de carbono, siendo la parte orgdnica generalmente un grupo alquilo o un grupo
alcoxialquilo. Los compuestos formados son mds toxicos, debido a que son absorbidos
mas facilmente y posteriormente metabolizados. Asi, puede unirse a un grupo metilo,
formando dimetilmercurio Hg(CH3),. Este compuesto se forma en los sedimentos
fangosos de los rios y lagos, y en ausencia de oxigeno se volatiliza rapidamente del
agua, pero en medio 4dcido puede transformarse en metilmercurio. El metilmercurio a
menudo representado por CH3;Hg" (fragmento molecular proveniente de compuestos

como CH3;HgCl y CH3HgOH en forma general representados por CH3;HgX), se forma
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mds facilmente que el Hg(CH3), y, su formacién predomina sobre éste en disoluciones
dcidas o neutras ya que es soluble en los tejidos grasos de animales y se bioacumula y
biomagnifica. El metilmercurio es la forma mads téxica del mercurio seguida por el
vapor de mercurio. Una vez ingerido el CH3HgX se transforma en un compuesto en el
que X puede ser un aminodcido que contiene azufre, siendo soluble en tejidos
bioldgicos en algunas de estas formas. En cambio el Hg(II) no se transporta facilmente a
través de las membranas bioldgicas y el Hg5™ no es muy téxico debido a que en el

estdmago se combina con los CI” para formar Hg,Cl,, el cual es insoluble [4,7].

Las fuentes de contaminacién por mercurio pueden ser de origen natural, volcanes o
yacimientos, antropogénicas derivadas de procesos industriales, como el proceso clor-
alcali, la quema no regulada de carbon y de fueloil, la incineracién de residuos que

contienen mercurio y la mineria.

La mayor parte de mercurio en el aire se encuentra en forma de Hg(Il), el cual estd

unido a las particulas suspendidas que finalmente se depositan en los sedimentos [4].

Debido a los riesgos que implican las formas téxicas del mercurio, la unién europea ha
elaborado el reglamento ‘“relativo a la prohibicion de la exportacion de mercurio
metalico y ciertos compuestos y mezclas de mercurio y al almacenamiento seguro de
mercurio metélico” presentado en el 2008 [14], que como su nombre indica prohibe la
exportacion del mercurio y sus mezclas por parte de la Uniéon Europea, para reducir de
forma importante la oferta mundial de mercurio y, por consiguiente, garantizar su

almacenamiento seguro.
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2. Interés de la determinacion de metales pesados

La presencia de metales pesados en los suelos supone un riesgo ya que por lixiviacién
pueden pasar hacia aguas superficiales y subterrdneas, y también pueden ser absorbidos

por las plantas como etapa previa al paso a la cadena tréfica.

Tal como se ha explicado anteriormente, cuando los niveles de contaminaciéon por
metales que se alcanzan en las diferentes esferas del medio ambiente son muy altos,
tanto los elementos esenciales (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni, Mo), como los no esenciales (Cd,
Pb, Hg) pueden llegar a ser un problema. Es por esta razén que el establecimiento de
metodologias analiticas para la determinacion de estos elementos en el medio ambiente
es muy importante, no s6lo para conocer el nivel de contaminacién que hay sino

también para establecer el nivel basal.

En la bibliografia se puede encontrar un nimero elevado de publicaciones relativas a la
determinacion de metales pesados en diferentes muestras, en estas publicaciones se
puede ver que hay una gran variedad de técnicas y de métodos analiticos que permiten
su determinacion. Evidentemente en la seleccion de la técnica, se deben tener en cuenta
factores como el nivel de concentracién en que se encuentra el analito, la precision
requerida, la cantidad de muestra disponible o el objetivo del andlisis. Las técnicas
analiticas que se pueden utilizar para la determinacion de metales a niveles de
concentracion bajos varian en complejidad, pudiéndose considerar un conjunto de
técnicas sencillas como son algunas técnicas espectroscéopicas o las electroanaliticas,
otras mas complejas como serian la espectrometria de emision atomica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-AES) o la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), para acabar con algunos acoplamientos de cromatografia
liquida de alta resolucién con espectrometria de absorcién atémica con atomizacion
electrotérmica (ETAAS-HPLC) o con espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente y cromatografia de alta resolucion (HPLC-ICP-MS) entre otras. A todas
estas técnicas instrumentales se pueden adaptar diferentes procedimientos de

preconcentracion y clean-up para mejorar la sefial analitica [15].

De entre las técnicas electroanaliticas, las voltamperométricas constituyen un grupo de
técnicas que se han aplicado ya desde sus inicios a la determinacion de iones metalicos
a niveles bajos de concentracion. Estas técnicas a pesar de su complejidad conceptual,

en comparaciéon con otras técnicas instrumentales utilizadas en quimica analitica,
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presentan una elevada sensibilidad y selectividad, una gran capacidad para diferenciar
entre diferentes especies quimicas de un mismo elemento, una simplicidad instrumental
y un bajo coste. Estas ventajas las hacen especialmente interesantes para el andlisis tanto
de especies orgdnicas como inorgdnicas en diferentes tipos de muestras a niveles muy

bajos de concentracion.

La Figura 4 ilustra las posibilidades de las técnicas voltamperométricas frente a otras

técnicas analiticas y las relaciona con posibles aplicaciones.

10" 10" 10 10° 10 107
| | | | | |
1 1 1 1 1 1
Control medioambiental
4—.—.—-—-—-—-—.—.—.—.—.—.—’
Toxicologia
Estudios farmacolégicos
.—.—.—.—-—-—-—-—.—’
<Eontrol de alimentos
Estudios forenses
Ensayos de medicamentos
P AdsSV R
P ASV R
_ DPV _
. DPP .~
< DCP
DCP
—
Espectrofotometria
- ->
HPLC detecciéon UV
Edeteedn UV, _
HPLC deteccién voltamperométrica
HPLC deteccién fluorométrica >
Espectrofluorometria
el e R >
Espectrometria de absorcién atémica -
Espectrometria de fluorescencia atémica
Radio inmunoanalisis
S i e il ->
Andlisis de activacion de neutrones
D e e e >
Andlisis de fluorescencia de rayos X >
Espectroscopia de masas
- L L e - - >
]
| | | | | I
10" 10" 10°® 10 10 107

Figura 4. Intervalos de aplicacion de las diferentes técnicas analiticas. Adaptado de [16].
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En los medios naturales los iones metélicos interaccionan con un gran numero de
especies quimicas (ligandos) para formar complejos, es por esto que el interés de la
Quimica Analitica no es sélo la determinacién analitica de iones metdlicos sino que
también el estudio de los procesos de complejacién en los que intervienen. En
particular, la utilizacién de las técnicas voltamperométricas para el estudio de procesos
de complejacién es muy adecuada debido a la capacidad que tienen en diferenciar entre
la especie libre y la complejada y en el seguimiento de las cinéticas de los procesos de
complejacion [17-19]. Es por esta razén que en la presente tesis doctoral se pretende
verificar la viabilidad de la utilizacién de dispositivos serigrafiados en estudios de

complejacion.

La manera de llevar a cabo este tipo de estudios de complejacion, es a través de la
realizacion de valoraciones de un ligando sintético con un metal o viceversa. En algunos
casos, las medidas obtenidas requieren de un tratamiento posterior por métodos
quimiométricos como el de resolucién de curvas multivariantes con minimos cuadrados
alternados (MCR-ALS), para obtener informacion sobre la estequiometria de los

complejos del metal-ligando del sistema.

Los sistemas complejantes considerados en uno de los trabajos de esta tesis han sido el
del Cd(II) con el glutatién (GSH) y el Cd(II) con las fitoquelatinas (PCs). El GSH vy las
PCs son ligandos de gran interés bioldgico y medioambiental ya que, como se ha dicho
anteriormente, participan en la complejacion de los metales que pueden llegar a las
células de las plantas, algas u hongos como consecuencia de un proceso de
contaminacion. Estas moléculas se sintetizan en el interior de las células de las plantas y
complejan al ion metdlico, el complejo formado se almacena en las vacuolas y su

toxicidad disminuye.

El interés del estudio de las interacciones de los iones metalicos con las PCs y el GSH
estd relacionado con la contaminacién de suelos por metales pesados y en su
persistencia en los mismos. Este hecho hace que aumente el interés en el estudio del
establecimiento de metodologias que permitan remediar suelos contaminados. Para esta
remediacion se pueden aprovechar las habilidades naturales de las plantas para captar
los metales para posteriormente fijarlos complejandolos con las PCs. Este proceso se
conoce como fitorremediacion que es una tecnologia, innovadora, costo-efectiva y
ambientalmente saludable que consiste en el uso de plantas (verdes o basculares) para

restaurar o estabilizar terrenos y aguas contaminadas.
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3. Técnicas voltamperométricas para la determinacion de metales

pesados

Las técnicas voltamperométricas engloban un conjunto de técnicas en las que se
interpretan las curvas de intensidad-potencial obtenidas al aplicar una funcién de
potencial a una celda electroquimica que contiene la disolucién de medida. El sistema
electrédico estd formado por un electrodo de trabajo, uno de referencia y uno auxiliar.
La senal de excitacion (una funcién del potencial) se aplica entre el electrodo de trabajo
y el electrodo de referencia, y la intensidad se mide entre el electrodo de trabajo y el

auxiliar [20].

El funcionamiento de la voltamperometria estd fuertemente influenciado por los
materiales de los electrodos de trabajo utilizados. El electrodo de trabajo ideal debe
proporcionar medidas con una sefial-ruido favorable, asi como respuestas reproducibles.
Para la seleccion del material del electrodo de trabajo no s6lo se debe considerar el
comportamiento redox de los analitos de interés sino también el intervalo de potencial
de trabajo del material seleccionado, ademds del ruido de fondo en la regién de
potencial requerido para las medidas. Otras consideraciones incluyen la conductividad
eléctrica, la reproducibilidad de la superficie, las propiedades mecdnicas del electrodo,
coste y disponibilidad. Una amplia gama de materiales han sido utilizados para la
fabricacion de electrodos de trabajo, pero los mas populares son el mercurio, el carbono

o los metales nobles como el platino y el oro [21].

El electrodo de gotas de mercurio fue descubierto por Lippmann en 1973, desarrollado
por Kucera a principios del siglo XX (1903) [22] y posteriormente utilizado por
Heyrovsky en 1920 en su técnica polarografica [23]. Este electrodo consistia en un tubo
capilar de vidrio unido, mediante un tubo flexible de plastico, a un depédsito de mercurio
dispuesto a una altura determinada y fijado mediante un soporte [23]. El mercurio fluia
gota a gota por el capilar a una velocidad que dependia de la altura del depdsito y del

diametro del capilar.

Desde la invencion de la polarografia por el checoslovaco Jaroslav Heyrovsky en 1920,
el mercurio se establecié como el material electrédico indiscutible en electroquimica
para trabajar en la zona de potencial catédico. Durante muchos afios el mercurio se ha
mantenido como el material electrédico por excelencia en las medidas polarogréificas y

voltamperométricas que se utilizan para la determinacién de compuestos organicos e
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inorgdnicos que se oxidan o reducen en la zona negativa de la escala de potencial,
debido a su amplio rango catédico, a su alta sensibilidad y reproducibilidad, a su
capacidad de renovacién y a su superficie que permite tener un electrodo nuevo a cada

medida de potencial [21].

La gran desventaja del electrodo de mercurio es su rango anddico limitado que es
consecuencia de su propia oxidacion, la cual tiene lugar a potenciales de +0,05 V en

condiciones muy favorables.

Entre los principales disefios de los electrodos de mercurio utilizados en
voltamperometria se encuentran: i) el electrodo de gotas de mercurio (DME, dropping
mercury electrode); ii) el electrodo de gota estdtica de mercurio (SMDE, static mercury
drop electrode); iii) el electrodo de gota colgante de mercurio (HMDE, hanging
mercury drop electrode); y iv) el electrodo de pelicula de mercurio (MFE, mercury film
electrode). Todas estas modalidades de electrodos de mercurio han sido utilizadas
exitosamente en incontables aplicaciones que implican la reduccién u oxidacién de
compuestos electroactivos organicos e inorgdnicos, cuando el proceso tiene lugar en la

zona catddica de potencial [24,25].

El electrodo de gotas de mercurio clasico fue utilizado en estudios de electrocapilaridad
y en las primeras aplicaciones polarograficas. El desarrollo de este electrodo ha llevado
a los actuales DME y SMDE. Aunque el mas utilizado es el SMDE ya que los limites de
deteccion obtenidos con el DME estidn afectados por una elevada corriente de fondo,
debido al constante cambio de area del electrodo a lo largo de la medida [21,25]. En el
SMDE, la formacién y crecimiento de la gota tiene lugar muy ripidamente y se
mantiene sin cambio hasta el final de su vida (cuando se genera una nueva gota) [23].
Tanto el DME como el SMDE se utilizan en polarografia de corriente continua (DCP),
en polarografia de impulsos normal (NPP), en polarografia de impulsos diferencial

(DPP) y en polarografia de corriente alterna (ACP) [25].

Con el HMDE, a diferencia de los anteriores electrodos, se mantiene una misma gota a
lo largo de todo el barrido de potencial. Este electrodo se utiliza tanto en las técnicas
voltamperométricas de redisolucion (SV, stripping voltammetry) como en la
voltamperometria lineal (LSV, linear sweep voltammetry) o la voltamperometria ciclica
(CV, cyclic voltammetry). La utilizacién del HMDE junto con las diferentes variantes de

técnicas de redisolucidn supuso un gran avance en las técnicas voltamperométricas que
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permitié la determinacién de analitos a unos niveles de concentracién muy bajos [25].
En la Figura 5 se muestra la variacion del crecimiento de la gota de mercurio, respecto

al tiempo para los electrodos DME, SDME y HMDE.

a)
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\J_’\/

A

Figura 5. Crecimiento de la gota de mercurio (A, drea de la gota) respecto al tiempo a) DME, b) SDME, y
c) HMDE. t4yop = tiempo de vida de la gota.

Finalmente los electrodos de pelicula de mercurio (MFE) se preparan mediante el
recubrimiento de un sustrato adecuado con una fina pelicula de mercurio metélico.
Normalmente el recubrimiento se lleva a cabo por reducciéon del mercurio Hg(II) de una
disolucion a Hg0 en la superficie de un electrodo de carbono vitrificado [23]. Esta
pelicula también se puede preparar depositando directamente Hg metdlico sobre un

electrodo de oro. El inconveniente de los MFE es la renovacion de la superficie del
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sustrato y la regeneracion de la pelicula. En los MFE se pueden aplicar las mismas

variantes voltamperométricas que con un HMDE.

A pesar de las grandes ventajas que presenta la utilizacién de los electrodos de mercurio
en medidas voltamperométricas en donde cabe resaltar la posibilidad de medir niveles
de concentracién muy bajos, la capacidad de detectar mds de wun analito
simultdneamente, asi como la capacidad en algunos casos, de diferenciar entre distintas
especies de un mismo elemento, ademds de su robustez, reproducibilidad y de la facil
renovacion de su superficie en la mayoria de los casos, en los ultimos afios se han visto

envueltos en una fuerte polémica debido a la potencial toxicidad del mercurio.

Como ya se ha comentado anteriormente el mercurio metalico a temperatura ambiente
es inocuo, si bien es cierto que sus vapores y sales son téxicos. Motivo por el cual la
Union Europea regula el empleo y dmbito de aplicacion del mercurio para reducir de
forma dréstica sus emisiones, prohibiéndose por lo tanto cualquier exportaciéon de
mercurio metédlico y de ciertos compuestos o mezclas de mercurio. Los estados
miembros deben garantizar el almacenamiento seguro de este metal, cuando se utilice o
produzca en el dmbito de determinadas actividades industriales [14,26]. No obstante el
SOCOPSE (Source of priority substances in Europe) asegura que esta legislacién no
afecta al trabajo en el laboratorio en un futuro préximo [27]. Si se toman las
precauciones adecuadas la utilizaciéon del mercurio como material electrédico no

deberia suponer ningtin problema.

3.1. Electrodos de trabajo basados en materiales diferentes

del mercurio

Si bien no hay una prohibicion clara en el uso de mercurio como material electrédico,
aproximadamente a partir del afio 2000 se han hecho considerables esfuerzos para
desarrollar electrodos basados en nuevos materiales que puedan reemplazar a los
electrodos de mercurio. Asi pues, uno de los retos es el desarrollo de dispositivos fiables
que puedan ser usados con las técnicas voltamperométricas para el andlisis tanto de
especies metdlicas como especies orgdnicas a niveles de concentracién bajos que

puedan sustituir a los electrodos de mercurio.

Entre algunos materiales méds tradicionales alternativos al mercurio se podrian citar el

carbono, oro, plata o iridio, pero aunque ofrecen sefiales utiles para varios metales, su
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funcionamiento general no se acerca al de los electrodos de mercurio, debido a su
restringido intervalo de potencial en la zona catddica, a que los picos aparecen muy
distorsionados y con un ruido excesivo y a la baja precision y resolucién de las medidas

[28-30].

Sin embargo, se vio que el bismuto podia suponer una buena opcién como material

electrédico sustitutivo del mercurio.

El bismuto fue introducido por primera vez con muy buenos resultados en el afio 2000
por Wang et al. [31] como material electrédico en un electrodo de pelicula de bismuto
(BiFE), el cual esta formado por una pelicula fina de bismuto sobre un sustrato de
carbono. La menor toxicidad del bismuto, en comparacién con la del mercurio y, sobre
todo, los prometedores resultados que se obtuvieron, hicieron que los electrodos

basados en este material fueran atractivos para aplicaciones de rutina.

Los BiFE, han demostrado ser muy adecuados para ser utilizados en técnicas como la
voltamperometria de redisolucién anddica (ASV) y la voltamperometria de redisolucién
con etapa previa de adsorciéon (AdSV). Su limite anddico es un poco mds negativo que
el mercurio, ya que el bismuto se oxida mas facilmente que éste, mientras que el limite
catddico de los BiFEs (cerca de -1,25 V vs. Ag/AgCl a pH 4,5) viene determinado por
la reduccién del hidrégeno y no difiere significativamente del limite catédico de los
electrodos de mercurio, bajo las mismas condiciones. Aun asi, el rango de potencial
accesible de los BiFEs es menor que el de los de mercurio [32], por lo cual la busqueda

de materiales alternativos al mercurio continda siendo un reto en la actualidad.

Otra opcién atractiva que puede superar algunas de las limitaciones del bismuto es el
antimonio. Los primeros trabajos con este material fueron realizados por Hocevar et al.
en el ano 2007 [33] pero hay que indicar que a dia de hoy el niimero de publicaciones es

todavia muy escaso [33].

Debido a las posibilidades que ofrecen el bismuto y el antimonio como materiales
electrédicos, en esta tesis doctoral se han considerado estos materiales para la
modificacion de electrodos serigrafiados. Los electrodos convencionales modificados
con estos materiales son los de pelicula en donde el sustrato es un disco de carbono
vitrificado sobre el que se deposita de forma ex-situ o in-situ una fina pelicula de Bi o
Sb (BiFE o SbFE, respectivamente). La aparicién en el mercado de los electrodos

serigrafiados (SPE, screen-printed electrode) ha abierto un campo de aplicacion
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amplisimo para la utilizacién de estos dispositivos en medidas voltamperométricas, ya
que se pueden modificar facilmente y permiten tener dispositivos desechables para

medidas in-situ.

A continuacién se describird la situacion en que estdn las investigaciones con electrodos

de bismuto y de antimonio.

A pesar que los electrodos de bismuto se conocen desde 1930 y han sido utilizados en
aplicaciones potenciométricas [34]. No fue hasta el afio 2000, en que Wang et al.
reportaron, como ya se ha dicho anteriormente, por primera vez el uso de un electrodo
de carbono cubierto con una pelicula de bismuto preparada in—situ para la
determinacién de Cd(Il), Pb(Il) Th(I) y Zn(Il) por ASV [31], como una alternativa al
MFEs y en general para los electrodos basados en mercurio. Posteriormente, Wang ef
al. [35] realizaron otra contribucién preparando la pelicula por electrodeposicion ex-
situ. Desde los primeros trabajos se ha experimentado un progreso muy importante en
las investigaciones relacionadas con estos dispositivos, reportdndose trabajos con una
amplia variedad de disefios, ofreciendo la mayoria una amplia aplicabilidad en la
resolucion de importantes problemas analiticos [36]. De manera general las aplicaciones
de los BiFEs se han llevado a cabo mediante medidas por voltamperometria de

redisolucion.

Las principales ventajas de los electrodos de bismuto son: su baja toxicidad,
propiedades electroquimicas parecidas a las del mercurio, proporcionan sefiales bien
definidas con una buena resolucion entre picos y con ruido de fondo comparable a las

obtenidas con el mercurio, y su amplio intervalo de linealidad.

La capacidad de los electrodos de bismuto para la determinacién de metales pesados
estd asociada a su capacidad para formar aleaciones de multicomponentes, lo cual

facilita el proceso de nucleacion durante la deposicion del metal [37].

El bismuto normalmente puede ser electrodepositado en los mismos tipos de sustratos
utilizados en la formacién de peliculas de mercurio. Entre los sustratos descritos se
encuentran diferentes formas de carbono, como por ejemplo carbono vitrificado, pasta
de carbono, ceras impregnadas con grafito o las tintas de carbono para serigrafiado.
Entre los sustratos de carbono mads utilizados en la fabricaciéon de BiFEs el carbono

vitrificado es el que genera una baja corriente de fondo, pero es un material mas caro.
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En cambio los electrodos de pasta de carbono son mads féciles de fabricar y de activar y

ademds resultan mds baratos, aunque presentan importantes problemas de lixiviacion.

La formacién de la pelicula de bismuto es un paso critico para el funcionamiento

satisfactorio del dispositivo.

Hay tres métodos generales para el recubrimiento de la superficie del sustrato con
bismuto: i) electrodeposicion ex—situ: el electrodo se sumerge en una disolucién de
Bi(Ill) y después de la aplicaciéon de un potencial apropiado, los iones Bi** son
reducidos a Bi metélico y electrodepositados en la superficie del electrodo; después el
electrodo modificado con la pelicula de bismuto se coloca en la disolucién de andlisis;
ii) electrodeposicion in-situ: los iones Bi** se afiaden directamente a la disolucién de
andlisis y se depositan electroquimicamente en la superficie del electrodo durante el
analisis; iii) modificacion a partir de un precursor de bismuto: la modificacién con Bi
tiene lugar durante la fabricacion del electrodo y se basa en la preparacion de una
mezcla entre la pasta de carbono y una determinada cantidad de precursor de bismuto
antes de la fabricacion del electrodo; después, el bismuto precursor es
electroquimicamente reducido a Bi metélico a un potencial seleccionado. Un método
alternativo para la fabricacion de electrodos de bismuto se basa en las técnicas de
sputtering [32,36,37]. En un apartado posterior se explicard con detalle los diferentes

métodos de formacién de las peliculas.

Entre las ventajas que ofrece el BiFE en anélisis por voltamperometria de redisolucion
es que una misma pelicula se puede utilizar para una serie de medidas. Para su posterior
utilizacién el electrodo se debe reactivar por polarizacién a un potencial que facilite la
oxidacion o reduccidon de cualquier especie remanente. En ASV, este paso implica una
limpieza a un potencial més negativo que el potencial de oxidacion del bismuto y mds
positivo que el potencial de oxidacion del ion metélico; igualmente el potencial exacto

de aplicacién para la limpieza depende del andlisis que se esté llevando a cabo [32].

Otro electrodo de bismuto a considerar es el electrodo de bismuto puro, el cual consiste
en un disco de bismuto metdlico puro policristalino montado en el interior de un tubo
aislante y en contacto con un material conductor. Aunque no es una pelicula
estrictamente, sus propiedades y su superficie activa son similares a la del BiFE. La
ventaja de este electrodo es que no es necesario el paso de electrodeposicion del
bismuto sobre la superficie del electrodo y que su superficie puede ser facilmente

regenerada mediante pulido [40,41].
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Los elementos que pueden ser determinados con los electrodos de bismuto deben tener
un potencial estdndar mds negativo que el bismuto como ya se explicd, por lo cual los
iones metalicos que normalmente se determinan mediante ASV con estos electrodos son
Cd**, Pb**, Zn**, TI*, e In**. Sin embargo, en algunos casos, como es cuando el
electrodo de bismuto se prepara in-situ, ha sido posible la determinacién de Cu(Il), el
cual tiene un potencial estindar menos negativo que el del Bi [31,37,42]. Con un
electrodo de bismuto preparado ex-situ dicha determinacién no ha sido posible ya que
con esta modalidad de pelicula tnicamente se pueden determinar metales con un
potencial estdndar mds negativo que el Bi, debido a que la pelicula de bismuto se
destruiria a estos potenciales. Otros metales como el Ni(Il), Co(Il) y Cr(Ill) se han
podido determinar por AdSV [43,44]. En la mayoria de casos la metodologia de

deteccidn es similar a la utilizada con los MFE.

Entre las aplicaciones més relevantes estdn la determinacion de Cd y Pb en matrices tan
diversas como cabello [45], agua embotellada, y agua de consumo [35,46,47], suelos

[48], fluidos bioldgicos [46] y productos alimenticios [47].

El Ni(Il) y el Co(Il) han sido cuantificados en suelos [43], minerales de hierro, agua de
rio, etc. utilizando como complejante la dimetilglioxima [44]. El Cr(II) ha sido
determinado por AdSV en agua embotellada, suelos y tabaco después de complejarse

con cupferron [44].

Los principales problemas que presentan estos electrodos resultan de la contaminacién
de su superficie y a que son menos reproducibles que los electrodos de mercurio;
ademds hay un ndmero elevado de compuestos que son activos en su superficie. Este
problema se podria solucionar asegurando la cobertura de la pelicula de bismuto con
alguna membrana como por ejemplo el nafion que ademds proporciona resistencia

mecanica al electrodo [49].

Un problema que se ha observado con los BiFEs, es la formacién de compuestos
intermetdlicos. Se ha visto que la formacién, por ejemplo, de un compuesto
intermetdlico de Cu-Zn interfiere en el andlisis de Zn(Il) cuando se tiene un exceso de

Cu. Esta interferencia se puede superar con la adicion de iones Ga™ [20,37].

En medidas voltamperométricas en la zona de potencial catédico con electrodos de
mercurio, la presencia de oxigeno disuelto puede causar distorsion de las sefales

analiticas, por lo cual es necesario desoxigenar la disolucion, purgando con nitrégeno o
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helio. En cambio, se ha visto que los electrodos de bismuto son menos sensibles a la
presencia del oxigeno lo que hace innecesaria la etapa de desoxigenacion; este hecho

supone una ventaja en este tipo de dispositivos [43,50].

Otra limitacién del electrodo de bismuto se encuentra de nuevo en la determinacién de
Cu(Il) que es consecuencia de la competencia entre Cu(Il) y el Bi(Ill) por
electrodepositarse en la superficie del electrodo [42]. Debido a esta competencia, la
presencia de Cu(Il) puede interferir en la determinacién de Pb(II) y Cd(II) debido a que
disminuye la sensibilidad de la pelicula de bismuto. Esta fue una de las razones por las
que se pensé en la utilizacion de antimonio como material electrodico para la

determinacién de algunos iones metalicos [51].

El uso del antimonio como material electrédico para medidas de pH potenciométricas
ya fue reportado por primera vez en 1923 por Uhl y Kestranek [52], y fue seguido por
otras contribuciones relevantes. En estos dispositivos para la medida de pH se utiliza el
antimonio/6xido de antimonio como material electrdodico, el cual ha sido utilizado
también como un electrodo selectivo de iones metdlicos en medidas en laboratorios y

aplicaciones biomédicas [54—-56].

No fue hasta en el afio 2007, cuando Hocevar et al. [33] propusieron el electrodo de
pelicula de antimonio (SbFE, antimony film electrode) como dispositivo para la
determinacién de iones metédlicos mediante técnicas voltamperométricas. En este
trabajo, se presenta la caracterizacion de éste electrodo y su aplicacion en la
determinacién de Pb(Il) y Cd(II) mediante ASV y cronopotenciometria de redisolucion
(SCP). Como resultado mds relevante se vio que después de cada medida era necesario
acondicionar la superficie del electrodo para eliminar trazas de los analitos adsorbidos
en ella. Para ello, se debe aplicar un potencial positivo (+0,3 V) durante 30 s siendo este

pretratamiento fundamental para la utilizacion de estos dispositivos.

Los métodos de preparacion de las peliculas de antimonio son los mismos que los
descritos para los electrodos de bismuto siendo los sustratos mds utilizados para la
formacion de la pelicula el carbono vitrificado y la pasta de carbono. No obstante, se
han utilizado otros sustratos como el oro y el platino, y en menos ocasiones el diamante
dopado de boro [56]. A pesar de la variedad de posibles sustratos, se obtienen mejores

resultados con carbono que con oro o platino [57].
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Posteriormente al primer estudio de determinacién de metales con un SbFE, se han
continuado realizando estudios de la determinacion de metales via in-situ como Zn(Il),
Cd(II), Pb(II), Ti(1), In(IlI), Cu(l) y Hg(Il) mediante técnicas de redisolucion. Se ha
aplicado a la determinacién simultanea de Cd(II) y Pb (II) utilizando diferentes sustratos
basados en carbono por voltamperometria de onda cuadrada con redisolucién anddica
(SWASV, square wave anodic stripping voltammetry) en muestras de agua de rio
[33,58], por cronopotenciometria de redisolucion (SCP, stripping chronopotentiometry)
[59], con cobertura de nafion por voltamperometria de redisolucién con impulsos
diferencial (DPASV) en zanahorias y en agua de rio [60]. Se ha reportado también un
estudio de la determinacién de Hg(II) en presencia de Cu(Il) por ASV en muestras de

agua [61].

Respecto a la determinacion de Cu(Il), en un estudio en que se queria llevar a cabo la
determinacion simultdnea de Cd(I1I), Pb(Il) y Cu(Il) por ASV con un microelectrodo de
pelicula de antimonio (SbFME), aunque no se logré determinar simultineamente estos
metales, este estudio demostro las posibilidades de este electrodo para la determinacién
de Cu(Il) [62]. Posteriormente, dos estudios independientes demostraron la
determinacién individual de Cu(Il) por SWASV [63,64]. En uno de estos estudios
también se considera la determinacién simultanea de Zn(Il) y TI(I), y la de In(III) [64].
También se ha descrito la determinacién de Zn(II) en presencia de Cd(II) y Pb(II), en la
que se utilizaron diferentes sustratos de carbono y de metales Au y Pt [57]. Ademas se

ha reportado la determinacion de Ni por AdSV [65].

Igualmente se ha descrito en la bibliografia la utilizacién de un electrodo de diamante
dopado de boro, modificado con nanoparticulas de antimonio para la determinacién de
Cd(II) y Pb(Il) por voltamperometria de barrido lineal con redisolucion anddica

(LSASV, linear sweep anodic stripping voltammetry) [56]

Hasta la fecha son pocos los estudios dedicados a la determinacién de metales pesados
con SbFE preparados via ex-situ. Entre estos cabe resaltar la determinacién de Cd(Il) y
Pb(Il) por ASV y de Ni(ll) por AdSV [66]. Entre otros trabajos se reporta la
caracterizacion de un SbFE via ex-situ, preparado sobre un electrodo de carbono
vitrificado, en el que se optimizan pardmetros electroanaliticos para la formacion de la
pelicula de antimonio como el pH de la disolucién utilizada para la electrodeposicidn, el

tiempo de deposicién de la pelicula de antimonio, o el potencial de deposicion de la
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pelicula de antimonio, el efecto de la concentracién de antimonio en la pelicula, y se

determina el espesor de pelicula [67].

También se reporta la preparacion de un electrodo de Sb utilizando como sustrato pasta

de carbono y antimonio, con el que se determina Cd(II) y Pb(Il) por ASV [68].

3.2, Preparacion de las peliculas

Tal como se ha dicho anteriormente, los métodos generales de preparacion de peliculas

de bismuto o antimonio en dispositivos electrédicos son los siguientes:

i) Método ex-situ
ii) Método in-situ
iii) Modificacion a partir de un precursor

iv) Método sputtering

En ciertos casos se requiere una etapa previa de acondicionamiento de la superficie
electrodica antes de la preparacion de la pelicula via ex—situ o in-situ con el objetivo de
eliminar las sustancias que pueden estar adsorbidas en ella. Esta etapa implica el pulido
de la superficie con diferentes sustancias abrasivas y su posterior limpieza con agua y

etanol.

Método in-situ

El método de deposicién in-situ consiste en adicionar el Bi(Ill) [31] o el Sb(III) [33]
directamente en la disolucidén de medida y el metal se deposita en forma de pelicula en
la superficie del electrodo durante el andlisis junto con los analitos cuando la medida se
lleva a cabo por ASV. Una consideracion importante de este método es que la
concentracion de metal que ha de constituir la pelicula debe ser al menos diez veces
superior a la concentracién del analito a determinar, para evitar efectos de saturacién
[31,42,45,69]. Con este método se simplifica y acorta el procedimiento experimental ya
que no se requiere la etapa previa de electrodeposicion del metal como pasa en el
método ex-sifu, pero en cambio estd limitado a medidas de redisolucién anddica donde
se requiere una polarizacién negativa del electrodo para la preconcentracion electrolitica
de los analitos. Esta metodologia presenta también limitaciones que afectan al rango del

pH de las soluciones de medida, debido a que tanto el Bi(Ill) como el Sb(IIl) son
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susceptibles a hidrolisis en medio neutro o alcalino. Aunque para el caso del bismuto se
ha experimentado una deposiciéon en un medio fuertemente alcalino ya que en estas
condiciones el Bi(IIl) forma complejos estables con iones OH". Estos complejos son
solubles en medio acuoso y por tanto puede producirse la reduccién electroquimica en

la superficie del electrodo dando lugar a electrodos més sensibles [70].

Método ex-situ

En el caso de la electrodeposicion via ex-situ la preparacion de la pelicula de Bi o Sb en
la superficie electrédica se lleva a cabo en una celda independiente que contiene una
disolucion de bismuto [48,50,71] o de antimonio [66,67,72]. Este método consiste en
formar la pelicula antes de realizar las medidas. Para la electrodeposicién de la pelicula
se recomienda un medio dcido (pH 4,5, ya que tanto el Bi(IIl) como el Sb(III) son
facilmente hidrolizables a pH madas altos) y una concentracion del ion metélico
apropiada. En esta disolucion se introduce el electrodo y se aplica un potencial de
deposicion durante un tiempo adecuado, bajo condiciones de agitacion. El ion metélico
se reduce a bismuto o antimonio metélico y queda electrodepositado sobre la superficie
del electrodo. Una vez formada la pelicula, el electrodo se introduce en otra celda que

contiene la disolucién de medida que contiene los analitos a determinar.

Método de modificacion a partir de un precursor metalico

El método de formacion de peliculas a partir de un precursor se ha descrito
fundamentalmente para electrodos de bismuto, aunque también se puede aplicar a
electrodos de antimonio [73-75]. La modificacién de la superficie del electrodo tiene
lugar durante el proceso de fabricacion del electrodo, en el que se incorpora al sustrato
un precursor del metal como pueden ser el 6xido de bismuto (III), el citrato de bismuto
(IIT) o el aluminato de bismuto (III), en el caso del antimonio se ha considerado el 6xido
de antimonio (III). Posteriormente al aplicar un potencial apropiado (en el caso del
electrodo de 6xido de bismuto alrededor de -1,0 V) el precursor se reduce a bismuto

metdalico en la superficie del electrodo.

Bi,05(s) + 3H,0 + 6e” — 2Bi(s) + 60H (ec.1)
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La modificacién del dispositivo es fécil de realizar y simplifica el experimento

generandose una pelicula de bismuto “in-sifu” sin necesidad de utilizar sales de Bi(III).

Método de sputtering

La técnica de sputtering o pulverizacion catédica consiste en preparar el electrodo de
trabajo depositando directamente el metal sobre un sustrato de silicio o de cerdmica
formando una pelicula fina del metal [25,76—81]. Es una técnica de deposicion fisica en
fase vapor que se emplea para obtener capas delgadas que se aplica sobre todo en
microelectrénica y Optica. Con esta técnica se lanzan particulas (generalmente iones
acelerados por una diferencia de potencial) contra la superficie de un blanco, el cual
como consecuencia libera 4tomos que lo abandonan para depositarse sobre un sustrato
[25,82]. En este caso, la técnica consiste en preparar el electrodo de trabajo depositando
directamente el bismuto o el antimonio sobre el sustrato de silicio o cerdmica formando

una pelicula fina de bismuto o antimonio metélico.

La principal ventaja de este método, en comparacion con los métodos de
electrodeposicion mas tradicionales, es que no se requiere ni de disolucion de Bi(IIl) ni
de ningln sustrato conductor, por lo que el tiempo de andlisis puede ser acortado y el

proceso de fabricacién simplificado [38]

3.3. Electrodos serigrafiados

Los métodos electroanaliticos convencionales basados en medidas voltamperométricas
utilizan fundamentalmente los electrodos de mercurio, aunque tal y como ya se ha
explicado anteriormente materiales alternativos al mercurio como el bismuto o el
antimonio estdn siendo ampliamente utilizados. Por otro lado, la utilizacién de
instrumentacion convencional implica la realizacion de las medidas experimentales en

el laboratorio.

La necesidad actual de desarrollar metodologias analiticas que permitan llevar a cabo
medidas in-situ, utilizando instrumentacion sencilla y portatil ha llevado al desarrollo de
sensores o dispositivos de medida que se puedan adaptar facilmente a equipos portatiles

que permitan realizar medidas de campo sin perder las ventajas de los dispositivos

29



Capitulo 3

convencionales. La sustitucién de estos electrodos mads tradicionales por dispositivos
que llevan impresos los electrodos es una alternativa que presenta muchas ventajas para
este tipo de determinaciones in-situ. Dichos dispositivos contienen los electrodos de
trabajo planos, asi como los electrodos de referencia y auxiliar, los cuales estin
impresos sobre soportes mayoritariamente de plastico o de cerdmica. Este dispositivo
puede ser considerado como una celda electroquimica. La construccién de estos
dispositivos se lleva a cabo normalmente mediante técnicas de serigrafiado, y se les

conoce con el nombre de electrodos serigrafiados (SPE, screen printed electrodes).

Fue a partir de 1990 que la tecnologia del serigrafiado se adapté a la industria
microelectrénica, ofreciendo la posibilidad de producir en masa sensores fiables a bajo
coste y con una gran reproducibilidad [83]. La técnica del serigrafiado actualmente se
ha establecido como un método fiable para la fabricacion de sensores y biosensores
electroquimicos tanto a nivel industrial como particular ya que hay laboratorios de

investigacion que preparan sus propios dispositivos [84].

Su caricter accesible y su bajo coste permiten, la produccién de numerosas unidades

altamente reproducibles.

Sobre el sustrato inerte (de plastico o cerdmica) se imprimen los tres electrodos,
incluyendo el electrodo de trabajo, el electrodo de referencia y el electrodo auxiliar. El
electrodo de trabajo es el electrodo principal, en el cual las reacciones electroquimicas
se llevan a cabo, mientras que el electrodo de referencia y el auxiliar son necesarios para
completar el sistema electrodico de la celda electroquimica [58]. Para el serigrafiado de
los electrodos de trabajo se utilizan formulaciones de tintas comerciales de carbono o de
metales como el oro o el platino [86], para el electrodo de referencia se suelen utilizar
tintas de plata y para el electrodo auxiliar se suelen utilizar tintas de carbono o platino.
Estas tintas se impregnan a través de diferentes plantillas con las geometrias deseadas.
El disefio de la pantalla definird el patrén que serd impregnado sobre el sustrato inerte
[87]. Las tintas de carbono estdn compuestas de particulas de grafito, un polimero
aglutinante y otros aditivos (para dispersion, impresion y adhesion). Es importante tener
en cuenta que la composicion de la tinta (e.g. tipo o peso de las particulas de grafito), la
impresion o las condiciones de curacion, pueden afectar a la transferencia electrénica y

al funcionamiento analitico del sensor resultante [86].

Después de la impresion de los electrodos se aplica un tratamiento térmico de curado

adecuado a una determinada temperatura (80 °C-100 °C, segun el tipo de tinta durante
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unos 60 s) [86,88]. Seguidamente, 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 (80° C durante 60 s). Las tintas de
carbono son las mds utilizadas ya que son mds econdmicas, dan lugar a bajas corrientes
de fondo, presentan una ventana de potencial amplia y pueden ser modificadas. En la
Figura 6 se presenta un esquema orientativo de la fabricacion de un electrodo

serigrafiado de carbono [85,89].

a) b) c) d)

@ @ @

Figura 6. Fabricacidn general de un SPCE a) impresion de contactos de Ag sobre el sustrato de ceramica;
b) impresién del electrodo de trabajo y electrodo auxiliar ambos de carbono; c) impresién de electrodo
de referencia de Ag; d) capa de aislante.

En la actualidad se encuentra disponibles comercialmente una amplia variedad de este
tipo de dispositivos. La gran versatilidad de los SPEs recae en el hecho que estos
dispositivos pueden ser facilmente modificados. La composicion de las tintas se puede
variar por adicion de substancias tales como metales, enzimas, polimeros, agentes
complejantes, etc. Por otro lado, existe la posibilidad de modificacion de los electrodos
por medio de la deposicion de sustancias sobre su superficie (peliculas de metal,

polimeros, enzimas, etc.) [83].

De acuerdo con los tipos de materiales usados para modificar el electrodo de trabajo de
los SPEs, estos se pueden clasificar en: i) SPE no modificados; ii) SPE modificados con
peliculas de metales; iii) SPE modificados con enzimas y iv) SPE modificados con

antigenos/anticuerpos [83].
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Entre los SPEs no modificados se encuentran los electrodos serigrafiados de carbono
(SPCEs), y los basados en peliculas de metales normalmente fabricados mediante el
método de sputtering. En esta tesis doctoral se han considerado los SPCE, los cuales
han sido modificados con bismuto o antimonio mediante métodos de electrodeposicién
ex-situ, in-situ o a partir de precursores del metal, asi como el Bis,SPE y el Sbsputtered
SPE. En la Figura 7 se presenta un esquema de clasificacion de los SPEs utilizados en

esta tesis y los métodos de formacion de la pelicula.

SPEs
Sustrato cerdmico Sustrato carbono
Método sputtering
Modificacién via Modificacion via
electrodeposicion precursor metalico
Bi,05
Bi Sh
] in-situ ex-situ Bio, SPCE
BlspSPE SbSputtered SPE X
in-situ BiSPCE in-situ SbSPCE ex-situ BiSPCE ex-situ SbSPCE

Figura 7. Clasificacion de los SPE utilizados en esta tesis doctoral en base al sustrato y al método de

modificacion.

En la bibliografia existe un elevado nimero de referencias en las que se utilizan los
SPEs no modificados. Entre los trabajos mas relevantes cabe citar la determinacién de
procaina por andlisis por inyeccion de flujo (FIA) utilizando el SPCE como detector
amperométrico [90], la determinacién de aurotiomalato (firmaco antirreumatico) [91]; y

la determinacién de creatinina (para evaluacién renal, muscular y disfuncion de tiroides)
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[92]. También se han reportado metodologias para la determinacién de la vitamina B2
en matrices de alimentos por voltamperometria diferencial de impulsos [83], o la
determinacién de clorofila II por voltamperometria ciclica [93]. Otro campo de
aplicacion de estos dispositivos ha sido en la determinacién de metales, a titulo de
ejemplo se puede citar la determinacién de Cu(Il) en muestras de agua y suero bovino

[94] y la determinacion de Ag(I) en disoluciones fotogréaficas por SWASV [95].

Si se consideran los SPEs basados en metales, que se generan con tintas de metales
como oro, plata, platino, bismuto o antimonio se han podido determinar Pb(II), Cu(II),
Hg(Il) y Cd(II) con SPEs de oro por SWASV [96,97], o Pb(Il) con un SPE de plata
también por SWASV [98]; o Ni(Il) y Co(Il) con un SPE de bismuto por SWAdASV
[76,79].

Los SPCEs modificados con peliculas implican la formacion de una pelicula del metal
en cuestion sobre el electrodo de trabajo, usualmente de carbono, por electrodeposicion
ya sea via in-situ, ex-situ o a partir de un precursor como se ha explicado anteriormente.
Los metales utilizados para modificar los SPCE pueden ser entre otros Hg, Au, Ni, Bi o
Sb. Wang fue pionero en este campo modificando SPEs con mercurio para la
determinacion de metales como Pb(Il), Cd(II) y Cu(Il) a niveles de ppb por ASV,
obteniendo resultados comparables a los obtenidos con un MFE, o con el HMDE
[99,100]. A partir de estas investigaciones se han desarrollado diferentes modificaciones

de SPEs para la determinacion de metales en diferentes tipos de muestra.

Los SPEs también se pueden modificar con nanoparticulas metdlicas y con compuestos
adsorbentes que permiten formar quelatos, pudiéndose determinar no s6lo metales sino
también otras moléculas [83]. Los SPCEs modificados con enzimas, se han utilizado en
andlisis medioambiental, para el analisis de pesticidas y herbicidas [101,102] y el
andlisis de metales [103,104]. Entre otras aplicaciones importantes se pude citar el
andlisis de glucosa [105], de colesterol [106], de etanol [107-109], o de compuestos
fenolicos [110-112].

Se han desarrollado también SPEs basados en inmunosensores. Entre algunas de las
aplicaciones se pueden citar la determinacion de hormonas [113-115], de agentes
infecciosos [116,117], toxinas en mariscos [118], carcindégenos [119], marcadores

tumorales [120,121], anfetamina [122] o agentes patégenos en alimentos [123].
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El disefio de los SPEs puede variar y pueden ser fabricados de acuerdo a la demanda de
los usuarios. Las formas comunes incluyen un disco, un anillo o una banda, pero
también se encuentran configuraciones en series de electrodos. En la Figura 8 se pueden
ver, a titulo de ejemplo, algunos disefos; el convencional con un electrodo de trabajo,
uno dual (dos electrodos de trabajo), uno adaptado a la placa ELISA y uno de series de

electrodos.

b)
""I d ps 8X11C DS

0)

@ (o (o (o (o (o (o (o

v

Figura 8. Algunos ejemplos de disefios de dispositivos serigrafiados: a) SPCE convencional con un Unico
electrodo de trabajo; b) SPCE dual (dos electrodos de trabajo); c) SPCE adaptado a una placa ELISA; y d)
SPCE series de electrodos. c) y d) adaptados de DropSens [124].

Como ejemplo se muestra en la Figura 9, el dispositivo (SPCE) que se ha utilizado
en la presente tesis, para su posterior modificacién con bismuto o antimonio. Es un
electrodo de la casa DropSens, el cual consta de un electrodo de trabajo de carbono en
forma de disco, un electrodo auxiliar de carbono y uno de referencia de plata que en

realidad actda de pseudoreferencia.
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Electrodo auxiliar de carbono o

Electrodo de trabajo de
carbono

Conexion del electrodo
auxiliar

Electrodo de
referencia de Ag

Conexion del electrodo
de trabajo

Conexion del electrodo de
referencia

Figura 9. Electrodo serigrafiado de carbono. Adaptado de DropSens [124].

Actualmente hay muchas empresas que comercializan los SPCE, entre estas DropSens,
PalmSens, Electrochemical Sensor Interface, Pine Research Instrumentation, DAQ,

Metrohm y Micrux Tecnologies [125].

3.4. Estado actual de las investigaciones con electrodos

serigrafiados de bismuto y antimonio

3.4.1. Electrodos serigrafiados modificados con bismuto

Los electrodos serigrafiados SPCE pueden ser modificados con Bi(Ill) por diferentes

vias: i) ex-situ; ii) in-situ; iii) precursor; y iv) sputtering.

Los electrodos BiSPCE han sido utilizados principalmente en aplicaciones de

determinacion de metales pesados en muestras ambientales.

En el caso de las modificaciones via ex-situ antes de la formacién de la pelicula de Bi,
algunos autores recomiendan una etapa de acondicionamiento con el objetivo de oxidar
las substancias hipotéticamente absorbidas en la superficie de trabajo y asi eliminar las
trazas de analitos de la tinta de carbono. Este proceso de acondicionamiento es variable
(i.e. aplicacién de un potencial a 1 V durante 30 s) [126] o un ciclo condicional de
impulso a 1,6 V por 120 s, seguido por un impulso a 1,8 V por 60 s en una disolucion

amortiguadora de acético/acetato 0,05 moles L!de pH 4,6 [127,128].
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Respecto a la formacién de la pelicula de bismuto, usualmente el SPCE se sumerge en
la disolucién amortiguadora de acético/acetato de pH 4,5, que contiene Bi(IIl) de 0,4 -
100 ppm, y se aplica un potencial en un rango de -0,3 V a -1,4 V durante un tiempo de
deposicion de 30 a 600 s, con agitacion, algunas veces seguido de un periodo de reposo
de 15 a 20 s. Para aumentar la resistencia mecdnica de los electrodos serigrafiados de
carbono modificados con bismuto (BiSPCEs), estos pueden ser modificados o cubiertos

con una membrana de nafion, utilizando una disolucién de 0,5 a 1% de nafion [37].

La mayoria de estudios con ex-situ BiSPCE, se han enfocado a la cuantificacién de
Pb(1l), Cd(I) y Zn(Il) en diferentes muestras (e.g. agua de botella, agua de consumo
humano, agua de rio y cerdmicas) por medio de técnicas de redisolucién [35,127-129]
Para este propdsito las técnicas de redisolucion (e.g. SWASV o DPASV y SCP) han

sido las mas utilizadas debido a sus excelentes LODs.

Un hecho relevante de los BiSPCE a diferencia del BiFE, es que no se produce
desdoblamiento de picos en el intervalo de concentraciones de trabajo para ninguno de
los metales Pb(Il), Cd(Il) y Zn(II) [130], y presenta mejor linealidad que el BiFE para
estos tres metales. Estas mejoras podrian deberse a que la cobertura de la superficie del
SPCE con el Bi es mds uniforme (minimizando las interacciones con el sustrato) o que

se forma una capa mds fina que la del BiFE.

También se han determinado trazas de Cr(VI) en presencia de 4cido dietylentriamina
pentaacético de (DTPA) por AdSV, demostrando la conveniencia de este electrodo para

determinar este metal [131].

En el caso de la modificacién in-situ los iones Bi’* se disponen en la misma disolucién
de medida, normalmente en un rango de concentracién entre 250 y 2.500 ppb [38], de
manera que el Bi es codepositado en el electrodo de trabajo del SPCE junto con los
metales de interés [70,132—135]. La concentracion de Bi debe ser al menos un orden
mayor que la del metal a analizar, y el potencial y el tiempo de deposicién dependen del
analito a determinar [136]. En este caso también se aplican pretratamientos de la
superficie del electrodo antes de la deposicion del Bi, al igual que con el ex-situ

BiSPCE.

Entre las principales aplicaciones del in-sitru BiSPCE se encuentra la determinacion de
metales pesados, (Pb(Il), Cd(Il) y Zn(II)) en aguas naturales por técnicas ASV y SCP
[70,132—-135,137]. Ademas se ha reportado un método de inyeccién secuencial-SWASV

36



Técnicas voltamperométricas para la determinacion de metales pesados

para la determinacién simultanea de estos metales, con buena sensibilidad y
reproducibilidad [138]. Los in-situ BiSPCE también han sido utilizados en un método
analitico, que combina adsorcidn-desorcidn electroquimica y colorimetria, para
determinar Pb(II), Cd(II) y Cu(I) en monitorizaciones ambientales [139]. También se
ha reportado un estudio de biomonitoreo de Cd(II) en saliva artificial y saliva humana
por ASV [42]. Asi como la determinacién automadtica de Cd(II) en aguas naturales por
SWASV en la que el electrodo estd acoplado a un sistema de anélisis de multi - jeringa
de inyecciéon por flujo (MSFIA, multi-syringe flow injection analysis), para la
determinacién de bajos niveles de concentracién de Cd(Il) [43]. El in-sitru BiSPCE

también se aplica a la determinacion de Pb(Il) en leche [142].

Entre las ventajas que presenta este electrodo, se cita la simplicidad experimental
inherente al método in-situ. Sin embargo, también presenta desventajas como es la
posibilidad de reacciones en la superficie del electrodo (entre el bismuto y otros metales
o ligandos presentes en la muestra) que pueden interferir en los estudios de especiacion;
la limitacién en el rango de pH de trabajo, debido a la tendencia de los iones Bi’* a
hidrolizarse en medios neutro o alcalinos. El in-situ BiSPCE es apropiado para medios
moderadamente 4cidos y altamente alcalinos, donde los complejos de hidroxido de
bismuto son solubles y pueden ser reducidos en la superficie del electrodo [32,143]. A
pesar de estas desventajas, estudios comparativos entre los electrodos in-situ BiSPCE y
ex-situ BiISPCE demuestran que el in-situ BiSPCE proporciona sefiales mds definidas
que el ex-situ BiSPCE [128,133]. El in-situ BiSPCE presenta mayor sensibilidad y
menor LOD en la determinacion de Pb(Il), de acuerdo con Calvo Quintana et al., [70],
esto se justifica por el hecho que con el método in-situ el bismuto y el plomo se
depositan simultdneamente, lo cual conduce a una mayor depdsito de Bi-Pb en toda la
pelicula del electrodo, mientras que con el ex-situ BiISPCE solamente en la capa externa
de la pelicula de bismuto se forma la aleacién Bi-Pb, y como consecuencia presenta

menor sensibilidad.

Varios estudios reportan la reutilizacion del mismo electrodo para diferentes andlisis,
tanto con electrodos SPCEs comerciales [133,144] como con electrodos fabricados por
el usuario [141]. Otro aspecto importante a resaltar es que el estado de preservacion de
los SPCE es un factor significativo en el posterior comportamiento analitico de las

peliculas de bismuto [136].
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En el caso de la modificacién de un SPCE con un precursor de Bi(III) el método cosiste
basicamente en modificar el SPCE durante el proceso de fabricacion, mezclando la tinta
de grafito con un precursor de Bi(IIl) (e.g. generalmente Bi,Os3) e imprimiendo la
mezcla sobre la superficie del SPCE. Posteriormente el precursor de Bi(IIl) es

electroquimicamente reducido a Bi metalico [32,128,145-147].

Las principales aplicaciones del electrodo serigrafiado de carbono modificado con
bismuto (III) (BipxSPCE) se han realizado en determinaciones simultaneas de Pb(Il) y
Cd(I) [46,143,147,148]; y Pb(Il), Cd(Il)y Zn(II) [145] en muestras de agua, extractos
de suelos por SCP. El Pb(Il) y el Zn(Il) han sido determinados también en muestras de
agua dulce y agua de mar por ASV [149].

La gran ventaja de este método es la simplificacion del procedimiento experimental, ya
que no requiere ningun proceso de electrodeposicion previo o la presencia de una sal de
bismuto para la preparacion de la pelicula. Sin embargo el BioxSPCE presenta algunas
desventajas, entre las que cabe citar, el establecimiento del contenido 6ptimo de
precursor de Bi(Ill), el montaje del BipxSPCE, y la optimizacién de parametros de los
estdndares de impresion debido a la dureza y tamafio de las particulas. Las dificultades
en la preparacion del SPE pueden dar como resultado una falta de reproducibilidad,

especialmente cuando la tinta de modificador de bismuto estd hecha a mano

[128,145,146].

En el caso de los electrodos de Bi via sputtering se han realizado determinaciones de

trazas de metales como Cd(II) y Pb(Il) por SWASV y de Ni(I) por SWAdSV [150].

En otros estudios se realizé la determinacion de Ni(Il) [76] y Co(II) por SWAASV [79]
obteniéndose limites de deteccién muy bajos. Posteriormente el dispositivo se aplicé a
la determinacion independiente de Ni(Il) [76] y Co(Il) [79] en una muestra de agua de

rio certificada.

También se han aplicado a la determinacién de Cd(II) y Pb(Il) en fertilizantes
fosfatados y en una muestra de agua de rio certificada, obteniendo resultados

comparables a estudios similares [77].

Igualmente se ha reportado un estudio con un microsensor con pelicula de bismuto
obtenida con el método de sputtering, que se aplicd a la determinaciéon de Tl por

SWASYV en una muestra de agua de lago certificado [78].
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De acuerdo con Kokkinos et. al., [76] las ventajas de este método de preparacién de la
pelicula de bismuto comparada a las obtenidas por electrodeposicion son las siguientes:
i) se evita la utilizacién de soluciones de Bi(Ill), por lo cual el proceso experimental se
simplifica ya que la electrodeposicion Bi(Ill) ex-situ requiere un paso adicional de
electrodeposiciéon antes del andlisis en una disolucién separada que contiene Bi(III),
mientras que la electrodeposicion in-situ se lleva a cabo exclusivamente a potenciales
negativos en medio 4cido, debido a la hidrolisis del Bi(Ill) en medio alcalino y en
soluciones neutras, ii) no es necesario un sustrato conductor, porque la cobertura de
bismuto funciona como sensor del elemento y transductor de la sefal; por lo que, las
dificultades relacionadas con la seleccién del soporte apropiado, la preparacion o
inactivacion de la superficie del sustrato se solventan; iii) los pardmetros como la
geometria del electrodo y el espesor de la pelicula de bismuto se controlan facilmente
obteniéndose una cobertura de la superficie altamente reproducible, en contraste con la
electrodeposicion, en la que la calidad del depdsito de bismuto depende fuertemente de
las condiciones experimentales y del tipo de sustrato; y iv) esta tecnologia ofrece la
ampliacion del alcance de la produccion en masa de dispositivos desechables aunque su

coste de produccion es mds elevado [150].

3.4.2. Electrodos serigrafiados modificados con antimonio

Una alternativa de los BiSPE son los electrodos serigrafiados con antimonio (SbSPE),
aunque son pocos los estudios realizados con estos dispositivos para la determinacién
de iones metdlicos y hasta la fecha no se han reportado estudios de la determinacién de
Cu(II) con este electrodo. Las principales ventajas de los electrodo de antimonio (SbFE)
en comparacion con las de bismuto (BiFE) es que la ventana de potencial util para la

realizacion de medidas es mds amplia y su buen funcionamiento en medio dcido [33].

Entre algunos estudios importantes realizados con SbSPE se pueden citar los siguientes:
un estudio comparativo en el que la pelicula de Sb se ha realizado utilizando tres
SPCEs, uno sin modificar y dos modificados durante su fabricacion con nanotubos de
carbono multicapa (MWCNTSs, multi-walled carbon nanotubes) y el liquido i6nico
tetrafluroborato de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim] BF4). La formacién de la
pelicula de antimonio se realiza por electrodeposicion in-situ y se estudia el

comportamiento electroquimico de los tres electrodos en la deteccion del Hg(11) y Pb(II)
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por SWASV en medio dcido. En este estudio se concluye que la sensibilidad del
SbSPCE aumenta utilizando el modificador MWCNTs para la deteccion de Pb(Il) y el
([Bmim]BF4) para la determinacién de Hg(I) [151].

Otro estudio ha sido la determinacién de Pb(Il) utilizando un SPCE modificado con
Sb(Ill) y Bi(Ill) simultdneamente, para formar un electrodo serigrafiado de carbono
modificado con pelicula de bismuto y antimonio (Bi-SbSPCE) preparado via in-situ. El
Bi-SbSPCE proporciona una sefial de redisolucion del Pb(II) mejor en comparacién con
los BiSPCE, SbSPCE y con un electrodo de carbono vitrificado con pelicula de bismuto

y antimonio (Bi-SbGC) [152].

En otro trabajo se ha comparado la deteccién de Pb(Il) y Cd(II) por DPASV, mediante
un in-situ SbSPCE y un SbSPCE preparado por modificacién con un precursor de
antimonio. En la preparacion de los electrodos de pelicula de antimonio via in-situ
SbSPCE, se utilizaron dos medios diferentes, una disolucion amortiguadora de acetato
de pH 4,5 que contiene Sb(III) o una disolucién de HCI (0,01 moles L'l) que contiene
Sb(IIl), para evaluar el medio mds apropiado de medida. Con el método de
modificacion de electrodos con un precursor metalico, se prepararon tres electrodos
utilizando tres precursores de antimonio diferentes, el Sb,Os, el Sb (C,04) OH y el
Sn0,/Sb,0s para obtener los electrodos SbSPCE-Sb,03, SbSPCE-(Sb™ (C,04) OH) y
SbSPCE-Sn0O,/Sb,0s, respectivamente. Estos electrodos se aplicaron en el andlisis de
una muestra de agua mineral, a la cual se adiciond ferrocianida para evitar interferencias
por el Cu(ll). Los resultados indicaron que estos electrodos de antimonio eran

comparables al in-situ BiSPCE y al Bio,SPCE [73].
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II. TECNICAS VOLTAMPEROMETRICAS Y QUIMIOMETRICAS
UTILIZADAS

4. Técnicas voltamperométricas

La invencién de la polarografia en 1922 por J. Heyrovsky representd un cambio
cualitativo en la quimica electroanalitica. La contribucién principal de esta técnica fue
el reconocimiento de la importancia del potencial y su control, las oportunidades que
ofrece mediante la medicion de las corrientes limitantes y la posibilidad de extender los
estudios electroquimicos a sistemas irreversibles. Un aspecto que hizo que la
polarografia fuese una técnica pionera importante es que fue la primera técnica
automatizada en los afios treinta y principio de los cuarenta. La sensibilidad del método
permitio la determinacion de especies a concentraciones cerca de 10° mol L. Aunque,
la sensibilidad no fue suficiente para solucionar problemas analiticos que se plantearon
en los afios cincuenta y sesenta. Para alcanzar tal sensibilidad con las técnicas
polarografica basadas en medidas de corrientes faradicas, fue necesario minimizar el
efecto de las corrientes de carga o capacitativas. Esto fue logrado exitosamente por
Geoffrey Barker a finales de los cincuenta, quien introdujo las técnicas de onda
cuadrada y de impulsos en electroandlisis. Las técnicas polarograficas de impulsos
diferencial y de onda cuadrada minimizan las corrientes de carga y permiten el andlisis
de especies electroactivas en disoluciones de hasta 10® mol L. Sin embargo, en los
aflos setenta y ochenta se vio que estas técnicas atin eran insuficientes, particularmente
para el andlisis de muestras ambientales y bioldgicas. Esto condujo al desarrollo de las
técnicas voltamperométricas de redisolucion, en las que el analito es primeramente
acumulado en la superficie del electrodo, normalmente de gota de mercurio o basado en
mercurio, durante un tiempo adecuado, aplicando un valor de potencial constante. A
continuacién las especies acumuladas son redisueltas mediante la aplicaciéon de un
barrido de potencial de oxidacién o de reduccion obteniéndose una sefial en forma de
pico. Esta técnica tiene la capacidad de realizar medidas a niveles de concentracion del

ordende 10'° 0 10" mol L.

Las principales ventajas de los métodos electroanaliticos son: i) La velocidad del
andlisis, un andlisis puede llevarse a cabo, rutinariamente, en 3 minutos o incluso, si

fuera necesario, en fracciones de segundos; esto es una ventaja cuando se deben analizar
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un gran ndmero de muestras ya que se ahorra tiempo. La velocidad es de particular
importancia en el andlisis de muestras que se deterioran o varian con el tiempo. ii) La
selectividad, los métodos electroanaliticos son inmerecidamente percibidos como no
selectivos, pero ofrecen alguna selectividad que algunas otras técnicas no presentan.
Generalmente, se pueden determinar formas oxidadas en presencia de las
correspondientes formas reducidas y viceversa; y haciendo el tratamiento adecuado de
la muestra se puede determinar la concentracion total, y de ambas medidas deducir la
cantidad de especie reducida y la de especie oxidada. En mezclas multicomponentes se
pueden determinar todos los compuestos simultineamente siempre y cuando sus
potenciales redox estén suficientemente separados. iii) Sensibilidad, las polarografias de
impulsos diferencial y de onda cuadrada presentan limites muy bajos (10® mol L™),
mientras que las técnicas de redisolucion permiten realizar determinaciones a niveles de
concentracién de hasta 10" mol L. iv) En estudios de especiacion no solo ofrecen
informacion acerca del estado de oxidacién del analito sino que también pueden
informar de la forma quimica en la que se encuentra. En presencia de agentes
complejantes es posible determinar el metal libre y el metal complejado y se puede
diferenciar entre complejos ldbiles e inertes. v) Permiten el andlisis de mezclas
heterogéneas conteniendo materiales bioldgicos, proteinas, surfactantes asi como
coloides o particulas ligeramente solubles. Y vi) el coste de los instrumentos
electroquimicos no es elevado. Ademds, cabe resaltar que los métodos electroanaliticos
pueden ser utilizados en investigacion bésica y aplicada, asi como en anélisis rutinario

[153,154].

En voltamperometria la informacién del analito se obtiene a partir de la medida de la
intensidad de la corriente (de un electrodo de trabajo) en funcién del potencial aplicado,
en condiciones que favorezcan la polarizacion del electrodo de trabajo, donde tiene
lugar la reaccién de interés. El potencial de este electrodo sirve como fuerza impulsora
para la reaccion electroquimica, es decir, es el pardmetro controlado que hace que las
especies quimicas presentes en una disolucién sean reducidas u oxidadas en la
superficie del electrodo. La intensidad de reduccién u oxidacion estd controlada por el
potencial aplicado, es decir, a medida que el potencial del electrodo se vuelve mas
negativo, el electrodo se vuelve un reductor mas fuerte y viceversa. En la Figura 10 se
muestran algunas de las funciones de potencial utilizadas en voltamperometria: a)

barrido lineal, en la que el potencial aplicado a la celda aumenta linealmente en funcién
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del tiempo y la intensidad de la corriente que se desarrolla en la celda se registra en
funcién de este potencial aplicado; b) impulsos diferencial, en la que un impulso de
potencial es aplicado al final de la vida de cada gota de mercurio en el caso de utilizar
DME o SMDE (medidas polarogrificas) o en el caso de utilizar electrodos sélidos, a
intervalos de tiempo prefijados (medidas voltamperométricas); y c¢) triangular, en la que
el potencial varia de forma ciclica entre dos valores, primero aumenta linealmente hasta
un méaximo y después disminuye linealmente con una pendiente del mismo valor
numérico hasta su valor original, este proceso se puede repetir numerosas veces,

registrdndose la intensidad de corriente en funcién del tiempo [21,23].

La celda electroquimica utilizada en voltamperometria consta de un electrodo de
trabajo, que es de pequefio tamafio para favorecer su polarizacion; un electrodo de
referencia (e.g. Ag/AgCl) cuyo potencial permanece constante durante el experimento;
y un electrodo auxiliar, generalmente de platino o de carbono. Se aplica el potencial
entre el electrodo de trabajo y el de referencia y se mide la intensidad entre el electrodo

de trabajo y el auxiliar.

En esta tesis se han utilizado diversas técnicas voltamperométricas, siendo la mas
utilizada la voltamperometria de redisolucion anddica (ASV) aplicando en la
redisolucién un barrido de potencial de impulsos diferencial. Esta técnica se ha aplicado
en la determinacion de metales como cadmio, plomo y cobre en muestras de agua,
utilizando electrodos serigrafiados modificados con bismuto (BiSPE) o con antimonio
(SbSPE). Otra técnica voltamperométrica utilizada en esta tesis ha sido la
voltamperometria ciclica (CV) y se ha utilizado bdsicamente para la caracterizacion de
los procesos. En los estudios de complejacion se ha utilizado la voltamperometria

diferencial de impulsos (DPV).

A continuacion se hard una breve explicacion de estas técnicas voltamperométricas.

4.1. Voltamperometria diferencial de impulsos

La voltamperometria diferencial de impulsos (DPV) es una técnica muy utilizada para el

andlisis de especies orgdnicas e inorgdnicas a niveles de traza.
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Tipo de seiial de excitacion

Forma de la seiial

Tipo de voltamperometria

a) Barrido lineal E

b) Impulsos diferencial

c) Triangular

0 t
2 _I_lr‘ |—|L
1 I
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t
-+ Ciclo1 —p4—— Ciclo2
R H Ih\
Barrido _Barrldo KRN
directo inverso / \

Voltamperometria
de barrido lineal

Voltamperometria
diferencial de
impulsos

—5 | Voltamperometria

ciclica

0

Figura 10. Funciones de potencial de excitacion en funcion del tiempo utilizadas en voltamperometria, E;
es el potencial inicial, E; es el potencial final, E; es el potencial de inversion, y t es el tiempo [23].

La sefial de excitacion aplicada en esta técnica es una rampa de potencial lineal a la que

se han superpuesto impulsos de magnitud fija, los cuales son aplicados a un electrodo de

trabajo a intervalos de tiempo perfectamente definidos. La Figura 10b muestra que la

corriente se mide justo antes de la aplicacion del impulso (1) y justo antes de que

finalice (2). La primera corriente es instrumentalmente sustraida de la segunda y esta

diferencia se representa frente al potencial aplicado. Esta manera de medir la corriente

minimiza la contribucién de la corriente de carga. La sefal voltamperométrica resultante
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son picos cuya altura es directamente proporcional a la concentracién de los
correspondientes analitos. Por otro lado, cuando el proceso es reversible, los picos son
simétricos y presentan una anchura a media altura (w;;) que depende del impulso
aplicado. Esta técnica permite realizar medidas de concentracién de hasta 10® mol L™
debido a la minimizaciéon de la intensidad capacitativa y a que las medidas de
diferencias de intensidades a potenciales tan préximos mejora considerablemente la

relacion senal-ruido [21].

4.2. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (CV) es la técnica mds utilizada para obtener informacion
acerca de las reacciones electroquimicas y generalmente es uno de los primeros
experimentos que se lleva a cabo en un estudio electroquimico. Tiene la capacidad de
proveer informacion rapidamente sobre la termodindmica de los procesos redox, la
cinética de las reacciones heterogéneas de transferencia de electrones y las reacciones
quimicas acopladas o sobre procesos de adsorcion. Especificamente, ofrece una rapida
ubicacién del potencial redox de las especies electroactivas y la evaluacion adecuada del
efecto del medio en el proceso redox. En CV se aplica un barrido de potencial triangular
(ver Figura 10c) a un electrodo de trabajo estacionario. Dependiendo de la informacion
de interés, se puede realizar un tnico o multiples ciclos voltamperométricos. Durante el
barrido del potencial, el potenciostato mide la corriente resultante del potencial aplicado
dando lugar a un voltamperograma ciclico. En la Figura 11 se ilustra la respuesta de una
reaccion redox durante un barrido de potencial ciclico; en este voltamperograma se
asume que solamente la forma oxidada “O” estd presente inicialmente. En
consecuencia, en el barrido directo se selecciona un barrido de potencial catédico en la
primera mitad del ciclo, comenzando desde un valor donde no se produce la reduccion
del analito. A medida que el potencial se aproxima al E° caracteristico para el proceso
redox, la corriente catddica comienza a aumentar, hasta que se alcanza un méximo.
Después de pasar por la region del potencial en el cual el proceso de reduccién tiene
lugar, se invierte la direccién del barrido del potencial. Durante el barrido inverso, la
corriente anddica comienza a aumentar, hasta que la especie “R” se vuelve a reoxidar a

“O” produciendo un pico anddico [21].
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Figura 11. Voltamperograma ciclico tipico para un proceso redox O + ne < R. Adaptado de [21].

4.3. Técnicas de redisolucion

Los electrodos de trabajo utilizados en voltamperometria de redisolucion pueden ser
electrodos de mercurio, normalmente HMDE o MFE, o electrodos sélidos como los

presentados en la seccion 3.

Los tipos de voltamperometria de redisolucion son la voltamperometria de redisolucion
anodica (ASV), la cronopotenciometria de redisolucién (SCP), la voltamperometria de
redisolucion catédica (CSV) y la voltamperometria de redisolucion con etapa previa de

adsorcion (AdSV).

El tipo de voltamperometria de redisolucién mas cominmente utilizada para andlisis de
metales es la ASV y sera la técnica empleada mayoritariamente en esta tesis. Hay
metales que no se pueden determinar por ASV y su determinacion se lleva a cabo por

AdSV.
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La técnica voltamperométrica de redisolucion anédica comprende tres etapas:

1) Preconcentracion: en la que se realiza la electrodeposicion catddica del analito o
analitos de la disolucion en la superficie del electrodo de trabajo, aplicando un
potencial controlado durante un tiempo determinado. El potencial de deposicion
es usualmente unos 0,5 V mds negativo que el potencial de reduccién del metal
mads facilmente oxidable. Esta etapa de preconcentracién se lleva a cabo con
agitacion de la solucion y el transporte de materia tiene lugar por difusién y
conveccion.

2) Reposo: en el que se sigue aplicando el mismo potencial de deposicién pero sin
la agitacion mecanica.

3) Redisolucion: es la etapa de medida, en la que se disuelve total o parcialmente el
deposito de analito acumulado sobre el electrodo, aplicando un barrido de

potencial anddico.

En la Figura 12 se representan de forma esquemitica las etapas de la ASV.

Deposicion Reposo Redisolucion

M™ + Hg + n® - M(Hg)

M(Hg) M™ = M™ + Hg + n®
(c)

I cat l

A 2B J

Ed,-1,0V

Ep, -0,5V

A J

Figura 12. Etapas de la voltamperometria de redisolucion anédica en un HMDE a) deposicion; b) reposo;
y c) redisolucion; donde i,, es la corriente anddica, i., es la corriente catddica, E4 es el potencial de
deposicion, i, es la intensidad del pico, t, el tiempo redisolucién, t4 el tiempo de deposicion, t, el tiempo
de reposo y t el tiempo total. Adaptado de [23].
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Durante la etapa de redisolucidn, el barrido de potencial puede llevarse a cabo aplicando
cualquier funcién de potencial, incluyendo barrido lineal, diferencial, de impulsos, onda

cuadrada o corriente alterna.

El comportamiento que gobierna la respuesta voltamperométrica durante la etapa de
redisolucién depende de varios pardmetros relacionados con la deposicién y la
redisolucion, asi como de las caracteristicas del ion metalico y de la geometria del
electrodo empleado. Por ejemplo, para un MFE la corriente de pico viene dada por la

siguiente ecuacion:
ec. (2)

B nzevl/zAlCHg
» T TS IRT

Donde A y 1 son el drea y espesor de la pelicula respectivamente, v es la velocidad del
barrido del potencial, n es el nimero de electrones, F es la constante de Faraday, Cy;, es
la concentracion del metal en la amalgama, R es la constante de gas, y T es la
temperatura absoluta. Para el HMDE la corriente del pico de redisolucion viene dada

por la siguiente ecuacion:
ec. (3)

ip= 2.72x10°n*2AD"?v!"2Cy,

Donde A es el area de la superficie y D es el coeficiente de difusiéon. Los pardmetros
instrumentales que se deben controlar en la etapa de preconcentracion son el potencial
de deposicion, el tiempo de deposicion, la velocidad de agitacion y el tamafio de la gota,
en el caso de utilizar un HMDE. El potencial de deposicién debe ser mds negativo a
medida que disminuye el potencial redox del metal que se deposita. El tiempo de
deposicion, debe ser cuidadosamente controlado; en general a mayor tiempo de
deposicion mayor cantidad de analito se depositard en la superficie del electrodo, pero
periodos largos pueden conducir a la formacién de compuestos intermetélicos, la
saturacion del electrodo, etc. La agitacion favorece la etapa de preconcentracién debido
a que facilita el trasporte convectivo de los iones hacia la superficie del electrodo de

trabajo. La sensibilidad y la precisién de las medidas dependen, en gran medida, de la
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efectividad del sistema hidrodindmico, ya que éste influye sobre la cantidad de analito
depositado, por lo que un aumento de la velocidad de agitacion, provoca un mayor
gradiente de concentraciéon en la superficie del electrodo y un incremento de la
intensidad que fluye, lo que produce un aumento de la cantidad de metal depositado

[20,23].
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5. Electrodos de trabajo

En esta tesis los estudios voltamperométricos se llevaron a cabo utilizando basicamente
tres tipos de electrodos de trabajo: a) HMDE, b) electrodos serigrafiados modificados
con bismuto (BiSPE), y c) electrodos serigrafiados modificados con antimonio

(SbSPE).

Los electrodos serigrafiados utilizados fueron de tres tipos diferentes en funcién del
método utilizado para la formacion de la pelicula del metal. Algunos de los dispositivos
se obtuvieron modificando con bismuto o antimonio electrodos serigrafiados de carbono
SPCE via in-situ o ex-situ; en este caso los electrodos fueron los que a partir de ahora
llamaremos BiSPCE o SbSPCE segiin la modificacién. Otros de los dispositivos fueron
los electrodos serigrafiados de carbono modificados con 6xido de bismuto (III)
(BioxSPCE) los cuales se adquieren comercialmente, y por dltimo los electrodos
comerciales obtenidos via sputtering de bismuto (Bis,SPE) y antimonio (Sbsputered SPE).
En la Tabla 2 se detallan los electrodos de trabajo utilizados y el método de
modificacién del electrodo serigrafiado para obtener la pelicula del metal asi como el

sustrato.

Tabla 2. Electrodos de trabajo utilizados.

Tipos de electrodos Método de formacion Sustrato
de la pelicula

BiSPCE In-situ Carbono
BiSPCE Ex-situ Carbono
SbSPCE In-situ Carbono
SbSPCE Ex-situ Carbono
Bio, SPCE Modificado con precursor Carbono
(Bi,03)
Bis,SPE Sputtering Ceramica
Sbsputtered SPE Sputtering Ceramica
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Las valoraciones voltamperométricas realizadas en el estudio de complejacién de
Cd(II)-ligando fueron tratadas con el método de resolucién multivariante de curvas por
minimos cuadrados alternados (MCR-ALS) y por el método de ajuste de pico gaussiano
(GPA, Gaussian Peak Adjustment). Sin embargo, el tratamiento MCR-ALS ofrecié una
resolucion mds adecuada y satisfactoria para el estudio de complejacién Cd**:GSH y

Cd**:PC, que el obtenido aplicando el tratamiento GPA.

6.1. Resolucion multivariante de curvas por minimos
cuadrados alternados (MCR-ALS)

EL MCR-ALS es un método desarrollado por Tauler et al. [155] que ha demostrado ser
una herramienta poderosa en estudios espectroscopicos de equilibrios de complejacion.
Posteriormente este método ha sido aplicado a estudios de complejacién por técnicas
voltamperométricas, para lo cual se tuvieron que introducir algunas modificaciones para

adaptar el método a las caracteristicas de los datos voltamperométricos [156].

En MCR tiene lugar la descomposicion matematica de la matriz experimental de datos I
(nF, nC) en un producto de dos matrices abstractas ortogonales C (nF, nS) y \A (nS,
nC) para un nimero preseleccionado de componentes nS. C 'y V' contienen los perfiles
respuesta de cada componente asociados, respectivamente a la variacion de las filas y de
las columnas de la matriz inicial de datos I. Mateméaticamente, esta descomposicion

puede expresarse como:
ec. (4)

I=CV'+X

Donde X es la matriz residual que expresa en términos de falta de ajuste la varianza no
explicada por C y V. El exponente T indica que la matriz V se obtiene de forma

traspuesta.

Es importante aclarar que en este caso, el concepto de componente se define como

cualquier entidad que da una respuesta pura que sea distintiva y real. Esto puede incluir
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cualquier especie quimica de wun sistema pero que en el caso de datos
voltamperométricos el término componente estd asociado a los diferentes procesos
electroquimicos que tienen lugar, pero también pueden asociarse a fendmenos fisicos
como la adsorcién electrédica o la carga de la doble capa. Asimismo, en el caso de
medidas voltamperométricas una misma especie quimica puede proporcionar mas de

una respuesta instrumental.

El proceso de optimizacién de las matrices C y V' se lleva a cabo de manera iterativa
mediante minimos cuadrados alternados (ALS, alterning least squares) a partir de una
estimacién inicial de C o V'. Ambas matrices entran en un ciclo iterativo sin que
ninguna tenga prioridad sobre la otra, finalizando el proceso al cumplirse un criterio de
convergencia definido como el valor limite de la matriz X o como un nimero maximo

de iteraciones [155,157].

En este proceso de ALS se introduce toda la informacion basada en el conocimiento que
se tiene sobre la estructura interna de los datos y de las caracteristicas quimicas del
sistema. Esta informacion se introduce en forma de restricciones que proporcionan un
significado quimico a los datos obtenidos. Finalmente se obtienen las matrices C como
la matriz de la distribucién de concentraciones y V' como la matriz de vectores

respuesta unitarios (voltamperogramas) de cada componente.

Después de llevarse a cabo la factorizacion, se realiza el andlisis de las matrices
resultantes, lo que nos permite obtener las posibles estequiometrias de los complejos
formados, la estabilidad relativa de los enlaces de los iones metalicos con el ligando, asi
como algunas indicaciones sobre la reversibilidad de los diferentes procesos
electroquimicos, los cuales permiten deducir una secuencia de complejacion para el
sistema aplicado. Las etapas del tratamiento quimiométrico de datos correspondientes a
valoraciones complexométricas son: a) organizacioén de los datos experimentales; b)
suavizado y correccién de la linea base; ¢) estimacion del nimero de componentes del
sistema; d) estimacion inicial de la matriz de C o v e) introduccién de restricciones; y

f) factorizacion de la matriz experimental L.

Este proceso se lleva a cabo en el entorno Matlab [156].
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Creacion de la matriz de datos

Se registran los voltamperogramas a diferentes relaciones metal:ligando. Los datos
obtenidos experimentalmente se estructuran en un vector de potenciales y en una matriz
de intensidades que contienen todos los voltamperogramas obtenidos a las diferentes

relaciones metal:ligando. Estos datos son finalmente transferidos al entorno de Matlab.

Suavizado de medidas y correccion de la linea base

Las matrices de intensidades suavizadas generalmente conllevan una falta de ajuste
menor cuando se descomponen durante el proceso iterativo, no obstante, en ocasiones,
esta correccién puede dificultar la diferenciacién de componentes si sus vectores
respuesta unitarios son excesivamente similares. Este proceso puede llevarse a cabo por
el programa destral, el cual corrige primero puntos que se desvian mds de un 5% en la
direccion vertical del continuo del escaneado, aunque dicho pardmetro se puede
modular. Posteriormente se puede utilizar el filtro Savitzky-Golay, el cual ajusta
diferentes polinomios a grupos de unos pocos puntos y tiende a preservar mejor las

caracteristicas iniciales (e.g. méximos, y minimos relativos o el ancho de los picos).

En el caso de los estudios complexométricos por voltamperometria, se puede corregir la
linea base mediante el programa baseline que crea una nueva linea base a partir del
ajuste de un polinomio a los puntos marcados manualmente sobre la matriz
experimental. Cuando la linea base es sencilla, la correccion se realiza sobre la matriz I
entera con una deriva aceptable e igual durante toda la valoracion; en caso contrario, la
correccion se deberd realizar voltamperograma por voltamperograma, siempre con
cuidado de no introducir artefactos en la matriz resultante, debido a que dificulta la
resolucion correcta del analisis quimiométrico. Si después de la correccion de la linea
base algun valor de intensidad es ligeramente negativo, su valor se hace cero con el

programa negtozero.

Estimacion del nimero de componentes

El nimero de componentes nS necesarios para explicar la variabilidad de la matriz I,
estd asociado con sus valores singulares, los cuales se obtienen mediante el algoritmo

descomposicion de valores singulares (SVD, singular value decomposition) el cual
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descompone la matriz I en una matriz diagonal cuyos elementos, no negativos y
presentados en orden decreciente, son sus valores singulares [158]. Primeramente la
estimacion se efectia visualmente, a partir de la representacion del vector que contiene
los valores singulares. Si no existe pérdida de linealidad de los datos electroquimicos,
deriva de la linea base u otras interferencias de tipo fisico, como la adsorcién
electrédica, los valores singulares mds significativos se pueden asociar a especies

quimicas diferentes o a procesos electroquimicos diferentes.

Estimacion inicial

En medidas voltamperométricas, la construccién de la matriz VOT inicial es lo mas
recomendable y se lleva a cabo mediante el programa peakmaker desarrollado por el
grupo de Electroandlisis [159]. Este programa permite dibujar en la pantalla del

ordenador, un voltamperograma tedrico para cada uno de los componentes escogidos,

que sigue funciones de tipo gaussiano.

6.2. Restricciones

Se define restriccion como cualquier propiedad matematica o quimica que se cumple de
manera invariable en todo el sistema en estudio o para alguno de sus componentes puros
[160]. Las restricciones son implementadas en Matlab como lenguaje matematico y
sirven para minimizar la ambigiiedad de los resultados obtenidos, al forzar la

.. ., . T ..
optimizacion de las matrices C 'y V* de acuerdo a las condiciones deseadas.

En la Figura 13 se muestra un diagrama de flujo esquemadtico de la aplicacion del MCR-

ALS a los datos voltamperométricos.

Las restricciones més usadas aplicadas a datos voltamperométricos son:

a) No negatividad: Obliga a que cualquier valor de un perfil respuesta sea positivo
durante el proceso iterativo. Se aplica a todos los perfiles de concentracion y a

muchas respuestas experimentales como los voltamperogramas.
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Figura 13. Diagrama de flujo de la aplicacion del método MCR-ALS a datos voltamperométricos de
complejacién.
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b) Unimodalidad: Impone la existencia de un tnico maximo a cada perfil de
respuesta. Se aplica a los voltamperogramas para asegurarse de que no
contengan hombros o dobles picos de altura superior a un determinado grado de

libertad, normalmente un 5% del valor maximo.

¢) Crecimiento/decrecimiento monotdénico: Se aplica a aquellos componentes
cuyos perfiles de concentracién sean crecientes o decrecientes desde su origen
hasta el final de la valoracion. Para asegurar la tendencia, se calcula para cada
punto la primera derivada mediante el método de Savitzky-Golay y se restringe
su signo. En caso de que un punto tenga la derivada de signo contrario al

anterior, se igualan sus valores.

d) Restriccion de forma: Se aplica a la matriz de voltamperogramas unitarios para
que estos se ajusten a una ecuacion paramétrica determinada que se optimiza en
cada nueva iteracion. Estas funciones de pico describen, como es natural, la
forma tipica de los voltamperogramas diferenciales sin basarse en pardmetros

electroquimicos, sino puramente numéricos [161].

e) Equilibrio quimico: Se basa en el ajuste de una serie de constantes de
complejacion a los perfiles de concentracion que son obtenidos sucesivamente
mediante ALS. La aplicacién de esta restriccion si requiere la presunciéon de un
posible modelo de complejacion como, por ejemplo, el nimero y la
estequiometria de los complejos que se forman, asi como la estimacién inicial

del valor de sus constantes de complejacion [162].

f) Sistema cerrado: Es la aplicaciéon de un balance de materia, por lo que se
necesita que todas las especies existentes sean detectables mediante la técnica de
estudio. En voltamperometria, esto significa que todas las especies que
contienen un determinado analito (M y/o L) son electroactivas, y que la suma de

sus concentraciones en cada paso de la valoracién es constante.

g) Selectividad: Esta relacionada con la estructura interna de los datos y no con la
naturaleza quimica del sistema. Esta restriccion hace referencia a aquellas zonas
de las matrices C o V' donde s6lo un componente estd presente como, por

ejemplo, el principio de una valoracion.

Estas restricciones son muy importantes en el proceso iterativo para encontrar la

solucién correcta, por lo cual su aplicacién debe ser siempre prudente y valida.
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6.3. Metodologias MCR para el tratamiento de datos no

lineales

El MCR-ALS esta condicionado a la linealidad de los datos. No obstante, la
complejidad de la naturaleza de los datos voltamperométricos, la cinética de las
reacciones electroquimicas y la ventana de tiempo de la medida son algunos de los
factores que pueden afectar dramdticamente dicha linealidad. La cinética de las
reacciones electroquimicas puede modificarse por el pH y la fuerza i6nica. Ademds los
cambios durante los procesos de reduccién de las especies pueden conducir a un cambio
en el potencial y ademds a un ensanchamiento de las sefiales, y por lo tanto, a una
pérdida de linealidad, la cual se traduce en un aumento de la falta de ajuste (lof, lack of
fit) y del nimero de componentes necesarios para explicar el comportamiento del
sistema.

Estos comportamientos no lineales dificultan o imposibilitan la aplicaciéon del MCR-

ALS y la correcta resolucion de los datos.

Para solventar estos tipos de problemas se desarroll6 en el grupo de investigacioén un
programa, denominando shiftfit [163,164], que permite corregir los desplazamientos de
potencial y de esta manera obtener una matriz de datos lineales para la posterior

aplicacion de la metodologia MCR-ALS.

Posteriormente al shiftfit se desarrollo el pHfit [165]. Esta metodologia permite el
tratamiento mediante resolucién de curvas multivariante (MCR) de datos
voltamperométricos no lineales, correspondientes a valoraciones de mezclas metal-
ligando en funcién del pH cuyas sefales se desplazan progresivamente en el eje de

potencial debido a la evolucién de los complejos con el pH.

En los casos donde la pérdida de linealidad de los datos es muy pronunciada como para
no poder aplicar directamente MCR-ALS, los datos se podrian tratar con programas y
metodologias como shiftfit y pHfit si las sefiales al desplazarse mantienen su forma a lo
largo de todo el experimento. Pero en muchos casos los cambios en la forma o simetria
de las sefiales unitarias (tipicamente causados por una disminucién progresiva de la
reversibilidad electroquimica) provocan un aumento dramético de la no linealidad, que
no puede ser tratada ni por shiftfit, ni pHfit. Por lo cual, el grupo de electroandlisis
desarroll6 el algoritmo GPA [166], el cual se basa en el ajuste paramétrico de sefiales

(PSF, Parametric signal fitting) a través de funciones que puedan reproducir la forma
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de éstas. Este método ajusta dos funciones gaussianas, una a cada lado de la sefial, y sus
pardmetros se optimizan por minimos cuadrados. Estos pardmetros determinan no sélo
la altura y la posicion de las sefiales (como en los algoritmos anteriores), sino también la
anchura a media altura a ambos lados. Este doble ajuste de la sefial permite solucionar
anticipadamente la aparicion de picos asimétricos. Es importante sefalar que, a
diferencia de shiftfit y pHfit, el uso de funciones gaussianas restringe la aplicacion del

GPA alas senales en forma de pico.

El GPA fue aplicado al estudio de complejacién Cd(II)-ligando, sin embargo el método

no brind6 informacién precisa sobre el sistema.
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lll. EXPERIMENTAL

7. Instrumentacion y reactivos

7.1. Instrumentacion

Los estudios voltamperométricos se llevaron a cabo utilizando diferentes electrodos de
trabajo de bismuto o antimonio modificando electrodos serigrafiados de carbono SPCEs
via in-situ o ex-situ, o utilizando electrodos serigrafiados de 6xido de bismuto (III), y
electrodos obtenidos via sputtering de bismuto o antimonio, todos ellos de la casa
DropSens (Espaifia). En la Tabla 3 se detallan los diferentes tipos de electrodos
serigrafiados, el didmetro del electrodo de trabajo y la referencia comercial de cada uno

de ellos.

Tabla 3. Electrodos serigrafiados utilizados en las tesis.

Tipo de electrodos Referencia SPEs Diametro
(mm)

SPCE DRP-110 4

Bio,SPCE DRP-110BI 4

Bis,SPE DRP-BI10 4

Sbsputtered SPE DRP-SB10 4

Como electrodos de referencia y auxiliar se utilizaron electrodos externos y no los
incorporados en los dispositivos serigrafiados. Se utilizé un electrodo de referencia de
Ag/AgCI/KCI (3 mol L) y un electrodo auxiliar de platino (ambos de Metrohm, Suiza).
El equipo utilizado para las medidas fue un Autolab System PGSTATI12 (EcoChemie,
Holanda), conectado a un Stand Metrohm 663 VA (Metrohm, Suiza) y a un ordenador
con software GPES version 4.9 (EcoChemie, Holanda). Los electrodos serigrafiados se
conectaron al potenciostato a través de un cable flexible (DropSens, Espafia). Se us6 un
pH-metro Crison micro pH 2000 y un conductimetro Orion 120 conectado a una celda
conductimétrica 99-01-01(constante de celda 1,03 cm™) para las medidas de pH y

conductividad.
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Todas las medidas se llevaron a cabo en una celda de vidrio a temperatura ambiente (20
°C) en presencia de nitrogeno puro (Linde N50) para evitar la oxidacién de las especies

a estudiar. En la Figura 14 se muestra el equipo y los electrodos utilizados.

<)

Figura 14. Equipo y electrodos, a) Stand Metrohm 663VA; b) Autolab System PGSTAT12; c) Celda
electroquimica; d) SPE; e) Electrodo de referencia Ag/AgCIl/KCl (3 mol L'l); f) Electrodo auxiliar de
platino; y g) Electrodo multimodo de gotas de mercurio.

7.2, Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o suprapuro procedentes de las
casas comerciales Fluka, Merck o Panreac. Todas las disoluciones utilizadas se
prepararon a partir de los reactivos detallados en la Tabla 4 utilizando agua ultrapura

del equipo Milli-Q plus 185 system, marca Millipore.
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Tabla 4. Reactivos quimicos utilizados.

Instrumentacion y reactivos

Nombre Formula Marca
Acetato de sodio trihidratado C,H30,Na.3H,0 Merck
Acido acético C,H,0, al 100% Merck
Acido clorhidrico HCI Merck
Acido maleico C,H,0, Fluka
Acido nitrico HNO; al 65% Merck
Cloruro de potasio KCl Merck
Glutation (y-Glu-Cys-Gly) (GSH) Merck
Hidréxido de potasio KOH Merck
Hidréxido de sodio NaOH Merck
Material de referencia@certificado Sigma -Aldrich
agua subterrdanea BCR 610
Nitrato de cadmio tetrahidratado Cd(NOs),. 4H,0 Merck
Nitrato de cobre trihidratado Cu(NO3),: 3H,0
Nitrato de plomo tetrahidratado Pb(NOs),. 4H,0 Merck
Nitrato de potasio KNO3 Merck
Patrén de Bi (Ill) 1000 mg L™ Estandar de Bi para AAS Fluka
(5% HNO3)
Patrén de Sb (I11) 1000 mg L™ Sb,0; en HCl (2 mol L) Merck
) . . -Glu- -Gl 9
PC,, fitoquelatina de dos unidades (v-Glu-Cys),-Gly 35% Genosphere

Sal disddica del EDTA

Tris (hidroximetil) aminometano

de pureza

C10H14N;Na,0g. 2H,0

H,NC(CH,0H);

biotechnologies

Merck

Merck
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8. Procedimientos experimentales

8.1. Preparacion de los electrodos serigrafiados de bismuto

y antimonio

Para los estudios realizados con BiSPEs se utilizaron cuatro electrodos diferentes: i) in-
situ BiSPCE; ii) ex-situ BiSPCE; iii) Bio,SPCE; y iv) Biy,SPE y para el estudio
realizado con los SbSPE se utilizaron tres tipos de electrodos: i) in-situ SbSPCE; ii) ex-
situ SbSPCE; y iii) Sbsputerea SPE. Alguno de estos electrodos necesita un paso de
preparacion previo a las medidas experimentales como es el caso de los electrodos
preparados ex-situ y el de los preparados a partir de un precursor. A continuacién se

detalla la preparacion de cada uno de ellos.

1. Ex-situ BiSPCE
Los electrodos SPCE, de referencia y auxiliar se conectan al stand y se
sumergen en una disolucién amortiguadora de 0,1 mol L de acético/acetato pH
4,5 que contiene 100 ppm de Bi(Ill); tras desoxigenar la disolucién durante 600
s, se aplica un potencial de deposicién de -0,80 V durante 300 s, con agitacioén
de 500 rpm y posteriormente se aplica un tiempo de equilibrio de 20 s sin
agitacion. Una vez formada la pelicula de bismuto, se lavan cuidadosamente los
electrodos con agua milli-Q y la disoluciéon de Bi(Ill) se reemplaza por la

disolucién problema.

2. Activacion del Big,SPCE
Este electrodo se obtiene comercialmente y tiene una capa de 6xido de bismuto
(III) sobre un sustrato de carbono, por lo que necesita de una etapa de activacion
antes de ser utilizado. Esta etapa de activacion consiste en reducir el 6xido de

bismuto (III) a bismuto metélico de acuerdo con la siguiente reaccion.

Bi,05(s) + 3H,0 + 6e” — 2Bi(s) + 60H (ec. 5)

Para la activacion el electrodo se conecta al potenciostato a través del cable

flexible y se coloca una gota (50 uL) de KOH 0,1 mol L™ sobre el conjunto de
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70

3.

S.

electrodos serigrafiados. La reduccion electroquimica tiene lugar al aplicar un
potencial de -1,2 V durante 600 s. Una vez activado el electrodo, éste se lava
cuidadosamente con agua y se introduce en la celda que contiene la disolucién
problema. Hay que indicar que en el proceso de activacion se utilizan los tres

electrodos del dispositivo.

In-situ BiSPCE

No necesita una preparaciéon previa de la pelicula, ésta se forma por
codepositacion de Bi(IIl) con los metales de interés en el momento de la medida
voltamperométrica por ASV. Por lo que la modificacion in-situ de un electrodo
SPCE, consiste en adicionar directamente 0,4 ppm de Bi(Ill) a la celda que
contiene la muestra con los metales de interés en una disolucién amortiguadora
0,1 mol L de acético/acetato de pH 4.5 en la que se afiade KNO;3; 0,1 mol L!
como electrolito soporte. El electrodo de trabajo SPCE, el de referencia y el
auxiliar se introducen en la disolucidn, y tras su desoxigenacion se aplica, en el
caso de las determinaciones llevadas a cabo en esta tesis, un potencial de
deposicion de -1,25 V durante 300 s con agitacion a 500 rpm y un tiempo de
equilibrio de 30 s. Seguidamente, se registra la curva voltamperométrica al
aplicar un barrido de impulsos diferencial con una amplitud de impulso de 0,50

mV y una duracion del mismo de 40 ms.

Bi,,SPE
Este dispositivo se obtiene comercialmente y no necesita ninguna preparacion

antes de ser utilizado.

Ex-situ SbSPCE

El procedimiento es similar al del dispositivo de bismuto y consiste en introducir
los tres electrodos, el de trabajo (SPCE), el de referencia y el auxiliar en la celda
que contiene la disolucién amortiguadora de 0,2 mol L de acético/acetato de
pH 4,5 que contiene 50 ppm de Sb(III). Tras desoxigenar la disoluciéon durante
600 s, se aplica un potencial de deposicion de -0,5 V durante 180 s, con
agitacion de 1000 rpm y posteriormente se aplica un tiempo de equilibrio de 20 s

sin agitacion. Una vez formada la pelicula de antimonio, los electrodos se lavan



6.

Procedimientos experimentales

con agua milli-Q, y la celda se sustituye por la celda de medida que contiene la

muestra con los analitos de interés.

In-situ SbSPCE

El procedimiento a seguir es similar al descrito para el electrodo in-situ BiSPCE;
en este caso se adicionan 0,5 ppm de Sb(III) a la celda de medida que contiene la
disolucién con los metales de interés, la disolucién amortiguadora 0,01 mol Lt
de acético/acetato de pH 4,5 y el electrolito soporte KNO3 0,01 mol L. Los tres
electrodos, el de trabajo SPCE, el de referencia y el auxiliar se introducen en la
disolucioén y tras su desoxigenacion se aplica, en el caso de las determinaciones
llevadas a cabo en esta tesis, dos potenciales de deposicién uno de -0,7 V y otro
de -1.2 V durante 120 s con agitacion a 1000 rpm, un tiempo de equilibrio de 30
s, y finalmente se registra la curva voltamperométrica aplicando un barrido de
potencial de impulsos diferencial con impulsos de amplitud 50 mV y 40 ms de
duracion. Con estos dispositivos se debe realizar una etapa de pretratamiento
antes de cada medida aplicando, a un potencial de +0,25 V durante 30 s para

eliminar impurezas o especies no deseadas en la superficie.

SbSputtered SPE
Este dispositivo se obtiene comercialmente y no necesita ninguna preparacion

antes de ser utilizado.

En esta tesis se realizaron tres estudios con los BiSPEs, en dos de ellos se aplicaron los
dispositivos a la determinaciéon de Pb(I) y Cd(I) en un material de referencia que
correspondia a aguas subterrdneas y en aguas de pozo de El Salvador. En el otro estudio
(Trabajo 3, Talanta 107 (2013) 356-360) se utilizé un ex-situ BiSPCE y se considero la
complejacion de los sistemas Cd-GSH y Cd-PC,

En los estudios de determinaciéon de Pb(Il) y Cd(II) se comenzé poniendo a punto la
metodologia, optimizando los pardmetros analiticos (el potencial de deposicién (Eg) y el
tiempo de deposicion (tq)) que influyen en la determinacion de los metales, asi como los

medios de medida méas adecuados.
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Los pardmetros y condiciones 6ptimas utilizadas en el Trabajo 1 (Talanta 119 (2014)

348-352) y el Trabajo 2 (Electroanalysis 2014, 26, 2168 — 2172) se detallan en la Tabla

5 y en la Tabla 6. Se aplica un potencial de deposicién durante un tiempo agitando la

disolucién, seguido de un tiempo de equilibrio de 30 s. Al inicio, se realizan medidas de

la disoluciéon que contiene el electrolito soporte y la correspondiente disolucién

amortiguadora, para fijar el blanco.

A continuacion se detalla el procedimiento experimental llevado a cabo para cada uno

de los estudios.

Tabla 5. Parametros y condiciones de medida utilizando electrodos BiSPE.

Potencial de Tiempo de - . ..
BiSPEs s s Fuerza idnica Disolucién
deposicion deposicion 1 . pH
(mol L) amortiguadora
(V) (s)
. . 0,1 mol L' de
In-situ BiSPCE -1,25 300 0,1 KNO; L. 4,5
acético/acetato
. 0,1 mol L' de
Big,SPCE -1,25 45 0,1 KNO; L. 4,5
acético/acetato
- 0,01 mol L™ de
Ex-situ BiSPCE -1,20 120 0,1 KNO; . 6,0
maleico/maleato
. 0,01 mol L de
BixSPE -1,30 360 0,1 KNO; 6,0

maleico/maleato

Tabla 6. Parametros
de pozos

y condiciones de medida utilizados en la determinacién de Pb(Il) y Cd(ll) en aguas

Potencial de Tiempo de . s
sl .. - Disolucién
Electrodo deposicion deposicion Fuerza idnica . pH
amortiguadora
\' S
-1 -1
HMDE 12 120 0,01 mol L 0,01 mol L~ de 60
KNO; maleico/maleato
0,01 mol L™ 0,01 mol L™ de
Bi E -1,2 ! !
IspSP ! 360 KNO, maleico/maleato 6,0
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8.2. Electrodo de bismuto sputfered como otra alternativa de
modificacion de electrodos de bismuto en la
determinacion de iones cadmio y plomo en aguas

subterraneas

En este estudio los electrodos in-situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE, Bi,SPE y Bis,SPE se
compararon analitica y microscépicamente como electrodos de trabajo, para la
determinacién simultinea de Pb(Il) y Cd(II) mediante DPASV. A continuacién se
aplicaron a la determinaciéon de Pb(Il) y Cd(I) en una muestra de agua subterrdnea
(material de referencia certificado BCR®-610), como ejemplo de su aplicabilidad para el

andlisis en muestras ambientales de metales pesados a niveles de traza.

Una vez establecida la metodologia, se procedié a realizar las curvas de calibracién de
datos, empleando las condiciones de medida previamente optimizadas (Tabla 5). A
partir de las cuales se establecieron los limites de deteccion (LOD), los limites de
cuantificacion (LOQ) y los intervalos de linealidad. A continuacion, se aplico la
metodologia al andlisis del material de referencia (agua subterrdnea) aplicando las
mismas condiciones de la Tabla 5. La determinacién de los iones Cd** y Pb** se 1llevé a
cabo por el método de adicion estdndar. Se coloca en la celda un volumen conocido de
la muestra de agua subterrdanea y de disolucion amortiguadora ajustando el pH al valor
correspondiente, se purga con nitrégeno durante 15 minutos para desoxigenar la
disolucién y se registra la medida, posteriormente se adicionan cinco alicuotas de
disolucion patrén de Pb(II) y Cd(Il) y se construye la correspondiente curva. Se purgd y
agito la disolucion durante 1 min después de cada adicion de patron. Para prevenir los
cambios de fuerza iénica la disolucién de patrones de los metales contenia 0,1 mol L™
de KNOs. Las disoluciones patrén de Pb(Il) y Cd(II) se preparan a diario a partir de

disoluciones patréon mas concentradas.

8.3. Estudio de la determinacion de los iones Pb(Il) y Cd(ll)

en agua de pozos usando un Bi.,.SPE

En este estudio se utiliz6 el Big,SPE como electrodo de trabajo para la determinacion
simultdnea de Pb(Il) y Cd(II) mediante DPASV en muestras de agua de pozo recogidas

en un drea contaminada de El Salvador. Los resultados se compararon con los obtenidos
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utilizando un HMDE para ver si el Bis,SPE podia ser una buena alternativa al electrodo

de mercurio.

Una vez establecida la metodologia (Tabla 6) se procedié a realizar las curvas de
calibrado de datos. La cuantificacién de los metales en las aguas de pozos, se realizd
por el método de la adicion estandar disponiendo en la celda un volumen conocido de la
muestra, de la disolucién amortiguadora de maleico/maleato y de KNOs3; después de
desoxigenar con nitrégeno durante 15 min, se llevan a cabo las medidas utilizando los

electrodos Big,SPE y el HMDE.

Para la determinacién de los metales se adicionaron cinco alicuotas de disolucion patrén
de Pb(l) y Cd(Il) y se procedi6 a realizar las medidas voltamperométricas. La
disolucién se purgd con nitrégeno y se agitdé mecdnicamente durante 1 min después de

cada adicidn.

8.4. Estudio de complejacion utilizando un electrodo

serigrafiado de carbono modificado con bismuto

Para los estudios de complejacion se utilizo el ex-situ BiSPCE preparado en las

condiciones ya descritas.

Para este estudio se realizaron valoraciones directas e inversas. La valoracion directa
consiste en adicionar una disolucién de ligando, ya sea GSH o PC; a una disolucion de
metal. En la inversa, la valoracidon se realiza adicionando el metal a una disolucidén de

ligando, ya sea GSH o PC,.

Sistema cadmio-ligando (valoracion directa)

En el caso del GSH se realizaron valoraciones voltamperométricas del Cd(II) con este
ligando. El procedimiento consistié en colocar en la celda 20 mL de disolucién de
Cd(IT) de 1,0x10” mol L' en una disolucién amortiguadora TRIS /HCI de pH 7,5 que
contiene KNO; de 0,1 mol L™, El estudio se llevé a cabo a pH 7,5y 8,5y se vio que el
pH mds apropiado para este estudio era el de 7,5. Mientras que, en el caso de las
valoraciones voltamperométricas del Cd(II) con PC, el pH mads apropiado fue 8,5. Para
la primera medida (Gnicamente el metal) se procedi6 como en el caso del GSH.

Posteriormente, en ambos casos, una vez la muestra es desoxigenada con nitrogeno
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durante 20 min se realiza la medida por DPV, se registra y se guarda el
voltamperograma resultante. Seguidamente, se comienzan las adiciones de alicuotas de
la solucién de ligando conteniendo 4x10™ mol L™ de ligando (GSH o PC,), después de
purgar la disolucién durante 1 min, se realizan las medidas por DPV, se registran y se
guardan los voltamperogramas después de cada adicién. Las valoraciones directas de
ambos sistemas Cd(I)-GSH y Cd(II)-PC,, se llevaron a cabo hasta un ratio
ligando:Cd2+ de 3:1 para ambos ligandos.

Sistema ligando-cadmio (valoracion inversa)

En el caso de la valoraciones inversas se procedié de una manera similar al caso anterior

pero ahora lo que se hace es adicionar metal a una disolucién de ligando

Se llevan a cabo las valoraciones voltamperométricas de 20 mL de disoluciéon del
ligando 1x10° mol L™, ya sea de GSH o PC, y se adicionan sucesivamente alicuotas de
una disolucién de Cd(II) 4x10* mol L, y después de cada adicién se realizan las
medidas por DPV siguiendo el mismo procedimiento que en la valoracién directa. Las
valoraciones inversas se llevaron a cabo hasta un ratio de Cd(Il): ligando de 2,25:1 para

los dos ligandos.

Tabla 7. Tipos de valoraciones voltamperométricas, condiciones de medidas, e intervalos de
concentraciones de ligando y metal.

Tipo de Sistemas pH Concentraciones Concentracion
valoracién ligando (mol L) cd(i1) (mol L)
Inversa Cd**/GSH 7,5 1,0x10° 0-2,1x107
Inversa cd**/pPC, 8,5 1,0x10” 0-2,1x10"
Directa GSH/cd** 7,5 0-2,8x107 1,0x10°
Directa PCZ/Cd2+ 8,5 0-2,8x10-5 1,0 x 10”

En la Tabla 7 se presentan las valoraciones realizadas para cada sistema, las

concentraciones y las condiciones.

Los voltamperogramas obtenidos en las valoraciones voltamperométricas fueron

suavizados, se les corrigié la linea base y fueron convertidos a matrices utilizando
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Matlab [167]. Los datos fueron tratados por MCR-ALS y GPA. Selecciondndose como

el método quimiométrico mds apropiado en este estudio el MCR-ALS.

76



IV

Resultados y discussion






IV. RESULTADOS Y DISCUSION

9. Presentacion de resultados de la aplicacion de electrodos
serigrafiados de bismuto en la determinacion de metales

pesados en muestras naturales y en estudios de complejacion

Las investigaciones llevadas a cabo con electrodos serigrafiados de bismuto (BiSPEs)
tanto en los estudios de determinacion de metales pesados como el plomo y el cadmio
como en los estudios de complejacion utilizando técnicas voltamperométricas han
permitido la publicacién de tres articulos. Estos estudios estdn lo suficientemente
relacionados como para poderlos agrupar en un unico capitulo. Su vinculo es la

utilizacion de un electrodo serigrafiado de bismuto.

En el primer articulo (Trabajo 1, Talanta 119 (2014) 348) se ha realizado un estudio
comparativo utilizando como electrodos de trabajo diferentes BiSPEs para la
determinacién de Pb(Il) y Cd(Il) en un agua subterrdnea (material de referencia
certificado) mediante DPASV. Los BiSPEs utilizados fueron i) in-situ BiSPCE,; ii) ex-
situ BiSPCE; ii) BioxSPCE; y iv) Bigp,SPE. Los dos primeros dispositivos fueron
obtenidos modificando los SPCE mediante métodos de electrodeposicion in-situ y ex-
situ respectivamente. El tercero es un electrodo de bismuto obtenido comercialmente, el
cual contiene un precursor metélico (en este caso Bi,03) y el cuarto electrodo preparado

mediante la técnica de sputtering también se obtuvo comercialmente.

En este estudio se optimizaron, en primer lugar, los pardmetros electroquimicos como el
potencial de deposicidn, y el tiempo de deposicidn, y se seleccionaron los medios mas
apropiados para la realizacion de las medidas con cada uno de los electrodos.
Seguidamente, se establecio el intervalo de linealidad, asi como los limites de deteccion
y cuantificacion. Una vez realizados estos estudios se pasé a la cuantificacion de los
metales en una muestra de agua certificada (BCR®-6IO) mediante el método de
calibraciéon de adiciéon estdndar, como un ejemplo de la aplicabilidad de estos
dispositivos para la determinacion de metales pesados a nivel traza en muestras

ambientales. Para completar este estudio se realizé la caracterizacién microscopica de
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los diferentes BiSPEs, mediante un microscopio electrénico de barrido efecto campo

(FESEM).

En el segundo articulo (Trabajo 2, Electroanalysis 26 (2014) 2168) se realiz6 un estudio
comparativo entre el Bi,,SPE y el HMDE en la determinacién de Pb(II) y Cd(I) en
aguas de pozos procedentes de una zona contaminada con plomo, ubicada en el cantén
Sitio del Nifio en el departamento de La Libertad en El Salvador. La contaminacién con
plomo y otros metales pesados en Sitio del Nifio, se debe a que en esta zona funcion6
durante varios afios (aproximadamente entre 1994-2007) una fabrica de baterias de
coches. En este articulo se llevé a cabo el estudio de la aplicabilidad del Biy,SPE en la
determinacién de metales pesados en muestras de aguas de pozos de esta zona
contaminada. Al igual que en el articulo anterior se optimizaron los pardmetros
electroquimicos, se establecid el intervalo de linealidad, los limites de deteccion y
cuantificacion. Posteriormente se procedié a la cuantificacion de los metales en tres
muestras de aguas de pozos. Para validar los resultados las medidas se realizaron

también por ASV con un HMDE.

El tercer articulo (Trabajo 3, Talanta 107 (2013) 356) es un estudio de la aplicabilidad
del electrodo de bismuto preparado via ex-situ en estudios de complejacion de metales
con moléculas de interés bioldgico y medioambiental por DPV, ya que en estudios
previos del grupo de investigacion se habian considerado los BiFEs como alternativa a

los electrodos de mercurio ampliamente estudiados.

Las moléculas consideradas fueron el glutation (GSH) y la fitoquelatina de dos unidades
(PC,), ambas de interés medioambiental por su capacidad de incorporar metales
pesados. Los primeros experimentos de este estudio estuvieron orientados a seleccionar
los medios de pH mas apropiados para estos sistemas Cd(II)-GSH o Cd(I)-PC,. Se
estudio el sistema Cd(II)-GSH, utilizando una solucién amortiguadora de pH 7,5 y 8,5.
Se realizaron dos tipos de valoraciones voltamperométricas, la primera en la que se
adicionan cantidades crecientes de ligando a una solucién de metal (sistema GSH/Cd*,
valoracion directa) y la segunda donde se adiciona metal a una disolucion de ligando
(sistema Cd**/GSH, valoracién inversa). Los resultados de las valoraciones
voltamperométricas ordenados en forma matricial fueron tratados por técnicas
quimiométricas como el MCR-ALS y GPA. Posteriormente, experimentos andlogos

fueron llevados a cabo para el sistema Cd(II)-PC,.
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En los tres trabajos llevados a cabo en este capitulo se pretende valorar las posibilidades
de los diferentes electrodos serigrafiados modificados con bismuto, su capacidad para la
determinacién de metales pesados a nivel traza y la posibilidad de su utilizacién en

estudios de complejacion.
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A commercially available sputtered bismuth screen-printed electrode (Biy,SPE) has been pioneeringly
applied for the simultaneous determination of Cd(II) and Pb(Il) ions in a certified groundwater sample by
means of differential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV) as an alternative to more conventional
bismuth screen-printed carbon electrodes (BiSPCEs). Bis,SPEs can be used for a large set of measure-
ments without any previous plating or activation. The obtained detection and quantification limits
suggest that Bis,SPEs produce a better analytical performance as compared to In-situ BiSPCE for Ph(Il)
and Cd(Il) determination, but also to Ex-situ BiSPCE for Cd(Il) determination. The results confirm the
applicability of these devices for the determination of low level concentrations of these metal ions in
natural samples with very high reproducibility (0.7% and 2.5% for Pb(II) and Cd(II) respectively), and good
trueness (0.3% and 2.4% for Pb(Il) and Cd(II) respectively).

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays a recognized method for the fabrication of sensors
and biosensors for the determination of metal ions in industrial,
environmental and biomedical applications is based on the screen-
printing technology which permits production of numerous
highly-reproducible single-use screen-printed electrodes (SPEs) [1].
SPEs usually include working, counter and reference electrodes
printed on the same holding. Its accessibility, low cost character,
miniaturized size, and the possibility of connection to portable
instrumentation make these devices very suitable for on-site
determination of target analytes. Many research laboratories pos-
sess screen printing machines and they have developed prototype
devices from commercial or self-made inks and applied them to a
wide variety of application samples [1-3]. Nowadays, different
types of SPE can also be commercially purchased from different
electrochemical firms (e.g., Dropsens, PalmSens Electrochemical
Sensor Interface, Pine Research Instrumentation, eDAQ, Metrohm,
Micrux Technologies, etc.).

In the last decade bismuth-based electrodes have become a
valuable alternative to mercury electrodes for the analysis of traces
of heavy metals in environmental samples [4-6]. Particularly,
Bi-coated screen-printed electrodes (BiSPEs) have been gaining
advantage over the more conventional Bi-film electrodes (BiFEs) and
have been widely used for analytical purposes [7]. The screen-printed

* Corresponding author. Tel.: +34 93 402 15 45; fax: +3493 402 12 33.
E-mail address: cristina.arino@ub.edu (C. Ariiio).

0039-9140/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.11.032

three-electrode configuration is based in most cases on a carbon
working electrode, a carbon counter electrode, and a silver/silver
chloride reference electrode. Although, these BiSPE can be used as
working electrodes in a conventional electrochemical cell with
external counter and reference electrodes [8-11]. The method of
coating the substrate with bismuth has to be taken into consideration
in designing a Bi electrode [6,7]. Three general methods are well-
known: (i) Ex-situ plating or preplated method: the SPE is immersed
into a Bi(Ill) solution and, after the application of an appropriate
potential, Bi(Ill) ions are reduced to metallic Bi and electroplated on
the electrode surface. Then, the BiSPE is relocated in the sample
solution for measurements, (ii) In-situ plating method: Bi(lll) ions are
directly added to the sample solution and electrochemically depos-
ited on the electrode surface during the analysis, (iii) “Bulk” method:
the modification with Bi takes place during the SPE production and
lies in the preparation of a mixture between the graphite ink and
a determined amount of a bismuth precursor before the printing
procedure. Later, the bismuth precursor is electrochemically reduced
at a selected potential to metallic Bi [7,12]. An alternative method for
the fabrication of a BiSPE is based on the sputtering of the bismuth
on a silicon or ceramic substrate leading to a thick Bi film working
electrode. This approach simplifies the fabrication process since
neither the Bi(lll) plating solution nor a conductive substrate is
required. Moreover, these sputtered BiSPE are applicable to media
covering a wide pH range [13,14].

In the present work, sputtered BiSPEs (Bi,SPEs) were applied
for the first time for the simultaneous determination of Pb(Il) and
Cd(lI) ions in a certified groundwater sample, as an example of
their applicability for the analysis in environmental samples.
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Moreover, Bi,SPEs were microscopically and analytically com-
pared with In-situ, Ex-situ and Bi»Os-bulk BiSPCEs as working
electrodes.

2. Experimental
2.1. Chemicals

A standard Bi(lll) 1.000 g L~ ! atomic absorption standard solu-
tion was purchased from Fluka. Certificated reference material,
groundwater (BCR™-610) and potassium nitrate trace metals basis
were purchased from Sigma Aldrich. All other reagents used were
Merck and Fluka analytical grade. Daily standard solutions of Cd(Il)
and Pb(II) were prepared by appropriate dilution of stock solutions
1072 mol L™, prepared from Cd(NOs);-4H,0, Pb(NO3),-4H,0
respectively and standardized complexometrically. Maleic acid-
KOH buffer and acetic-acetate buffer solutions were used for pH
control and KNO3; 0.1 mol L~' was employed as supporting elec-
trolyte. Ultrapure water (Milli-Q plus 185 system, Millipore) was
used in all experiments.

2.2. Apparatus

Differential pulse anodic stripping voltammetric (DPASV) mea-
surements were performed on Bismuth Screen Printed Carbon
Electrodes (BiSPE) in an Autolab System PGSTAT12 (EcoChemie,
The Netherlands) attached to a Metrohm 663 VA Stand (Metrohm,
Switzerland) and a personal computer with GPES version 4.9 data
acquisition software (EcoChemie).

The reference electrode (to which all potentials are referred)
and the auxiliary electrode were Ag/AgCl/KCl (3 mol L~") and Pt
wire, respectively.

The working electrode was in all cases a BiSPE. Ex-situ and
In-situ BiSPCE were prepared from a commercial screen-printed
carbon disk electrode of 4 mm diameter (ref. 110, DS SPCE)
provided by DropSens (Spain). BiO3 bulk BiSPCE (BioxSPCE) was
obtained from the activation of a commercial bismuth oxide
screen-printed carbon disk electrode of 4 mm diameter (ref. 110Bi,
DS SPCE) provided by DropSens (Spain), and the Bis,SPE was a
sputtered thick film bismuth of 4 mm of diameter (ref. Bi10, DS SPE)
provided by DropSens (Spain).

All screen-printed electrodes were connected to the Autolab by
means of a flexible cable (ref. CAC, DropSens).

All measurements were carried out in a glass cell at room tem-
perature (20 °C) under a purified nitrogen atmosphere (Linde N50).

For In-situ BiSPCE and Bi,«SPCE a deposition potential (Eg4) of
—1.25 V was applied with stirring during a deposition time (ty) of
300s and 45 s respectively; a E5 of —1.20V during 120 s with
stirring was applied for Ex-situ BiSPCE; and a E; of — 1.30 V during
360 s was applied for BispSPE also with stirring of the solution. A
rest period (t.) of 30 s for all electrodes was maintained between
deposition and stripping step. Unless otherwise indicated, a pulse
time of 40 ms, step potential of 2 mV, and pulse amplitude of
50 mV were applied in the stripping step.

2.3. Experimental procedure

2.3.1. In-situ preparation of BiSPCE

For the bismuth In-situ modification of SPCE, 0.4 ppm Bi(lll) ions
are directly added to the sample solution and electrochemically
deposited with the target metal ion (lead and cadmium) on the
electrode surface during the analysis.
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2.3.2. Ex-situ preparation of BiSPCE

The SPCE, the reference, and the auxiliary electrodes were
connected to the stand and immersed into 20 mL of a 0.2 mol L~!
acetate buffer solution (pH 4.5) containing 100 ppm Bi(lIl). After
deaeration of the solution for 10 min, E;= —0.80 V was applied for
300 s with solution stirring, followed by a rest period (without
stirring) of 20 s. Once the bismuth film was deposited, all electro-
des were rinsed carefully with water and the Bi(lll) solution was
replaced in the cell by the one to be measured. This methodology
was previously tested showing a very high repetitivity and
reproducibility [11].

2.3.3. Activation of the Bi,,SPCE

Prior to be used the bismuth (Ill) oxide of the commercial
screen-printed electrode has to be reduced to metallic bismuth
following the reaction:

Bi;03(s)+3H,0+6e~ — 2Bi(s)+60H "~ (1)

Therefore, the commercial device is connected to the Autolab by
means of the flexible cable, and a drop of KOH 0.1 mol L= (50 uL)
is put over the electrodic surface. The electrochemical reduction
takes place by applying a potential of —1.2 V for 600 s.

2.34. Procedure

Before each set of measurements, the whole electrochemical
cell including KNO3 supporting electrolyte and maleic/maleate or
acetic/acetate buffer solution was analyzed for traces of metals
using DPASV on the corresponding BiSPE.

The linear calibration plots for the simultaneous determination
of Pb(Il) and Cd(II) on different BiSPE were obtained from DPASV
measurements at pH 4.5 acetic/acetate buffer and 0.1 molL ™'
ionic strength for In-situ BiSPCE and Bi,SPCE, and at pH
6.0 maleic/maleate buffer and 0.1 molL~' ionic strength for
Ex-situ BiSPCE and Bi,,SPE, increasing concentrations of Pb(II)
and Cd(lI).

In the analysis of the certified groundwater sample, voltam-
metric analysis started by placing in the cell a volume of the
groundwater sample (BCR610) and 0.1 mol L' acetic/acetate
buffer (pH 4.5) for In-situ BiSPCE and BioSPCE, and 0.01 mol L'
maleic/maleate buffer (pH 6.0) for Ex-situ BiSPCE and BispSPE.
Then, the sample was deaerated with pure nitrogen for 15 min to
avoid the effect of oxygen in voltammetric measurements, and the
groundwater sample scan was recorded. In the case of calibration
by standard addition, five aliquots of Pb(Il) and Cd(Il) standard
solution were further added and the respective curves were
recorded. All solutions were deaerated and mechanically stirred
for 1 min after each standard addition. In order to prevent changes
in ionic strength and pH, the solutions to be added contained
0.1 mol L~ KNOs.

3. Results and discussion
3.1. Morphological surface characterization: SEM analysis

The surface morphology characterization was carried out by a
Scanning Electron Microscope JSM 7100FE from JEOL (Japan). Fig. 1
compares the SEM images obtained at 10,000 x magnifications of
a bare SPCE and the different BiSPEs. The scanning electron
micrograph of a typical bare (commercial) SPCE (Fig. 1a) exhibits
a uniform carbon surface in comparison with the BiSPE surfaces
(Fig. 1b-f). Fig. 1b and c corresponds to SEM images of In-situ
BiSPCE and Ex-situ BiSPCE respectively, in which the deposited Bi
can be observed (especially in Ex-situ BiSPCE approach). Never-
theless, in both In-situ BiSPCE and Ex-situ BiSPCE the Bi-film
formed by firmly fixed Bi does not cover the entire carbon surface.
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Fig. 1. Scanning electron micrographs: (a) commercial screen-printed carbon electrode (SPCE); (b) bismuth film coated In-situ on a commercial SPCE; (c) bismuth film
coated Ex-situ on a commercial SPCE; (d) commercial bismuth oxide screen-printed carbon electrode before and (e) after electrochemical reduction at — 1.2V for 600 s in a
0.1 mol L~" KOH solution; and (f) commercial bismuth sputtered screen-printed electrode. Resolution of 1 um, magnification of 10,000 x and accelerating potential of

15.0 kV were used.

Surface morphologies of Bin,SPCE before and after the electro-
chemical reduction of the precursor are illustrated in Fig. 1d and e
respectively. Before the electrochemical reduction Bi,O5 particles
were uniformly distributed throughout the electrode surface, and
were successfully changed to Bi after electrochemical reduction
following reaction (1), resulting in a reasonably uniform Bi film
slightly different to that observed for In-situ BiSPCE and Ex-situ
BiSPCE. The surface morphology of Bis,SPE was the most different
from the rest of BiSPE as it can be seen in its scanning electron
micrograph (Fig. 1f). The main differences are that the substrate of
this electrode is ceramic instead of carbon and that Bi was
sputtered directly on it, showing a rough surface with a granular
structure due to the Bi deposited on the electrode surface.

The comparison of the scanning electron micrographs makes
evident the different surface morphologies of the different BiSPEs,
which could certainly affect their electroanalytical performance.

3.2. Calibration data

Calibration data for the simultaneous determination of Cd(II)
and Pb(Il) ions on In-situ BiSPCE, Ex-situ BiSPCE, BipxSPCE, and
Bi,,SPE by stripping voltammetry (DPASV) are summarized in
Table 1. The lowest value of the linear concentration range was
established from the corresponding limit of quantification (LOQ).
The LOQ was calculated as 10 times the standard deviation of the
intercept over the slope of the calibration curve of the target ions.
LOD was evaluated by considering three times the previous
relation. For LOD and LOQ determinations, ten standard concen-
trations of Cd(II) and Pb(II) were used as calibration samples. Well
defined peaks for Pb(ll) and Cd(Il) were obtained for In-situ
BiSPCE, Ex-situ BiSPCE, and Big,SPE approaches, whereas for
BioxSPCE approach a stripping peak for Pb(Il) and Cd(II) was
observed at low concentrations, but after increasing the Pb(II)
and Cd(Il) concentrations the Cd(Il) signal splits in two over-
lapping peaks. This Cd(II) behavior was previously observed with
a conventional Ex-situ Bi film electrode (BiFE) [15]. A possible
explanation of this behavior could be related with the accumulation

step in which two different association mechanisms could be
implied, one with the formed bismuth and another with the base
electrode surface. In agreement with this preceding work [ 15], the
total area of the voltammograms can be considered. Then an
excellent linear response of the peak area versus both Cd(Il) and
Pb(Il) concentrations is obtained for all BiSPE types. As shown in
Table 1, the obtained LOQ are in all cases around or slightly lower
than the LOQ reported for Ex-situ BiSPCE, In-situ BiSPCE, and
BioxSPCE in a recent review [7]. For BispSPE no previous LOQ data
for Cd(Il) and Pb(Il) are available in the literature. Regarding LOD
values, the BiSPE obtained using the In-situ approach was the one
with the highest LOD for both Cd(Il) and Pb(Il) determination; while
the lowest LODs were provided by Big,SPCE and Big,SPE for Cd(II),
and Ex-situ BiSPCE for Pb(ll), although it was not significantly
different from that obtained with BioxSPCE and BispSPE. In compar-
ison with previous studies (and Tables 1 and 2 in [7]), the Cd(Il) and
Pb(II) LODs obtained in this work for In-situ and Ex-situ approaches
are relatively lower than those previously reported [10,16-25].
Regarding BigxSPCE, the LOD values are significantly lower than
those shown in literature (Table 3 in [7]) for both Cd(lIl)
[12,20,26,27] and Pb(ll) [12,19,20,26,27]. Despite there are no
studies reported in the literature about the use of Biy,SPE for Cd
(I1) and Pb(Il) determination, the obtained calibration data suggest
that Bis,SPE could be a good alternative for the determination of
trace level concentrations of Pb(Il) and Cd(Il) in natural samples,
with the additional advantage that is commercially available and
does not need any previous treatment.

3.3. Application to the analysis of groundwater samples

A groundwater certified reference material (BCR-610) was
selected to study the applicability of Bis,SPE for the determination
of Cd(II) and Pb(II), and to compare its analytical performance with
In-situ, Ex-situ and Bip,SPCE. Pb(II) and Cd(Il) ions were deter-
mined by means of the standard addition method. Then, voltam-
metric stripping measurements following the aforementioned
conditions were carried out including the additions of Pb(II) and
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Table 1

Calibration data for the simultaneous determination of Pb(II) and Cd(II) on different bismuth screen-printed electrodes at pH 4.5 and 0.1 mol L~ " ionic strength for In-situ
BiSPCE and Bip,SPCE, and at pH 6.0 and 0.1 mol L' ionic strength for Ex-situ BiSPCE and Bi,,SPE.

Electrode Ph(II) cd(m)
Regression R Linear range (pgL ')* LOD (pgL ')  Regression R Linear range (pgL ') *  LOD (pgL ')
In-situ BiSPCE y=717x+11.27 0.9998 0.83-233 0.25 y=6.62x+2.14 0.9991 1.35-14.5 0.40
Ex-situ BiSPCE = y=3.53x+4.33 0.9999 0.48-19.6 0.14 y=2.78x—3.30 0.9998 0.80-17.2 0.24
BioxSPCE y=541x+29.59 0.9998 0.52-12.0 0.16 y=3152x-7.12 0.9999 0.33-9.0 0.10
Bis,SPE y=3.03x+047 0.9998 0.53-19.8 0.16 y=0.78x+0.18 0.9999 0.33-123 0.10
2 The lowest value of the linear range was considered from the LOQ.
a b
Rip,=0.997 1/pA 5
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1.3 =
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Fig. 2. (a) DPASV measurements in groundwater samples on In-situ BiSPCE at pH
4.5 acetic/acetate buffer and 0.1 mol L~ ionic strength using a Eq of —1.25 V during
atyof 3005 and t, of 30 s; and (b) standard addition plot for the determination of
Cd(I) and Pb(II).

Cd(II). It should be considered that for In-situ SPCE, Ex-situ SPCE
and BispSPE approaches, the same BiSPE device was used for the
DPASV measurements of a complete replicate, whereas for
BioxSPCE a new device was required for each DPASV measurement.
Figs. 2a, 3a, 4a and 5a, show representative DP voltammograms
obtained in the analysis of the groundwater samples using In-situ
BiSPCE, Ex-situ BiSPCE, Bio,SPCE, and Biy,SPE, respectively. The
selected deposition potential and deposition time were optimized
for each BiSPE (data not shown), being for In-situ BiSPCE —1.25V
and 300s, Ex-situ BiSPCE —1.20V and 120s, Bio,SPCE —1.25V
and 45s and Bis,SPE —1.30V and 360 s. Pb(Il) and Cd(II) peaks
behave in the same way as in the case of the calibration data: well
defined peaks for Pb(Il) and Cd(Il) were observed for In-situ
BiSPCE, Ex-situ BiSPCE, and Bis,SPE approaches, whereas for
BigxSPCE approach a stripping peak for Pb(Il) and Cd(ll) was
observed in the groundwater sample, but after Pb(Il) and Cd(Il)
standard additions the Cd(Il) signal splits again in two overlapping
peaks. Therefore, the total area of the voltammograms were once
again considered [15], being linear with Pb(Il) and Cd(Il) concen-
trations. The standard addition plots and the good correlation
coefficients resulting from the representative DPASV measure-
ments carried out using In-situ BiSPCE, Ex-situ BiSPCE, Bip,SPCE,
and BispSPE are shown in Figs. 2b, 3b, 4b and 5b, respectively. The
Cd(I1) and Pb(ll) concentration data obtained from the DPASV
determination of three replicates of the certified groundwater
sample performed using the different BiSPEs are reported in
Table 2. A good concordance between each metal concentration
obtained from the different BiSPEs approaches, as well as with the
certified Cd(Il) and Pb(II) value in groundwater, was observed. The
relative standard deviation (RSD%) was at most 4.6% for Cd(Il)
determination using an In-situ BiSPE, and 3.5% for Pb(Il) determi-
nation using an Ex-situ BiSPE. The RSD obtained using BipySPCE
and Bi,,pSPE for Cd(II) and Pb(II) determination was not higher than
2.5%. Regarding the relative error, the Bip,SPCE approach was the
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Fig. 3. (a) DPASV measurements in groundwater samples on Ex-situ BiSPCE at pH
6.0 maleic/maleate buffer and 0.1 mol L= ionic strength using a E4 of —1.20V
during a 3 of 120s and . of 30s; and (b) standard addition plot for the
determination of Cd(1l) and Pb(II).
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Fig. 4. (a) DPASV measurements in groundwater samples on BiySPCE at pH

4.5 acetic/acetate buffer and 0.1 molL~" ionic strength using a Eg of —1.25V

during a t; of 45s and ¢, of 30s; and (b) standard addition plot for the
determination of Cd(Il) and Pb(II).
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Fig. 5. (a) DPASV measurements in groundwater samples on Bi,,SPE at pH
6.0 maleic/maleate buffer and 0.1 mol L~' ionic strength using a Es of —130V
during a t; of 360s and t, of 30s; and (b) standard addition plot for the
determination of Cd(Il) and Pb(II).
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Table 2

Total concentrations of Pb(ll) and Cd(ll) determined in certified groundwater
(BCR610) by DPASV on different bismuth screen-printed electrodes by standard
addition calibration method at pH 4.5 and 0.1 mol L~ ionic strength for In-situ
BiSPCE and BioxSPCE, and at pH 6.0 and 0.1 mol L~' ionic strength for Ex-situ
BiSPCE and Bis,SPE.

Electrode Lead RSD Relative Cadmium RSD  Relative
(ngl™") (%) error(%)  (ngL ") (%)  error (%)
In-situ 7.76 0.8 0.3 2.89 46 7
BiSPCE
Ex-situ 7.95 35 22 299 29 8 7
BiSPCE
Bip,SPCE  7.65 14 17 266 0.8 9.5
BispSPE 7.80 0.7 0.3 3.01 25 24
Certified 7.78 1.7 - 2.94 2.7 -
value

n=3 for RSD (%).

one with the highest value (9.5%) for Cd(ll) determination; while
for Pb(Il) determination was at most 2.2% using an Ex-situ BiSPE.
These good results confirm the applicability of the more conven-
tional BiSPCEs obtained from In-situ and Ex-situ plating, and
“bulk” methods for the determination of low level concentrations
of Cd(I) and Pb(I). In addition, it is demonstrated that BiSPE
obtained from Bi sputtered method can be also an interesting and
valuable alternative for the determination of these metal ions in
natural samples.

4. Conclusions

In this study, analytical and microscopic features of different
commercial BiSPEs approaches were compared. At the view of the
results, it can be concluded that Bis,SPE constitutes a good
improvement for the simultaneous determination of Cd(Il) and
Pb(Il) ions at low pgL~! level. As in the case of the more
conventional BiSPCEs, the low toxicity, the disposable character,
the good reproducibility, the homogeneous surface morphology
and the low-cost commercial availability of the Bis,SPEs make
them attractive for environmental applications. In addition,
BispSPE could be an alternative to BiSPCE if the presence of Bi(Ill)
ion can affect the metal speciation in the sample. In comparison
with more conventional BiSPCEs, the Bis,SPEs are somewhat more
expensive, but in contrast can be used as they are commercially
acquired without any previous treatment before measurements.
Moreover, the disposable device can be used for a large set of
measurements without signs of degradation or loss of sensitivity.
Related to their analytical performances, Biy,SPEs produce normal-
shaped stripping signals for both Cd(II) and Pb(Il) ions. The
provided LOD and LOQ were at levels of ug L~ and slightly lower
than the ones obtained using In-situ BiSPCE for Pb(II) and Cd(II)
determination, and Ex-situ BiSPCE for Cd(Il) determination.

Furthermore, the above reported results show that Bis,SPE can
be successfully applied for the determination of Pb(ll) and Cd(ll) in
a natural sample with very high reproducibility and good trueness
inferred by the relative standard deviation (0.7% for Pb(Il) and 2.5%
for Cd(I1)) and the relative error (0.3% for Pb(Il) and 2.4% for Cd(Il)),
respectively.
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Voltammetric Determination of Pb(II) and Cd(II) Ions in
Well Water Using a Sputtered Bismuth Screen-Printed

Electrode

Velia Sosa,™ Niiria Serrano,® Cristina Arifio,**! José Manuel Diaz-Cruz,"! and Miquel Esteban'®

Abstract: A method using commercially available sput-
tered bismuth screen-printed electrodes (Bi, ,SPE), as sub-
stitute to mercury electrodes, for the determination of
trace Pb(I) and Cd(II) ions in drinking well water sam-
ples collected in a contaminated area in The Republic of
El Salvador by means of differential pulse anodic strip-
ping voltammetry (DPASV) has been proposed. The

comparable detection and quantification limits obtained
for both BiSPE and hanging mercury drop electrode
(HMDE), together with the similar results with a high re-
producibility obtained in these water samples analyses
recommend the applicability of Bi ,SPE for the determi-
nation of low level of metal concentrations in natural
samples.

Keywords: Bismuth sputtered electrodes - Screen-printed electrodes - Stripping voltammetry - Metal ions

1 Introduction

Heavy metals are metals and metal compounds that have
been associated with contamination and potential toxicity
or ecotoxicity [1]. They negatively affect people’s health
when absorbed or inhaled. In very small amounts, some
heavy metals (e.g. Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni and Zn) are
necessary to support life, but in large amounts, they can
become toxic [2—4]. This is not the case of non essential
trace metals (mainly Cd, Pb and Hg), which do not have
any known biological function, and whose presence in ex-
cessive amounts provokes dysfunctions in the living
beings. Common sources of heavy metals are from mining
and industrial wastes, lead-acid batteries, vehicle emis-
sions, fertilizers, paints and treated woods, being Pb the
most prevalent heavy metal contaminant. Heavy metals
may enter the body in food, water, air, or by absorption
through the skin. Once in the body, they compete with
and displace essential minerals such as Zn, Cu, Mg and
Ca, and interfere with organ system function. Heavy
metals are especially dangerous because they tend to bio-
accumulate, it means that they become toxic when they
are not metabolized by the body and accumulate in the
soft tissues [5].

Stripping techniques are particularly suitable for the
determination of trace metals in samples of environmen-
tal and biological origin [6], due to their excellent detec-
tion limits, their sensitivity to the presence of different
metal species, their capacity to multielement determina-
tion and their simple but complete instrumentation and
scarcely maintenance. For many years, the electroanalyti-
cal techniques were linked with the use of mercury elec-
trodes as working electrode for the determination of
trace metal ions in environmental samples due to their
wide cathodic range [7]. Nevertheless, the high toxicity of
the soluble salts of mercury as well as the emergence of
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bismuth-based electrodes as a valuable alternative to mer-
cury electrodes for the analysis of traces of heavy metals
in environmental samples makes mercury electrodes pro-
gressively fell into disuse [8-10]. Furthermore, at the
present time, the screen-printing technology is a recog-
nized method for the fabrication of sensors and biosen-
sors for the determination of metal ions in several appli-
cations [11]. SPEs usually include a three electrode con-
figuration (working, counter and reference electrodes)
printed on the same strip. Although, they can be used as
working electrodes in a conventional electrochemical cell
with external counter and reference electrodes [12-16].
In addition, screen-printed devices are known for their
accessible, low-cost character, miniaturized size, and the
possibility of connecting them to portable instrumenta-
tion. Therefore, combining both the lower toxicity of the
bismuth and the screen printing technology Bi-coated
screen-printed electrodes (BiSPEs) have been widely
used for analytical purposes [17].

Three general methods of coating the substrate with
bismuth are well-known [10,17]: 1) ex situ plating or pre-
plated method, ii) in situ plating method, and iii) “bulk”
method or electrochemical reduction of a bismuth precur-
sor to metallic Bi. Recently, an alternative method for the
fabrication of a BiSPE is based on the sputtering of the
bismuth on a silicon or ceramic substrate leading to
a thick Bi film working electrode. Thus, the fabrication
process is simplified since neither the Bi(III) plating solu-
tion nor a conductive substrate is required. Moreover,
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Departament de Quimica Analitica, Facultat de Quimica,
Universitat de Barcelona
Marti i Franques 1-11, E-08028 — Barcelona, Spain
phone: (34) 934021545, fax: (34) 934021233
*e-mail: cristina.arino@ub.edu
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these sputtered BiSPE can be also used for the determi-
nation of metal ions at low pgL.™" level behaving in a simi-
lar way to the more conventional BiSPE approaches and
covering a wide pH range [18-20].

In the present study, Bi,SPE was applied for the deter-
mination of trace metal ions in real drinking well water
samples collected in a contaminated area in The Republic
of El Salvador. Furthermore, Bi,SPE was analytically
compared with HMDE in order to see if Bi ,SPE can be
implemented as a good replacement to mercury electro-
des.

2 Experimental
2.1 Chemicals

A standard Bi(IIT) 1.000 gL~ atomic absorption standard
solution was purchased from Fluka. Potassium nitrate
trace metals basis was purchased from Sigma Aldrich. All
other reagents used were Merck and Fluka analytical
grade. Daily standard solutions of Cd(II) and Pb(II) were
prepared by appropriate dilution of stock solutions
102 molL Y, prepared from Cd(NO,),-4H,0 and Pb-
(NO;),-4H,0, respectively, and standardized complexo-
metrically. Maleic acid/maleate buffer solution was used
for pH control and KNO, 0.01 molL™ was employed as
supporting electrolyte. Ultrapure water (Milli-Q plus 185
system, Millipore) was used in all experiments.

2.2 Well Water Samples

Drinking water samples collected from three different
wells (N 137 47" 28.6” W 089° 22’ 9.5, N 13° 47" 29.0" W
089”22’ 1.4” and, N 13° 47" 30.4” W 089° 21’ 58.3") of an
area affected by lead contamination from a battery facto-
ry in Sitio del Nifio (La Libertad, Republic of El Salva-
dor), where in 2010 the Minister of Environment and
Natural Resources of El Salvador (MARN) decreed
a “state of environmental emergency”, were analyzed.
Once the samples were collected, pH and conductivity
measurements were carried out and the obtained values
are summarized in Table 2 (Section 3.2). Finally, samples
were acidified and kept refrigerated at 4°C for their con-
servation.

2.3 Apparatus

Differential pulse anodic stripping voltammetric
(DPASV) measurements were performed in an Autolab
System PGSTATI12 (EcoChemie, The Netherlands) at-
tached to a Metrohm 663 VA Stand (Metrohm, Switzer-
land) and a personal computer with GPES version 4.9
data acquisition software (EcoChemie).

The reference electrode (to which all potentials are re-
ferred) and the auxiliary electrode were Ag/AgCl/KCl
(3 mol L") and Pt wire, respectively.

In some experiments, the working electrode used was
a sputtered thick film bismuth screen-printed electrode

www.electroanalysis.wiley-vch.de
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(Bi,SPE) of 4 mm of diameter (ref. Bil0, DS SPE) pro-
vided by DropSens (Spain). These electrodes are used as
purchased since any previous treatment is required. In
other cases, a multimode electrode Metrohm producing
drops of ca. 0.5mm?® surface that could work as an
HMDE (Hanging Mercury Drop Electrode) was used.

Screen-printed electrodes were connected to the Auto-
lab by means of a flexible cable (ref. CAC, DropSens).

A Crison micro pH 2000 pH-meter and a conductimeter
Orion 120 connected to a conductimetric cell 99-01-01
(cell constant 1.03 cm™') were used for pH and conductiv-
ity measurements respectively.

All measurements were carried out in a glass cell at
room temperature (20°C) under a purified nitrogen at-
mosphere (Linde N50).

Unless otherwise indicated, a pulse time of 40 ms, step
potential of 2 mV, and pulse amplitude of 50 mV were ap-
plied in the stripping step. For Bi,SPE and HMDE a dep-
osition potential (Ey) of —1.20 V was applied with stirring
during a deposition time (t,) of 360 s and 120 s respective-
ly, and a rest period (¢,) of 30s for both electrodes was
maintained between deposition and stripping step.

2.4 Experimental Procedure

Before each set of measurements, the whole electrochem-
ical cell including KNO, supporting electrolyte and
maleic/maleate buffer solution was analyzed for traces of
metals using DPASV on the corresponding electrode.

The linear calibration plots for the simultaneous deter-
mination of Pb(II) and Cd(IT) on Bi,SPE and HMDE
were obtained from DPASV measurements at pH 6.0 in
the presence of maleic/maleate buffer and 0.01 molL !
ionic strength, at increasing concentrations of Pb(IT) and
Cd(I1).

In the analysis of the drinking well water samples, vol-
tammetric analysis started by placing in the cell a volume
of the well water sample and 0.01 mol L' maleic/maleate
buffer (pH6.0) for Bi,SPE and HMDE. Then, the
sample was deaerated with pure nitrogen for 15 min to
avoid the effect of oxygen in voltammetric measurements,
and the well water sample scan was recorded. In the case
of calibration by standard addition, five aliquots of Pb(II)
and Cd(II) standard solution were further added and the
respective curves were recorded. All solutions were dea-
erated and mechanically stirred for 1 min after each stan-
dard addition. In order to prevent changes in ionic
strength and pH, the solutions to be added contained
0.01 molL ' KNO,.

3 Results and Discussion
3.1 Calibration Data

Simultaneous calibration of Pb(Il) and Cd(II) ions by
stripping voltammetry (DPASV) was carried out on
Bi,SPE and HMDE and the results are summarized in
Table 1. The LOD was calculated as 3 times the standard

Electroanalysis 2014, 26, 2168-2172 2169
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Table 1. Calibration data for the simultaneous determination of Pb(11) and Cd(II) on Bi,SPE and HMDE at pH 6.0 and 0.01 mol L'

ionic strength.

Electrode Pb(II) Cd(II)
Regression R Linear range LOD Regression R Linear range LOD
(ngL™)[a] (nel™ (ngL)[a] (ueL™)
Bi,,SPE y=3.03x+0.49 0.9997 0.59-16.9 0.18 y=0.78 x+0.17 0.9998 0.35-10.6 0.10
HMDE y=145x+1.58 0.9997 0.50-16.9 0.15 y=2.77 x-0.06 0.9998 0.29-10.6 0.09

|a] The lowest value of the linear range was considered from the LOQ.

deviation of the intercept over the slope of the calibration
curve of the target ions. LOQ was evaluated by consider-
ing 10 times the previous ratio. The lowest value of the
linear concentration range was established from the cor-
responding limit of quantification (LOQ). For LOD and
LOQ determinations, ten standard concentrations of
Pb(II) and Cd(II) were used as calibration samples. Well
defined peaks without signal splitting [21] were observed
for Pb(I) and Cd(II) in all the concentration range for
both Bi ,SPE and HMDE. Excellent linear responses of
the peak area versus concentration were also obtained for
Pb(II) and Cd(II) until a concentration level of 16.9 and
10.6 pgL ! respectively. For both Pb(II) and Cd(II), the
computed LODs and LOQs for Bi,SPE were not signifi-
cantly different from those obtained with HMDE
(Table 1). In comparison with a recent work [18] the
LODs provided by Bi ,SPE were slightly lower than the
LODs obtained using Ex-situ and In-situ approaches for
Cd(IT) and, on the order of those reported for Ex-situ
BiSPCE, In-situ BiSPCE, and Bi, SPCE for Pb(II). It is
remarkable that the LOQ values obtained using Bi,,SPE
are in all cases around or slightly lower than the LOQs
reported in the literature [7,18] for other BiSPE ap-
proaches.

In agreement with the good voltammetric performance
of the Bi,SPE in comparison with classical HMDE and
more widespread BiSPE approaches, Bi,SPE could be
a promising implement for the determination of heavy
metals in real samples as an environmentally friendly al-
ternative to mercury electrodes, with the plus that it is
commercially available and, unlike the Ex-situ, In-situ
and bulk approaches does not need any previous treat-
ment.

3.2 Application to Drinking Well Water Samples

Three drinking well water samples collected from a conta-
minated area in the Republic of El Salvador were assayed
to test the applicability of Bi ,SPE as a replacement of
HMDE for the determination of Cd(II) and Pb(II) in real
samples. Three replicates of each well water sample were
analyzed after pH adjustment with maleic/maleate buffer.
Thus, voltammetric stripping measurements following the
aforementioned conditions using both Bi,SPE and
HMDE were carried out including the additions of Pb(II)
and Cd(II). It should be emphasized that for Bi,SPE ap-
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proach an unique screen-printed device was used for
a complete replicate of DPASY measurements.

It was only possible to quantify Pb(Il) in the samples
by means of the standard addition method, since Cd(II)
did not show any noticeable signal in any of the three
well water samples analyzed.

Figures 1la and 2a show, respectively, representative vol-
tammograms using Bi,SPE and HMDE obtained in the
analysis of the drinking well samples, namely Sample C.

Using both a Bi,SPE as an HMDE a normal-shaped
stripping signal for Pb(II) was observed in the three col-
lected well water samples, but no signal due to Cd(II) ion
was detected in any of them. The standard addition plots
for Pb(II) and the good correlation coefficients resulting
from the representative DPASV measurements carried
out using both Bi,,SPE and HMDE are shown in Figur-
es 1b and 2b, respectively.

The concentration data obtained from the voltammetric
determination of each of the three well water samples
carried out using a Bi,SPE and an HMDE are summar-
ized in Table 2. In order to evaluate the agreement be-
tween Pb(II) concentration obtained from Bi ,SPE and
HMDE voltammetric measurements a two-tailed t-test
(equal variances) was carried out for each sample, con-
cluding that for a confidence level of 95 % the results ob-
tained using both electrodes were statistically similar. The
highest concentration of Pb(II) was detected for Sample
A which particularly had a pH after collection more
acidic than Samples B and C. Nevertheless, the concen-
tration of Pb(II) determined in all the collected samples
is below 10 pg L' which is the permissible limit for drink-
ing water established for Pb(II) by the Salvadoran author-
ities in the Mandatory Salvadoran Standards [22]. Relat-
ed to the relative standard deviation (RSD %), using
a Bi ,SPE was at most 3.5%, while for HMDE was not
lower than 3.8%. Thus, Bi,,SPE is postulated as a good
and less toxic substitute for mercury electrodes. Never-
theless, it should be noted that a larger deposition time
(t;=360s) was required for DPASV measurements using
a Bi SPE in comparison with an HMDE (t;=120s).
Even so, this required deposition time for Bi,SPE is on
the order of that needed for other BiSPE such as the
most frequently applied In-situ approach, but with the ad-
ditional advantage that Bi,,SPE does not require a Bi(III)
plating solution and therefore heavy metal speciation is
not disturbed.

Electroanalysis 2014, 26, 2168 -2172 2170
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Fig. 1. a) Representative DPASV measurements in well water samples (Sample C) on Bi,,SPE at pH 6.0 maleic/maleate buffer and
0.01 mol L™ ionic strength using a £, of —1.20 V during a ¢, of 360 s and ¢, of 30 s; and b) standard addition plot for the determination

of Pb(IT).
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a) Representative DPASV measurements in well water samples (Sample C) on HMDE at pH 6.0 maleic/maleate buffer and

0.01 mol L™" ionic strength using a E, of —1.20 V during a 7, of 120's and , of 30 s; and b) standard addition plot for the determination

of Pb(II).

Table 2. Total concentrations of Pb(Il) and Cd(II) determined in three well water samples by DPASV on Bi ,SPE and HMDE by
standard addition calibration method at pH 6.0 and 0.01 molL~" ionic strength. General information such as GPS, pH after collection
and conductivity is also provided for each sample. n=3 for RSD (% ); n.d.: not detected.

Sample A Sample B Sample C
GPS N 13° 47" 28.6” W 089° 22" 9.5 N 13° 47 29.0" W 089° 22" 1.4” N 137 47 30.4” W 089° 21’ 58.3"
pH after collection 6.65 6.93 6.74
Conductivity (mSem™')  0.834 0.843 0.704
Lead RSD Cadmium Lead RSD Cadmium Lead RSD Cadmium
(nel) (%) (pel™") (relL™) (%) (nel™") (gL (%) (el
Bi,,SPE 1.14 23 n. d. 0.67 31 n. d. 0.94 35 n. d.
HMDE 1.18 4.9 n. d. 0.71 4.4 n. d. 0.93 3.8 n. d.
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3 Conclusions

The analytic performance of Bi,SPE compared with
HMDE was studied for the simultaneous determination
of Pb(II) and Cd(II) ions in real well water samples. At
the sight of the results, it can be concluded that Bi, SPE
could be an environmentally safe replacement to mercury
electrodes for the analysis of trace heavy metals by
DPASYV. In addition, Bi,SPE has the characteristic ad-
vantages of SPEs such as the disposable character, the
good reproducibility and the low-cost commercial availa-
bility. Moreover, Bi,,SPE represents a notable improve-
ment as compared to other BiSPE approaches since any
plating or activation prior to its application are required
and, the durability of the thick Bi film on every disposa-
ble screen-printed electrode allows a large set of meas-
urements to be done with the same device in the same so-
lution which is characteristic of standard addition analy-
sis. Regarding its analytical behavior, Bi,,SPE generates
well-defined peaks for Pb(II) and Cd(II) without signal
splitting in all the concentration range, although in com-
parison with more conventional HMDE higher deposition
times are required. The obtained LOD and LOQ for
both Bi SPE and HMDE are very similar and on the
order of pgL™" allowing the determination of Pb(II) and
Cd(II) in the collected well water samples. When compar-
ing Bi,SPE and HMDE results, no significant differences
are noticed, both are able to provide Pb(II) concentra-
tions with very high reproducibility inferred by the ob-
tained relative standard deviation for each analyzed
sample.
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Ex situ bismuth film on commercial screen-printed carbon electrodes (BiSPCE) has been used for the
first time for the analysis of the complexation of Cd®* by thiol containing compounds as glutathione
(GSH) and phytochelatin (y-Glu-Cys),-Gly (PC5).

Reproducibility of data is quite satisfactory and allows their treatment by multivariate curve
resolution by alternating least squares (MCR-ALS). Unitary voltammograms and concentration profiles
provided by MCR-ALS confirm the formation of 1:1 and 1:2 Cd**:GSH and 1:2 Cd**:PC, complexes.
These results are in agreement with those previously obtained by mercury electrodes, and allow us to
propose the use of BiSPCE for further studies on complexation.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Glutathione (y-Glu-Cys-Gly, denoted usually as GSH) and its
oligomers named phytochelatins ((y-Glu-Cys),-Gly, denoted
usually as PC,, where n generally ranges from 2 to 6) are thiol rich
peptides which are synthesized enzymatically by plants in response
to an excessive uptake of certain heavy metal ions [1-4]. The great
affinity of the thiol group for heavy metals makes important the
complexation by these thiol containing peptides not only for heavy
metal detoxification but also for phytoremediation purposes [5-7].

The complexation of metals as Cd**, Zn**, Pb** and Cu®* with
GSH [8-10], mixtures of GSH and SeCyst [11], and PC, [8-10,12-19]
has already been studied by voltammetric methods in Hg electrodes.
The resulting voltammetric data have been analyzed by chemometric
methods as multivariate curve resolution by alternating least squares
(MCR-ALS) [8-10,14-18] and/or gaussian peak adjustment (GPA)
[11,19] and a complexation sequence has been proposed for most
of the analyzed systems. However, certain metal-thiol peptides
systems present the difficulty that thiol favors the electrodic oxida-
tion of the mercury of the electrode. This process generates anodic
signals that are strongly overlapping with those related with the
metal ion to be studied, making the analysis of these systems even
more complicated [20,21]. By the other hand, a policy against the use
of mercury as electrodic material has appeared in the last years due to
its potential toxicity.

In the last decade bismuth electrodes have been postulated as a
valuable alternative to mercury electrodes for the analysis of traces
of heavy metals in environmental samples [22]. Despite the lower

* Corresponding author. Tel.: +34 93 402 15 45; fax: +34 93 402 12 33.
E-mail address: cristina.arino@ub.edu (C. Arinio).

0039-9140/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.01.033

toxicity of the bismuth electrodes and their versatility and diversity
in use, only a significantly small number of papers is devoted to the
heavy metal complexation by voltammetric techniques [23,24].
Particularly, in one of these previous works, the complexation of
Pb(Il) by GSH has been studied by differential pulse voltammetry
(DPV) on an ex situ bismuth film electrode (BiFE), achieving a better
resolution of the signals than on a mercury drop electrode (SMDE),
and allowing a qualitative analysis of the complexation process (not
possible on SMDE). In contrast, it was found that because of the
more complex shape of the signals obtained for the Pb(I[)-GSH
system on BiFE, the DPV/MCR-ALS analysis could not be successfully
applied and was unable to provide essential information on complex
composition [24].

In this work, the study of the complexation of Cd(I[)-GSH and
Cd(II}-PC; on an ex situ bismuth film on commercial screen-printed
carbon electrodes (BiSPCE) was carried out. Taking into account that
BiSPCE increasingly gained advantage over the most conventional
BiFE due to the improvement of many aspects, such as the disposable
character, the minimised splitting of the metal peaks, their sensitivity
and their linearity ranges [25-28], the aim of the present work is the
evaluation of the applicability of the BiSPCE in the study of the Cd(II)-
GSH and Cd(II)}-PC; systems, and the subsequent treatment with
MCR-ALS or GPA of the obtained data, allowing us the establishment
of the stoichiometry of the possible complexes formed.

2. Experimental
2.1. Chemicals

A standard Bi(1ll) solution 1.000 g L', atomic absorption stan-
dard solution, was purchased from Fluka. All others reagents used
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were Merck analytical grade. Cd(1I) stock solution 10~? mol L~ ! was
prepared from Cd(NOs)»-4H,0 and standardized complexometri-
cally. Glutathione (GSH), in the reduced form, was provided by
Merck. (y-Glu-Cys)Gly (PCy), in lyophilized form with a purity
>95%, was provided by Genosphere Biotechnologies France.
Tris (hydroxymethyl) aminomethane, HCI buffer solution 0.1 mol L ™!
(pH 7.5 and pH 8.5) and KNOs; 0.01 mol L~' were employed as
supporting electrolyte. Ultrapure water (Milli-Q plus 185 system,
Millipore) was used in all experiments.

2.2. Apparatus and measurements

Differential pulse voltammetric (DPV) measurements were
performed on a bismuth screen printed carbon electrode (BiSPCE)
in an Autolab System PGSTAT12 (EcoChemie, The Netherlands)
attached to a Metrohm 663 VA Stand (Metrohm, Switzerland) and
a personal computer with GPES version 4.9 data acquisition
software (EcoChemie).

The reference electrode (to which all potentials are referred)
and the auxiliary electrode were Ag/AgCl/KCl (3 mol L) and Pt
wire, respectively.

The working electrode was a BiSPCE prepared from a com-
mercial screen-printed carbon disk electrode of 4 mm diameter
(ref. 110, DS SPCE) provided by DropSens (Spain) and connected
to the Autolab by means of a flexible cable (ref. CAC, DropSens).
A new BiSPCE was used for each voltammetric titration [25].

Ex situ bismuth coated method was selected in order to
prevent the side reactions that can take place between Bi**-ions
and ligands.

All the measurements were carried out in a glass cell at room
temperature (20 °C) under a purified nitrogen atmosphere (Linde
N50) in order to prevent the possible oxidation of the thiol
compounds.

Unless otherwise indicated, a pulse of 50 mV and a potential
step of 2 mV were applied.

2.3. Ex situ preparation of BiSPCE

The SPCE, the reference, and the auxiliary electrodes were
connected to the stand and immersed into 20 mL of a 0.2 mol L~ !
acetate buffer solution (pH 4.5) containing 100 ppm Bi(Ill). After
deaeration of the solution for 10 min, a deposition potential of
—0.80V was applied for 300 s with solution stirring, followed by
a rest period (without stirring) of 20 s.

Once the bismuth film was deposited, the three electrodes
were rinsed carefully with water and the Bi(lll) solution was
replaced in the cell by the one to be measured. This methodology
was previously tested, and results showed a very high repetitivity
and reproducibility [25].

2.4. Procedure

Voltammetric titrations of Cd(II) with ligand (direct titrations)
started by placing in the cell 20 mL of 1x 102 mol L=" Cd(II)
solution in 0.1 mol L~ Tris (hydroxymethyl) aminomethane, HCI
buffer solution and 0.01 mol L~' KNOs_ Then, the sample was
deaerated with pure nitrogen for 20 min and a DPV curve was
recorded. Aliquots containing 4 x 10~* mol L' of ligand solution
were added and, after purging and mechanically stirring the
solution for 1 min, the respective DPV curves were recorded.
Voltammetric titrations of 20mL of 1x10~° mol L~ ligand
solution with 4 x 10~*mol L~ of Cd(ll) solution (reverse titra-
tions) were also performed following the same procedure.
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2.5. Data treatment

The DPV curves were smoothed, base line corrected, and
converted into data matrices by means of homemade programs
implemented in Matlab [29]. The application of MCR-ALS [30] and
GPA [31] methods to the analysis of matrices constituted by
voltammetric data have been described elsewhere. MCR-ALS and
GPA analyses were carried out through several programs imple-
mented in MATLAB (some of them available at http://www.ub.edu/
mcr/.html and http://www.ub.edu/dqaelc/programes_eng.html).

3. Results and discussion
3.1. Cd(llI)-GSH system

The complexation study of the Cd(II)-GSH system was carried out
on BiSPCE at pH values of 7.5 and 8.5. Titrations of 1 x 10~> mol L~!
Cd(1l) solution with GSH (direct titration) until a GSH:Cd?** ratio
value of 3, and those of 1 x 10~° mol L~ ! GSH solution with Cd(II)
(reverse titration) until a Cd®* :GSH ratio value of 2.25, were done. In
both cases the obtained voltammograms were arranged in a data
matrix with as many rows as different [GSH]/[Cd(II)] or [Cd(I1)]/[GSH]
ratios were considered, and as many columns as the number of
registered potentials.

Fig. 1 shows the voltammograms obtained in both direct (Fig. 1a)
and reverse (Fig. 1b) titrations at pH 7.5. MCR-ALS and GPA analyses
were applied to both voltammetric titrations. At a first inspection
several components can be observed in all cases, being every
component interpreted as every single electrochemical process which
contributes to the measured signal [32]. Thus, component 1 is
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Fig. 1. Experimental data matrix of a 1x 10 Smol L~ Cd(Il) solution titrated

with GSH (a) of a 1 x 10~* mol L~' GSH solution titrated with Cd(II) (b); both
titrations were performed at pH 7.5 and ionic strength 0.01 mol L~ ! KNOs.
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associated with the anodic signal of the electrode material related
with the free ligand [24], component 2 corresponds to an anodic
signal, but now related with the formed complexes [20,21,24],
component 3 is related with the reduction process of the free metal
ion and component 4 and 4' correspond to the reduction processes of
the formed complexes (reduction of the bound metal). Particularly,
component 4, only observed in direct titration, could be associated to
a weak Cd(II)-GSH complex, whereas component 4 is related to a
more stable Cd(Il)-GSH complex.

In the study of Cd(I1)-GSH system, direct titration (Fig. 1a) was
only used to obtain qualitative information about the processes
occurred during the titration, since the strong overlapping
between the signal of the free Cd(Il) reduction (component 3)
and the signal of the weaker Cd(II)-GSH complex (component 4')
does not allow an accurate analysis of the data matrix neither by
MCR-ALS nor by GPA. However, the most important information
about the complexation processes of the systems is commonly
obtained from the data of the reverse titration which, moreover,
simulates in a better way a real contamination case of a natural
system by Cd(II) ions.

The evolution of the DP voltammograms when Cd(ll) is added
to a GSH solution (Fig. 1b) shows an initial broad peak (compo-
nent 1), with a maximum at ca. —0.73 V, attributed to the anodic
signal of GSH. With the first additions of Cd(Il) this signal
decreases and a peak at ca. —1.07 V appears due to the formation
of a Cd(I1)-GSH complex (component 4). After some additions of
Cd(1I), the complete disappearance of the anodic signal of the GSH
is observed, which allows to observe the presence of a peak at ca.
—0.85 V (component 2) that behaves similarly to the signal of the
formed complex, indicating its relation with an anodic signal
associated with this complex. Finally, at Cd(II)-to-GSH ratios
higher than 0.5, it is possible to distinguish a new sharp peak at
ca. —1.01 V (component 3) corresponding to the reduction of free
Cd(1I) at the same time as the signals related with the Cd(II)-GSH
complex seem to stabilize.

The general evolution of the Cd(I[)-GSH system studied by
BiSPCE is equivalent to that obtained in previous works with
mercury electrode [33] and, moreover, the currents of the
voltammetric signals obtained using the BiSPCE are even higher
than those achieved in a mercury electrode because of the largest
Bi working surface.

MCR-ALS analysis of the data matrix obtained from the DPV
titration of GSH with Cd(1I) (Fig. 1b) achieves the best results (lack
of fit 9.73%) using 4 components and the constraints of non-
negativity (for both concentrations and signals), peak-shape for
all components, and selectivity for components 2 and 4. Fig. 2
summarizes the resulting unitary voltammograms (a) and the
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concentration profiles (b) plotted in front of the Cd(Il)-to-
GSH ratio.

Although some ambiguities possibly due to the strong over-
lapping of the signals and the excessive weight of the free metal
peak, the analysis of the concentration profile (Fig. 2b) confirms
the qualitative behavior of the Cd(Il)-GSH system described
above. The evolution of the concentration profiles (Fig. 2b) shows
that component 1 suffers a progressive decrease from the first
addition of Cd(II) that seems to tend to [Cd(I1)]/[GSH] ratio of 0.5,
although it does not disappear completely. The persistence of
component 1 at higher Cd(II)-to-GSH ratios could be due to the
fact that its asymmetric peak shape (see unitary voltammograms
of component 1 in Fig. 2a) together with the overlapping of
signals of components 2-4 causes some ambiguities in the MCR-
ALS treatment. On the contrary, the concentration profile of
component 3 attributed to free Cd(Il) starts to appear at ratio
ca. 0.5, supporting the formation of the Cd(GSH); complex. But, if
only the 1:2 Cd®>*:GSH complex was formed, the concentration
profile of component 4 (Cd(l1)-GSH complexes) should be stabi-
lized at [Cd(II)]/[GSH] ratio around 0.5. The stabilization of this
component at ratios ca. 1 indicates that the 1:1 Cd**:GSH
complex could be also formed when an excess of cadmium is
present in the medium. Similar conclusions were obtained from
the analysis of the titrations of the Cd(II)-GSH system at pH 8.5
(data not shown). This behavior is in accordance with the existing
results obtained using a mercury electrode where a model for the
complexation of Cd(ll) by GSH involving the formation of
Cd(GSH); and Cd,(GSH), was proposed [33]. This good agreement
between BiSPCE and mercury electrode results points out the
possibility to use this environmentally safe device to follow easily
the complexation process of Cd(II)-GSH system.

3.2. Cd(ll)-PCs system

A similar study was accomplished to investigate the complexation
of Cd(II)-PC, system on BiSPCE. Both direct (addition of the peptide to
a1x 103 mol L~ Cd(Il) solution) and reverse (addition of Cd(Il) to a
1% 10~ > mol L' peptide solution) DPV titrations were carried out at
pH 8.5. As in the case of Cd(II)-GSH system, direct titration (data not
shown) provides qualitative information about the behavior of the
system. The evolution of the DP voltammograms obtained in the
reverse titration of the Cd(I[)-PC, system (Fig. 3a) shows an initial
wide peak (component 1) at ca. —0.98 V associated with the anodic
signal of the electrode material related with the free PC,. After
successive additions of Cd(Il), this peak is decreasing and simulta-
neously a new peak (component 3), at ca. —1.30V, is increasing.
This peak is related with the Cd(lI)-PC, complex. Finally, a peak at
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Fig. 2. Normalized unitary response vectors (a) and concentration profiles (b) obtained in the MCR-ALS decomposition of DPV data matrix shown in Fig. 1(b). Components
assignments: (1)—anodic signal of the free GSH; (2)}—anodic signal of the Cd(11)-GSH complexes; (3)—Cd(1l)-ion; (4)—Cd(I1)-GSH complexes.
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Fig. 3. (a) DPV voltammograms obtained in the titration of 1 x 10~3 mol L~' PC, solution with Cd(Il) at pH 8.5 and ionic strength 0.01 mol L~' KNO5. (b) normalized
unitary response vectors estimated from the result of a previous unrestricted MCR-ALS analysis and optimized along shape-restricted MCR-ALS procedure.
(c) concentration profiles obtained by MCR-ALS. Components assignments: (1)—anodic signal of the free PC;; (2)}—Cd(lI)-ion; (3)—Cd(ll)-PC; complex.

ca. —1.03 V, which is attributed to the free metal ion (component 2),
is growing with the addition of Cd(ll). If we compare the behavior of
this system with the previous Cd(Il)-GSH one, some differences are
appreciated: (i) the anodic signal of the electrode material related
with the free PC; (component 1) and the signal associated with the
Cd(I)-PC, complex (component 3) appear at more negative potential
values than those equivalent in the Cd(II)-GSH system. This is due to
the higher stability of the binding between Cd(ll) and PC, in
comparison with Cd(ll)-GSH since, in general, the more negative
the reduction peak potential value, the stronger the metal-ligand
bond [10]; and ii) the peak related with the anodic signal of the
complexes (component 2 in the Cd(Il)-GSH system, Figs. 1 and 2)
appears only as a distortion of the baseline due to the more irregular
shape of the voltammograms obtained in the case of the Cd(II)-PCs
system.

The application of the MCR-ALS analysis to the data matrix
obtained in the titration of PC, with Cd(Il) solution revealed that
neither considering three components (the anodic signal of the
ligand, the signal of the free metal ion and the signal of the Cd(Il)-
PC, complex) or four components (the anodic signal of the ligand,
the signal of the free metal ion, the signal of the Cd(I1)-PC; complex
and its anodic signal) convergence was reached. Nevertheless, a lack
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of fit of 1092% was achieved if apart from the three basic
components an additional component related with the baseline
was considered. The addition of this component, that has not a peak
shape, is useful for the correction of the distortion of the original
baseline and can be justified after a careful observation and a
preliminary analysis of the data matrix (Fig. 3a). The constraints of
non-negativity for concentrations and voltammograms, peak shape
for all components except the component associated with the
baseline, and selectivity for components 1 and 2 were applied in
this data treatment. The unitary voltammograms and the concen-
tration profiles provided by MCR-ALS are shown in Fig. 3b and c,
respectively. Component 1 disappears at the same time that
component 3 increases, until a Cd(Il)-to-PC; ratio of 0.5, in which
component 3 progressively stabilizes and component 1 completely
disappears suggesting, in agreement with previous studies [10,18],
the formation of 1:2 Cd**:PC, complex. However, component 2 does
not appear until a Cd(ll)-to-PC, ratio about 1, suggesting the
formation of a 1:1 or 2:2 Cd**:PC, complex whose signal is not
visible. This unusual fact could be explained taking into considera-
tion the intricate shape of the DP voltammograms that required the
introduction of a baseline component in the MCR-ALS treatment
that could hide a too small or too wide signal of such 1:1 complex.
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Finally, these results confirm again the goodness of the BiSPCE
for the following of the complexation process of the Cd(II)-PCy
system.

4. Conclusions

Ex situ BiSCPE appears to be a valuable alternative to both
mercury and BiFE electrodes for the electrochemical and chemo-
metric study of metal complexation by thiol-rich peptides, as
suggested by the study of Cd(II)-GSH and Cd(Il)-PC, system.
On the one hand, bismuth based electrodes present the advantage
of being environmentally friendly with quite close features to
mercury ones. On the other hand, BiSPCE, as compared to BiFE,
does not present any signal splitting for the Cd(Il) ion and,
because of the accessible and low-cost character of screen-
printed electrodes, ensures a user-friendly methodology.

Moreover, the described voltammetric behavior of the Cd(Il)-
GSH and Cd(I1)-PC, systems on BiSPCE is similar to that observed
on mercury electrodes. Furthermore, MCR-ALS analysis has been
applied for the first time to a data matrix obtained on BiSPCE
providing abundant information about the complexation process
of the systems. Despite some uncertainties attributed to the
intricate shape of the obtained voltammograms, especially in
the case of the Cd(I1)-PC, system, the formation of the 1:2 and
1:1 Cd®>*:GSH and 1:2 Cd**:PC, complexes was observed, in full
agreement with the results obtained with mercury electrodes.
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94. Discusion de resultados

9.4.1. Aplicacion de electrodos serigrafiados de bismuto en la

determinacion de metales pesados en muestras naturales

En el primer articulo (Trabajo 1) se realiz6 un estudio comparativo entre los diferentes
BiSPE, y se aplicé a la determinacién de metales en un material de referencia
certificado que demostré las posibilidades de estos dispositivos en este tipo de estudios.
En el segundo articulo (Trabajo 2) se evaluaron las posibilidades del Bis,SPE de cara a
su aplicacién en la determinacién de metales pesados en muestras reales, en este caso se
consideraron muestras de aguas de pozos de El Salvador. Se utilizé también un HMDE
para la determinacion de los metales en estas muestras de agua, y asi comparar los

resultados obtenidos entre ambos electrodos.

En primer lugar se realiz6 la caracterizacion de la superficie morfoldgica de los BiSPEs
utilizados en estos estudios, la cual se llevo a cabo con un microscopio electronico de
barrido JSM7100FE de JEOL (Jap6n). En la Figura 15 se pueden ver las imagenes SEM
obtenidas con un aumento de 20.000x de un electrodo SPCE sin modificar y los
diferentes BiSPEs estudiados. La micrografia de la superficie de un electrodo SPCE sin
modificar (Figura 15a o Figura la del Trabajo 1) muestra una superficie de carbono
bastante uniforme en comparacion con las superficies de los BiSPE (Figura 15b-f o
Figura 1 b-f del Trabajo 1). La Figura 15b y c corresponden a las imdgenes SEM de los
electrodos in-situ BiSPCE, y ex-situ BiSPCE respectivamente, en los cuales se puede
observar el Bi depositado (especialmente en la superficie del electrodo ex-situ BiISPCE).
Sin embargo, se aprecia que en ninguno de los dos casos la pelicula de Bi formada
cubre completamente la superficie de carbono. Las Figura 15d y Figura 15¢ muestran
las superficies del BioxSPCE antes y después de la reduccion electroquimica del 6xido
de bismuto (III). Antes de la reduccion electroquimica las particulas del Bi,0O3 estan
uniformemente distribuidas a lo largo de la superficie del electrodo y después de la
reduccién a Bi metdlico, se puede ver una superficie uniforme, bastante diferente a la
superficie del in-situ BiSPCE y ex-situ BiSPCE. Indicar que inicamente la imagen del
ex-situ BiISPCE (Figura 15¢) muestra claramente una estructura granular de particulas
asociadas a los depositos de Bi pero més pequefias (que las que se observan en la Figura

15f). Entre esta estructura granular se observan claramente otras particulas cristalinas de
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depdsitos de Bi visiblemente claras de forma alargada, menos numerosas, y distribuidas
al azar. En cuanto al Biy,SPE, a simple vista ya se observa que el electrodo de trabajo
presenta un color (gris claro) muy diferente al color negro que muestran el resto de
BiSPEs debido al sustrato de carbono. La imagen del Bi,SPE (Figura 15f) muestra una
morfologia totalmente distinta a la del resto de los BiSPEs. Las principales diferencias
son que el sustrato de este electrodo es cerdmico en lugar de carbono y la técnica de
deposicion de Bi sobre la superficie ceramica se realiza por sputtering, lo que da lugar a
una superficie con una estructura granular debido al bismuto depositado. La
comparaciéon de las micrografias electrénicas de los electrodos hace evidente las
diferencias entre las superficies morfoldgicas de los diferentes BiSPEs, lo que podria

influir en su comportamiento electroanalitico.

Los datos del calibrado para la determinacién simultdnea de Cd(Il) y Pb(II) utilizando
los electrodos in-situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE, BioxSPCE, Bis,SPE y HMDE por
DPASYV, se presentan en la Tabla 1 de los Trabajos 1 y 2. Como se puede observar los
limites de deteccién (LODs) obtenidos son muy favorables en todos los casos. El limite
inferior del intervalo lineal se establecid a partir del correspondiente limite de
cuantificacion (LOQ). Los LODs y los LOQs se obtuvieron considerando tres y diez
veces, respectivamente, la desviacion standard de la ordenada en el origen en relaciéon
con la pendiente de la curva de calibrado del metal. Para establecer las rectas de
calibrado y poder asi calcular los LODs y LOQs, se consideraron curvas de calibracion
con al menos diez puntos. En todos los casos se obtuvieron picos de redisolucion bien
definidos para el Cd(II) y Pb(II) con los electrodos in-situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE, y
Bigp,SPE. Sin embargo, con el Biog,SPCE se obtienen tnicamente picos bien definidos
para ambos metales a bajas concentraciones, pero al aumentar la concentracion el pico
de cadmio presenta un desdoblamiento y el pico del plomo pierde simetria. Un
comportamiento similar ya se observé en estudios previos utilizando un electrodo via
ex-situ BiFE [130]. Una posible explicaciéon para este comportamiento podria estar
relacionada con la etapa de electrodeposicion en la que podrian estar involucrados dos
mecanismos diferentes, uno con el bismuto y el otro con la superficie de la base del
electrodo. Como consecuencia de este comportamiento, en el caso de la determinacion

del cadmio se consideré para llevar a cabo las medidas el area total de ambos picos.
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Figura 15. Micrografias: a) electrodo comercial serigrafiado de carbono (SPCE) sin modificar. Electrodos de
bismuto modificados: b) via in-situ, c) via ex-situ; d) Biy,SPCE antes de la reduccidn electroquimica del Bi(lll);
e) Bip,SPCE después de la reduccién electroquimica del Bi(lll) a un E4y de -1,2 V durante 600 s en una
disolucién de KOH a 0,1 mol L'™; y f) electrodo serigrafiado con pelicula de bismuto preparada con la técnica
de sputtering comercial. Utilizando resolucion de 1 um, magnificaciéon de 20.000x y potencial de aceleracidn
de 15,0 kV.
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Con todos los BiSPEs se obtuvo una excelente linealidad entre el drea de los picos y la
concentracion de Cd(II) y Pb(Il) y los LODs obtenidos son ligeramente méas bajos que
los reportados en estudios similares [38]. En el caso del Big,SPE no se han reportado en
la literatura valores de LOQ para estos metales por DPASV. Sin embargo, en un estudio
en el que se prepard un electrodo de bismuto mediante la técnica de sputtering se
reportaron LODs de 0,5 ug L' para el Pb(Il) y 1,0 ug L para el Cd(II) mediante
SWASV [77], por lo que los valores de LOD de Cd(Il) y Pb(I) obtenidos con el

Bigp,SPE en nuestro estudio por DPASV son menores.

Como se puede observar en las Tablas 1 de ambos articulos, al hacer un estudio
comparativo en el primer trabajo de los BiSPEs, los LODs mads bajos para Cd(II) se
obtuvieron con los BioxSPCE y Bi,SPE, y éstos son comparables al LOD obtenido con
el HMDE en el segundo estudio. El electrodo que presenta un menor LOD es el ex-situ

BiSPCE, mientras que el mayor LOD para el Cd(II) se obtuvo con el in-situ BiSPCE.

En el caso del Pb(Il) el menor LOD se obtuvo con el ex-situ BiSPCE, seguido del
BioSPCE y del Bis,SPE, que presentan valores equivalentes; el valor més alto de LOD
se obtuvo con el in-situ BiSPCE, pero no es muy diferente a los LODs obtenidos con los

otros BiSPE.

En este punto cabe indicar que los favorables LOD obtenidos con los BigxSPCE son
engafiosos ya que las sefiales que proporcionan presentan anomalias, que aunque se

pueden solventar midiendo los picos adecuadamente, dificultan la determinacion.

Los LODs obtenidos para el Cd(II) y el Pb(II) utilizando los electrodos in-situ BiISPCE
y ex-situ BiSPCE son un poco mds bajos comparados con los reportados en otros
estudios previos [38]. Respecto al BipxSPCE los LODs obtenidos tanto para el Cd(Il)
como para el Pb(II) son mas bajos que los que se muestran en estudios previos [145]. A
pesar que no se han encontrado trabajos con el Bis,SPE, los datos obtenidos sugieren
que este dispositivo puede ser una alternativa al HMDE para la determinacién de Cd(II)
y Pb(Il) en muestras naturales. Es importante aclarar que este dispositivo no requiere un

pretratamiento del electrodo.

La aplicacion de los diferentes BiSPEs para el andlisis de Cd(I) y Pb(Il) tanto del
material de referencia certificado, como para las aguas de pozos se llevd a cabo

aplicando el método de calibrado de las adiciones estandar.
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Es importante aclarar que para los electrodos in-situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE y Biy,SPE
se utiliz6 el mismo dispositivo electrédico para realizar las medida correspondientes al
andlisis completo de una muestra; sin embargo, con el BioxSPCE fue necesario utilizar
un nuevo dispositivo para cada medida con DPASV, debido a que se observé deterioro
del electrodo después de cada medida. Al realizar el anélisis del material de referencia
certificado (agua subterrdnea) se obtuvieron picos definidos para ambos metales con los
electrodos in-situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE y Big,SPE; cuando se utiliza el BioxSPCE se
obtuvieron picos de redisolucién definidos antes de hacer las adiciones pero después de
adicionar los metales, el pico del Cd(II) se desdoblo en dos picos tal y como ocurrié en

el estudio de los parametros de calibrado (ver Figuras 4 del Trabajo 1).

La Tabla 2 de este articulo, muestra la bondad de los resultados obtenidos, que se
reflejan al analizar los valores de desviacion estdndar relativa y del error relativo
obtenido. Estos resultados demuestran la aplicabilidad de los BiSPCE en la
determinacion de metales pesados a nivel traza y remarca el mejor comportamiento del

BiSPE frente a las otras modificaciones.

Los resultados de este trabajo mostraban la necesidad de validar la viabilidad de estos
dispositivos de bismuto, en concreto del Big,SPE frente al HMDE utilizado
ampliamente en electroquimica para determinacion de iones metdlicos a niveles de
concentracion muy bajos. Ambos dispositivos se aplicaron a la determinaciéon de Pb(II)
y Cd(I) en muestras de aguas de pozos provenientes de una zona de El Salvador
afectada por contaminacion con plomo. En este estudio, que dio lugar al Trabajo 2,
inicialmente también se evaluaron los pardmetros de calibrado que ya se han comentado
anteriormente. Unicamente decir que en este trabajo se utilizé un intervalo de
concentraciones mds pequefio para el Pb(Il) y un poco mas grande para el Cd(II) en
comparacion a los considerados en el primer estudio (Trabajo 1). Se aplicaron los
mismos potenciales de deposicion para el Big,SPE y el HMDE; y un tiempo de

deposicion de 360 s para el Big,SPE y de 120 s para el HMDE.

La determinacion de Pb(Il) y de Cd(II) en las tres muestras de aguas de pozos se realiz6
con el método de las adiciones estandar, tomando tres alicuotas de cada una de las tres
muestras. El andlisis de cada muestra se realizo después de ajustar el pH a 6.0 de cada
alicuota de la muestra con la solucién amortiguadora de maleico/maleato. En este
estudio unicamente fue posible la cuantificaciéon de Pb(II) utilizando el Big,SPE y el

HMDE, mientras que el Cd(II) no presenté ninguna sefial en ninguno de los electrodos

111



Capitulo 9

lo que indicé que su concentracidn se encontraba por debajo del LOD. En la Tabla 2, y

en la Figura 1 y Figura 2 del Trabajo 2 se muestran los resultados obtenidos.

Los resultados obtenidos con ambos electrodos son estadisticamente similares, tal como
lo demuestra la prueba ¢ de dos colas aplicada a los resultados obtenidos con ambos
electrodos, para un nivel de confianza del 95 %. La mayor concentracién de plomo se
determiné en la muestra A, seguida por la muestra B y C, sin embargo todas las
muestras presentaron concentraciones inferiores a 10 ug L' (limite méximo de Pb(II)

permitido en agua de consumo humano por la Norma Salvadorefia NSO 13.07.01.08).

En la Tabla 8 se presentan a modo de resumen las ventajas y desventajas de los
diferentes BiSPEs utilizados en los estudios que dieron lugar a las dos primeras

publicaciones.
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Discusion de resultados

Electrodo

Ventajas

Desventajas

BioxSPCE

Ex-situ BiSPCE

In-situ BiSPCE

Bi,,SPE

Comparado a los electrodos preparados via in-situ y
ex-situ no se necesita una solucion de Bi(lll) para
formar la pelicula.

Los t4 requeridos son mds cortos que con los otros
dispositivos.

Requiere menor ty comparado con el in-situ BiSPCE y
el BispSPE.

Presenta picos muy definidos tanto para el Cd(ll)
como para el Pb(ll).

El dispositivo se puede utilizar para realizar varias
medidas completando el andlisis de una réplica de
una muestra o de una curva de calibrado.

Son una opcidn para estudios en los que la
presencia de Bi(lll) puede afectar la especiacion de
los metales de la muestra.

Se prepara a partir de un SPCE por lo que su coste es
menor que el Bio,SPCE y el Big,SPE.

No requiere preparacion previa de la pelicula, por lo
cual se requiere menor tiempo para el analisis de
muestra comparado al ex-situ BiSPCE.

Necesita menor tq que el Bis,SPE.

Presenta picos bien definidos tanto para el Cd(ll)
como para el Pb(ll).

Al igual que con el electrodo de Bi preparado via ex-
situ el dispositivo se puede utilizar para realizar
varias medidas, completando el analisis de una
réplica de una muestra o de una curva de calibrado.

Se prepara a partir de un SPCE por lo que su coste es
menor que el Bio,SPCE y el Bis,SPE.

El electrodo no necesita ningln tipo de preparacion
previa.

Presenta picos definidos tanto para el Cd(Il) como
para el Pb(ll).

Al igual que con el electrodo de Bi preparado via ex-
situ e in-situ se puede utilizar para realizar varias
medidas, completando el analisis de una réplica de
una muestra o de una curva de calibrado.

Podrian ser una opcion para estudios en los que la
presencia de iones Bi** puede afectar la especiacidn
de los metales en la muestra.

Es necesario activar la pelicula
de Bi mediante reduccién
directa del precursor.

La sefial de Cd(ll) presenta pico
desdoblado al aumentar Ia
concentracion.

Se necesita un nuevo
dispositivo para cada medida.
El coste del dispositivo es
mayor que el de un SPCE
utilizado para preparar los
BiSPE via in-situ o ex-situ.

Necesita una etapa previa de
preparacion de la pelicula del
electrodo.

Se necesita una disolucion de
Bi(lll).

Si se necesita una disolucién de
Bi(Il1).

Requiere mayor ty que el
Bio,SPCE y que el ex-situ
BiSPCE.

No son wuna opcién para
estudios en los que la

. . .3
presencia de iones Bi"* puede
afectar la especiacion de los
metales de la muestra.

Requiere mayor ty que los

otros BiSPE.

Su coste es mayor que el de los
BiSPE obtenidos modificando
un SPCE via in-situ o ex-situ, y
que el Bip,SPCE.

Necesita mayor td comparado
a los otros BiSPE.
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9.4.2. Estudio de complejacion

Teniendo en cuenta las posibilidades que presentan los electrodos serigrafiados
modificados con bismuto en la determinacién de metales pesados, se considerd
oportuno estudiar la posibilidad de utilizar estos dispositivos en concreto un ex-situ
BiSPCE en estudios de complejacion. Trabajos previos del grupo de investigacion
habian mostrado la capacidad de los BiFE en este tipo de estudios [168]. Concretamente
en este trabajo, se considerd la complejaciéon del Pb(I) con GSH y se realizaron
valoraciones voltamperométricas utilizando DPV como técnica de medida. Para realizar
estos estudios de complejacion la formacion de la pelicula de bismuto debe realizarse
via ex-situ para evitar la competencia del Bi(IlI) con el metal de estudio en el proceso de

complejacion [168].

En los estudios de complejacion de esta tesis doctoral se realizaron valoraciones
voltamperométricas directas e inversas con un dispositivo ex-sifu BiSPCE y los sistemas
que se consideraron fueron el Cd(II)-GSH y el Cd-PC,. Las valoraciones directas
consisten en adicionar alicuotas de una solucién de ligando, ya sea GSH o PC,, a una
solucion de metal y en las valoraciones inversas se adiciona el metal a la solucion de
ligando. Los resultados de este estudio dieron lugar a una publicacién (Talanta 107

(2013) 356-360 (Trabajo 3)).

Sistema Cd(II)-GSH

En las valoraciones directas del sistema Cd(II)-GSH se llevaron a cabo adiciones
sucesivas de ligando sobre la solucién de metal hasta un ratio GSH:Cd* de 3:1 y en las

inversas se realizaron adiciones sucesivas de metal hasta un ratio Cd**:GSH de 2,25:1.

Los voltamperogramas obtenidos fueron ordenados en matrices de datos para poder ser
trabajados quimiométricamente. Las matrices obtenidas contienen tantas filas como
ratios se han considerado, y tantas columnas como potenciales se han registrado para

cada voltamperograma.

En la Figura 1a y Figura 1b del Trabajo 3 se muestran los voltamperogramas obtenidos
en las valoraciones directa e inversa, respectivamente, para el sistema Cd(II)-GSH. Las
matrices que se muestran en esta figura corresponden a los voltamperogramas
obtenidos, una vez los voltamperogramas originales se han tratado con diversos

programas desarrollados por el grupo de investigacion e implementados en Matlab, para
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su suavizado y correccion de la linea de base. En la Figura 16 a) y c) se presentan los
voltamperogramas originales (sin suavizar) de las valoraciones directa e inversa que

como se puede ver son muy complejos.
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Figura 16. Sistema Cd(ll)-GSH. Voltamperogramas originales sin suavizar de los datos de la matriz
experimental a) valoracion directa, y c) valoracion inversa; y estimacion del numero de componentes
(SVD) de las matriz I: b) valoracion directa, y d) valoracion inversa.

Una vez suavizados los datos y corregida la linea base, se realiza el tratamiento
quimiométrico correspondiente para poder obtener informacion sobre el proceso de

complejacién; para ello se consideraron los métodos de MCR-ALS y GPA.

La inspeccion visual de las matrices de datos y la evolucion de las sefales a lo largo de
la valoracién permiten proponer un nimero de componentes tentativo que expliquen el

comportamiento del sistema. En este punto recordar, tal como se ha dicho en la
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introduccién, que cada componente esta relacionado con un proceso electroquimico y
no necesariamente ha de corresponder a una especie quimica. Para ayudar a la seleccién
del nimero de componentes se aplicé el método de descomposicién de valores
singulares (SVD) a las matrices de datos. Este tratamiento sugiere que el
comportamiento de ambas matrices propone la presencia de 4 componentes (Figura 16 a

y d respectivamente).

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente (concepto de componente en electroanélisis)
y la evolucién de los voltamperogramas a lo largo de la valoracién se proponen los
siguientes componentes para explicar el sistema Cd(II)-GSH: i) el componente
relacionado con la sefial anddica del material del electrodo, y asociado con el ligando
libre; ii) componente 2, sefial anddica pero esta vez relacionada con el complejo; iii)
componente 3 relacionado con el proceso de reduccion del metal libre; y iv)
componentes 4 y 4’ relacionados con los procesos de reduccion de los complejos
formados (reduccion del enlace del metal). El componente 4’ solamente se observa en la
valoracién directa, pudiendo estar asociado a un complejo débil de Cd(II)-GSH (ver la

Figura 1 del Trabajo 3).

Dadas las caracteristicas de la matriz de datos correspondientes a la valoracion directa
ésta nada més puede ser utilizada para obtener informacién cualitativa sobre el sistema,
ya que el fuerte solapamiento de las sefiales no permite la aplicaciéon ni del MCR-ALS
ni del GPA. En ninguno de los casos se obtenian resultados razonables o el proceso no

llegaba a converger.

La informacién mds importante acerca del proceso de complejacioén fue la obtenida de
la valoracion inversa (Figura 1b del Trabajo 3). El andlisis cualitativo de esta matriz de
datos permite seguir la evoluciéon del sistema de una manera bastante clara.
Inicialmente, la solucion de medida que nada mas contiene GSH presenta un pico ancho
atribuido a la sefial anddica asociada al GSH y, que asociamos al componente 1 (ca. -
0,73 V), la cual comienza a disminuir con la primera adicién de cadmio, apareciendo a
su vez un pico a ca. -1,07 V correspondiente a la formacion del complejo Cd(1I)-GSH,
componente 4; después de varias adiciones de Cd(II), la sefial anddica del GSH

(componente 1) desaparece por completo y se observa la presencia de un pico a

ca. -0,85 V (componente 2) que muestra un comportamiento similar al del complejo y
que corresponde a la sefial anddica del complejo; a ratios Cd(II)-GSH mayores de 0,5 se

aprecia un nuevo pico intenso (ca, -1,01 V) correspondiente a la reduccion del Cd(II)
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libre (componente 3), al mismo tiempo la sefial del complejo Cd(II)-GSH (componente

4) se estabiliza.

La evolucién del sistema Cd(II)-GSH observada en este trabajo con el ex-situ BiSPCE

es equivalente a la observada en trabajos previos usando electrodos de mercurio [169].

Los mejores resultados para el andlisis de la matriz inversa se obtuvieron aplicando
MCR-ALS a la matriz resultante de la valoracién del GSH con el Cd(II). Los mejores
resultados se obtienen (lof de 9,73%) considerando 4 componentes, y aplicando las
restricciones de no negatividad (tanto para las concentraciones como para las sefiales),
forma del pico para todos los componentes y selectividad para los compontes 2 y 4. En
la Figura 2 del Trabajo 3 se pueden observar los voltamperogramas unitarios (a) y los

perfiles de concentracién (b) obtenidos.

A pesar de algunas ambigiiedades, posiblemente debidas al fuerte solapamiento de las
sefales y al excesivo peso del pico del metal, el andlisis de los perfiles de concentracion
confirmé el comportamiento cualitativo del sistema Cd(II)-GSH, comentado
anteriormente y permitié proponer la formacion del complejo 1:2 y del complejo 1:1
Cd:GSH. Estos resultados estdn en concordancia con los resultados obtenidos cuando se
utiliza un electrodo de mercurio donde el modelo de complejacion propuesto indicaba la
formacion de los complejos Cd(GSH), y Cdx(GSH), [169]. Esta concordancia entre el
BiSPCE y el electrodo de mercurio indica la posibilidad de usar este dispositivo mas

amigable con el medio ambiente para estudios de complejacion.

Sistema Cd(II)-PC,

Al igual que con el sistema anterior, la valoracion directa proporciond tnicamente
informacion cualitativa acerca del comportamiento del sistema. En la Figura 17a y
Figura 17b se presentan los voltamperogramas originales sin suavizar y las graficas

correspondientes a la aplicacién de SVD a los datos experimentales.
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Figura 17. Valoracion inversa de sistema Cd(Il)-PC,: a) voltamperogramas originales sin suavizar de los
datos de la matriz experimental; y b) estimacion del nimero de componentes (SVD) de las matriz I.

Para obtener una informacion mas completa del proceso de complejacion se considerd
la matriz correspondiente a la valoracion inversa (Figura 3 del Trabajo 3). La aplicaciéon
del SVD a los datos obtenidos sugiere la existencia de 4 componentes, aunque
finalmente el comportamiento del sistema se explica muy bien con 3 componentes. Al
inicio de la valoracion se observa un pico ancho (componente 1) a ca. -0,98 V que esta
asociado con la sefial anddica del material del electrodo y su interaccion con la PC,.
Después de varias adiciones de Cd(Il), el pico del componente 1 va disminuyendo vy,
simultdneamente, aparece un nuevo pico (componente 3) a ca. -1,30 V que va
aumentando de altura al avanzar la valoracion. Este pico (componente 3) estd
relacionado con el complejo entre Cd(II) y la PC,. Finalmente, cuando la sefial asociada
con el ligando libre ha desaparecido por completo a ca. -1,03 V aparece el pico,
relacionado con la reduccién del ion metdlico libre (componente 2) y va creciendo con

la adicidn del metal.

Al aplicar los diferentes tratamientos quimiométricos a los datos obtenidos en la
valoracién inversa, se vio que al igual que para el sistema anterior, los mejores
resultados se obtenian al aplicar MCR-ALS. Pero en este caso, si el tratamiento se hacia
siguiendo las mismas pautas que en el sistema anterior no se alcanza la convergencia, ni
considerando tres componentes (sefial anddica del ligando, la sefial del metal libre y la
seflal de complejo) ni cuatro (sefial anddica del ligando, la sefial del metal libre y la
sefial de complejo y su correspondiente sefial anddica). Por lo que se opt6 por anadir un

componente adicional relacionado con la linea de base. En estas condiciones el
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tratamiento proporciona resultados satisfactorios con una falta de ajuste de 10,92%. La
adicion de este componente, que no tiene una forma de pico, es util para corregir la
distorsion de la linea base original y se puede justificar después de un andlisis cuidadoso
de la matriz de datos. En este tratamiento se aplicaron las restricciones de no
negatividad para la concentracion y los voltamperogramas; forma de pico para todos los
componentes, excepto el componente asociado con la linea base; y selectividad para los
componentes 1 y 2. Los voltamperogramas unitarios y el perfil de concentracién

proporcionados por MCR-ALS se muestran en la Figura 3 del Trabajo 3.

El andlisis de los perfiles de concentracién permitié proponer la formacién de un
complejo 1:2 Cd**:PC,. No obstante el analisis mas detallado del perfil muestra que el
componente 2 no aparece hasta un ratio Cd**:PC, préximo a 1, lo que podria indicar la
formacién de un complejo Cd**:PC, 1:1 0 2:2 cuya sefial no fuese visible. Este hecho
inusual podria explicarse por la forma complicada de los voltamperogramas, que
requieren de la introduccion del componente de linea base en el tratamiento MCR-ALS.
Esta linea de base podria ocultar una sefial muy pequeila o0 muy ancha de un posible
complejo 1:1. Si se comparan los resultados obtenidos para ambos sistemas, Cd(II)-
GSH y el Cd(II)-PC,, se puede ver que la sefial anddica relacionada con la PC, libre
(componente 1) y la senal del complejo Cd(II)-PC, (componente 3) aparecen a
potenciales mas negativos que las correspondientes para el sistema Cd(I[)-GSH; esto se
debe a la mayor estabilidad del enlace metal ligando en el caso de la PC, en
comparacion con el GSH. En general, cuanto mas negativo es el potencial de la sefial de

reduccién del complejo, mds fuerte es el enlace metal-ligando.

Los resultados de este trabajo muestran las posibilidades de los BiSPCE en estudios de
complejacion aunque habria que indicar que la informacion obtenida con estos

dispositivos no es tan clara como la obtenida con los HMDE [169].
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10. Aplicacion de un electrodo serigrafiado de carbono
modificado con antimonio a la determinacion de Cd(ll), Pb(ll)

y Cu(ll) en muestras naturales con DPASV

A pesar que el bismuto ha demostrado con €xito ser un material alternativo al mercurio,
cuando se utiliza un BiSPCE modificado via ex-sifu presenta problemas en la
determinacién de iones con un potencial estindar més positivo que el del bismuto. Por
otro lado, se han observado algunas limitaciones en la determinacién de Cu(Il) cuando
se usa un in-situ BiFE debido a la competencia del cobre y el bismuto por
electrodepositarse en la superficie del electrodo [42]. Asi pues, la busqueda de
materiales alternativos al mercurio sigue siendo un tema de gran interés. El antimonio
que presenta algunas caracteristicas favorables como son su posible uso en medios muy
acidos (pH 2 o inferiores) y sus bajas sefiales de fondo en la zona del limite del
potencial anddico, muestra ademds una seflal muy baja de reoxidacién del antimonio
comparada con la sefial de los electrodos de bismuto o de mercurio. Esta caracteristica
del electrodo de antimonio permitiria la determinacion de otros analitos de interés con
potenciales de redisolucion cercanos al potencial de reoxidacion del antimonio, como el
Cu(Il), HgII) y Bi(I1ID).

Asi pues, se considerd interesante estudiar la aplicabilidad del electrodo de antimonio
en la determinacion de metales como Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il). En este estudio al igual
que en el Trabajo 1, se realizé la caracterizacion morfolégica de los electrodos de
antimonio preparados via in-situ, ex-situ, y de un electrodo comercial obtenido via
sputtering.

Como en el caso de los BiSPEs, se llevé a cabo un estudio sistemético, optimizando en
primer lugar los pardmetros para la correcta elaboracion de las peliculas de antimonio
sobre la superficie de carbono via ex—situ e in-situ, la caracterizacion analitica de los
dispositivos y su aplicacion para la determinacién Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il) en un agua

subterranea certificada.
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An in-situ antimony film screen-printed carbon electrode (in-situ SbSPCE) was successfully used for the
determination of Cu(Il) simultaneously with Cd(1I) and Pb(II) ions, by means of differential pulse anodic
stripping voltammetry (DPASV), in a certified reference groundwater sample with a very high
reproducibility and good trueness. This electrode is proposed as a valuable alternative to in-situ bismuth
film electrodes, since no competition between the electrodeposited copper and antimony for surface
sites was noticed. In-situ SbSPCE was microscopically characterized and experimental parameters such as
deposition potential, accumulation time and pH were optimized. The best voltammetric response for the
simultaneous determination of Cd(II), Pb(II) and Cu(ll) ions was achieved when deposition potential was
—1.2V, accumulation time 120s and pH 4.5. The detection and quantification limits at levels of ugL '
suggest that the in-situ SbSPCE could be fully suitable for the determination of Cd(II), Pb(Il) and Cu(II) ions
in natural samples.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

for electroanalytical purposes [2]|. However, some limitations for
the determination of Cu(ll) were observed using in-situ bismuth

Mercury was used as an electrode material for a long time
due to their wide cathodic range. Nevertheless, due to the
potentially toxicity of mercury vapors and mercury salts, the
research of alternative materials is an area of major concern [1]. In
2000 bismuth film electrodes (BiFE) were introduced as sub-
stitutes of mercury electrodes demonstrating their applicability

* Corresponding author. Tel.: +34 93 402 15 45; fax: 34 93 402 12 33.
E-mail address: cristina.arino@ub.edu (C. Arifio).

http:/[/dx.doi.org/10.1016/j.aca.2014.12.011
0003-2670/@ 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

film electrodes due to the competition of the electrodeposited
copper and the bismuth for surface sites [2]. Thus, the presence of
Cu(ll) interferes on the determination of Pb(Il) and Cd(II)
decreasing the sensitivity of the bismuth film electrode validating
the theory of competition between Cu(ll) and Bi(Ill) ions [3].
With the aim of developing new electrode materials, in 2007,
antimony film electrodes (SbFE) were considered for metal ions
determination [4,5]. The principal advantages of the SbFE in
comparison to the BiFE were the wider useful potential window,
and its performance at more acidic media [6]. The general
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Sb-coating methods are similar to those used for the preparation of
BiFEs: (i) in-situ plating method — the electrode is immersed directly
into the sample solution containing Sb(IIl) ions and antimony is
electrochemically deposited on the electrode surface during the
analysis [4,6-8]; (ii) ex-situ plating or preplated method - the
electrode is immersed into a Sb(Ill) solution and, after the
application of an appropriate potential, Sb(IlI) ions are reduced to
metallic Sb and electroplated on the electrode surface; later, the
SbFE is rinsed carefully with ultra-pure water and then immersed
into the sample solution [9,10]; (iii) the “bulk” method - the
modification with Sb takes place during the preparation of the
electrode and involves the preparation of a mixture of carbon
paste and antimony precursor (Sb;03); Sb precursor is later
electrochemically reduced to metallic Sb at a selected potential
[11]; and (iv) the sputtering method - the thin film of antimony is
obtained by the antimony sputtering on a silicon substrate [12].

Glassy carbon and carbon paste are the substrates most
commonly used for SbFE. Additionally, gold and platinum disk
electrode as well as boron doped diamond (BDD) [13] were also
used. Nevertheless, the carbon substrates provided better results
than Au and Pt substrates [6].

On the other hand, screen printed technology is a renowned
method for the fabrication of sensors and biosensors. Screen-printed
electrodes (SPEs) usually include a three electrode configuration
(working, counter and reference electrodes) printed on the same
strip [ 14]. Moreover, screen-printed devices present the advantage
that they do not need to be polished as the typical glassy
carbon electrodes, or be prepared as the carbon paste electrodes.
SPEs are well known for their low-cost commercial availability,
miniaturized size, and the possibility of connecting them to
portable instrumentation. Bismuth screen-printed electrodes
(BiSPEs) were successfully used for the determination of different
metal ions [13-16] as well as for complexation studies [17].

Studies devoted to the application of Sb electrodes for the
simultaneous determination of Cu(Il) with others metals ions such
as Cd(11) and Pb(II), or the single determination of Cu(ll) are really
scarce [18,19]. A tentative study using an antimony film
microelectrode (SbFME) for the determination of Cd(II), Pb(Il)
and Cu(lIl) [18] was carried out and, although the simultaneous
determination of the three metals was not successfully achieved, it
demonstrated the possibilities of Sb electrodes for the determina-
tion of Cu(ll). Regarding the applicability of antimony screen
printed electrodes (SbSPE) for the analysis of metal ions, only few
studies are published using modified SbSPE for the determination
of Pb(II) [20,21], for the determination of Hg(Il) [21], and for the
simultaneous determination of Cd(Il) and Pb(II) [22]. Nevertheless,
the applicability of an in-situ antimony screen-printed carbon
electrode (in-situ SbSPCE) for the single determination of Cu(II) or
for the simultaneous determination of this metal ion with other
metal ions such as Cd(Il) and Pb(Il) was not investigated yet.

Thus, in the present work, an in-situ antimony electrode
obtained from the modification of a commercial screen printed
carbon electrode (in-situ SbSPCE) were microscopically and
analytically studied for the determination of Pb(ll), Cd(Il) and
Cu(Il) using differential pulse anodic stripping voltammetry
(DPASV). Moreover, in-situ SbSPCE were applied for the first time
for the simultaneous monitorizacion of Pb(II), Cd(II) and Cu(Il) ions
in a certified groundwater sample.

2. Experimental
2.1. Chemicals
A Sb(lll) 1000 mgL~" atomic absorption standard solution was

purchased from Merck. Certified reference material, groundwater
(BCR™-610), and ultrapure potassium nitrate were purchased from
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Sigma-Aldrich. All other reagents used were Merck or Fluka
analytical grade. Daily standard solutions of Cd(II), Pb(Il) and
Cu(ll) were prepared by appropriate dilution of stock solutions
10-2mol L, prepared from Cd(NO3)2-4H.0, Pb(NO3),-4H-0 and
Cu(NO5);-3H50 respectively, and standardized complexometri-
cally. 0.01 molL™" solutions of hydrochloric acid (pH 2.0), maleic
acid/maleate buffer solution (pH 6.8) and acetate buffer solution
(pH 4.5) were used for pH control. 0.01molL™' KNO; was
employed as supporting electrolyte. Ultrapure water (Milli-Q plus
185 system, Millipore) was used in all experiments.

2.2. Apparatus

Differential pulse anodic stripping voltammetric (DPASV)
measurements were performed in an Autolab System PGSTAT12
(EcoChemie, The Netherlands) attached to a Metrohm 663 VA
Stand (Metrohm, Switzerland) and a personal computer with GPES
version 4.9 data acquisition software (EcoChemie).

The reference electrode (to which all potentials are referred)
and the auxiliary electrode were Ag/AgCI/KCl (3 molL™") and Pt
wire, respectively.

In all the experiments, the working electrode used was an
in-situ SbSPCE prepared from a commercial screen-printed carbon
disk electrode of 4 mm of diameter (ref. DRP-110, DS SPE) provided
by DropSens (Spain).

All measurements were carried out in a glass cell at room
temperature (20°C) under a purified nitrogen atmosphere (Linde
N50).

Unless otherwise indicated, a pulse time of 40 ms, step potential
of 2mV, and pulse amplitude of 50mV were applied in the
stripping step. The optimized deposition potential (E4) was applied
with stirring during the optimized accumulation time (¢,..), and a
rest period (t;) of 30s was maintained between deposition and
stripping step.

The surface morphology characterization was carried out by a
scanning electron microscope JSM 7100FE from JEOL (Japan).

2.3. Experimental procedure

2.3.1. In-situ preparation of SbSPCE

For the antimony in-situ modification of SPCE, a 0.5mgL !
Sb(1Il) ion solution was directly added to the sample solution and
electrochemically deposited with the target metal ions (cadmium,
lead and cooper) on the electrode surface during the analysis.

2.3.2. Procedure

The linear calibration plots for the simultaneous determination
on an in-situ SbSPCE by DPASV of Pb(II) and Cu(II), and of Pb(II), Cd
(I) and Cu(ll), at E4 of —0.7V and —1.20V respectively, were
obtained increasing metal concentrations at pH 4.5 acetate buffer
and 0.01mol L~ ionic strength.

In the analysis of the certified groundwater sample, voltam-
metric analysis started by placing in the cell a volume of the sample
(BCR™-610) in 0.01 mol L ! acetate buffer (pH 4.5) and 0.01 mol L !
KNO3. Then, the sample was deaerated with pure nitrogen for
15min, to avoid the effect of oxygen in voltammetric measure-
ments, and the voltammetric scan was recorded. In the case of
calibration by standard addition, four aliquots of Cd(II), Pb(II) and
Cu(II) standard solutions, applying a Eq of —1.2V, and five aliquots
of Pb(II) and Cu(II) standard solutions, applying a Eq of —0.7 V, were
further added and the respective curves were recorded. All
solutions were deaerated and mechanically stirred for 30s after
each standard addition. In order to prevent changes in ionic
strength, the solutions to be added contained 0.01 mol L~ KNO5.

In both, linear calibration plots and analysis of the certified
groundwater sample, before each measurement a cleaning
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step was performed by keeping the working electrode at +0.5V
for 15s.

3. Results and discussion
3.1. Morphological surface characterization: SEM analysis

Fig. 1 compares the SEM images obtained at 5000x magnifi-
cations of a bare SPCE and different Sb-coated SPEs. The scanning
electron micrograph of a typical (commercial) bare SPCE (Fig. 1A)
exhibits a uniform carbon surface in comparison with the other
SbSPE surfaces (Fig. 1B-D). Fig. 1B and C corresponds to SEM
images of in-situ and ex-situ SbSPCE respectively, in which the
deposited Sb can be observed. In both, in-situ and ex-situ SbSPCE,
the Sb film was formed by firmly fixed Sb, although Sb (particularly
in the ex-situ SbSPCE) does not cover the entire carbon surface.
Moreover, the ex-situ SbSPCE surface is different from that of the
in-situ SbSPCE, the Sb particles in the ex-situ one are bigger,
brighter and more randomly dispersed than those observed on the
in-situ SbSPCE surface.

The surface morphology of Sbspuerea SPE looks different from
the rest of SbSPE (Fig. 1D). The Sb particles have different sizes, and
are bigger and more compact than those observed on the ex-situ
SbSPCE micrograph. The main differences are that the substrate of
this electrode is ceramic instead of carbon and that antimony was
sputtered directly on it.

The comparison of the SEM micrographs show that both the
Sb-coating method and the type of substrate greatly affect the

shape, size and distribution of Sb particles deposited on the
electrode surface.

Given the better morphological features of the in situ protocol
on the carbon screen-printed support together with the fact that
the in situ plating simplifies and shortens the experimental
procedure (as no separate antimony-plating step is required), this
was used for all further experiments.

3.2. Optimization of electrochemical parameters and condition media
for the in-situ SbSPCE

The effect of deposition potential, accumulation potential and
pH of the medium in the voltammetric response of the in-situ
SbSPCE for the simultaneous determination of Cd(Il), Pb(II) and
Cu(ll) was investigated.

3.2.1. Effect of the deposition potential

As a significant parameter in the preconcentration of metal ions
in stripping analysis, the effect of the deposition potential was
investigated (Fig. 2). Stripping voltammetric measurements of a
solution containing 5 x 10~"mol L~" of metal ion solution were
carried out using deposition potentials (E4) of —0.5V, —0.7V and
—1.2Vin 0.01 mol L~ ! acetate buffer solution (pH 4.5) and applying
an accumulation time (ta.c) of 120s.

At Eq of —0.5V (Fig. 2, thin line) only a badly shaped peak of
Cu(ll) is observed, at ca. —0.02V, which is strongly overlapped
with the Sb(IlI) signal. Applying a E4 of —0.7 V (Fig. 2, dotted line)
peaks related to Pb(Il) and Cu(ll), at ca. —0.58V and ca. —0.02V

Fig. 1. Scanning electron micrographs: (A) commercial screen printed carbon electrode (SPCE); (B) antimony film coated in-situ on a commercial SPCE; (C) antimony film
coated ex-situ on a commercial SPCE; (D) commercial antimony sputtered screen-printed electrode. Resolution of 1 um, magnification of 5000 and accelerating potential of

15.0 kV were used.
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Fig. 2. Deposition potential effects observed measuring a solution 5 x 10~" mol L'
of Cd(11), Pb(11) and Cu(Il) by DPASV on an in-situ SbSPCE applying an Eg of —~0.5V
(thinline), —0.7V (dotted line)and —1.2V (thick line) during a t,.. of 120s at acetate
buffer (pH 4.5) and 0.01 mol L' KNOs.

respectively, are clearly noticed. Both peaks are well defined,
nevertheless a minimum overlapping between Cu(ll) and Sb(III)
peaks (close to —0.16V) is appreciated. Finally, at E5 of —1.2V,
peaks of Cd(II), Pb(ll) and Cu(ll) ions, are obtained (Fig. 2, thick
line), exhibiting very well shaped peaks for Cd(Il) and Pb(Il), at
ca. —0.78V and —0.58 V respectively, and a defined Cu(ll) peak, at
ca. —0.02V, which is slightly overlapped with the Sb(Ill) peak
at ca. —0.16 V.

From the voltammograms shown in Fig. 2, it can be concluded
that using an in-situ SbSPCE the simultaneous determination of
Pb(Il) and Cu(ll) can be successfully carried out at E4 of —0.7V,
whereas the simultaneous determination of Cd(II), Pb(II) and Cu(II)
is achieved applying an E4 of —1.2V.

3.2.2. Effect of the accumulation time

DPASV measurements of a 2 x 10 ®mol L~ ! metal ion solution,
in 0.01 mol L' acetate buffer solution pH 4.5, were carried out at
different t,. ranging from 30 to 180s and applying an E4 of —1.2V
(data not shown). Non-very well defined peaks were observed at
ticc of 30-60s, while at ... of 90-180s very well defined peaks
were obtained for all metal ions that, as expected for stripping
voltammetry, increase proportionally to the t,.. According to this
study, an optimal ¢, of 120 s was selected.

3.2.3. Effect of pH

The optimization of the pH for the simultaneous determination
of Cd(I1), Pb(Il) and Cu(IT) by DPASV on the in-situ SbSPCE was
carried out increasing the metal concentration from 1.0 % 107 to
2.0 x 10" °mol L~ and applying an Eq of —1.2V and t.cc of 1205 at
three different pH values: hydrochloric acid (pH 2.0), acetate buffer
solution (pH 4.5) and maleic acid/maleate buffer solution (pH 6.8)
(Fig. 3).

The voltammetric responses are significantly different. At
hydrochloric acid (pH 2.0) (Fig. 3A) only Pb(Il) exhibits, at ca.
—0.51V, an unique and undistorted peak, which increases
proportionality with the metal concentration; whereas Cd(ll)
peak, at ca. —0.79V, is very small and practically independent on
the metal concentration. Regarding Cu(Il) ion, it presents a peak,
at ca. 0.21V, which appears strongly overlapped with the Sb(III)
peak. A better performance was observed at acetate buffer
solution (pH 4.5) (Fig. 3B) where the peaks related to Cd(Il),
Pb(I1) and Cu(Il) ions, at ca. —0.79V, —0.51 V and 0V respectively,
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are well defined and evolve with metal concentrations, as it can be
expected. In addition, at pH 4.5, the obtained Cu(ll) peak is
practically non-overlapping with the Sb(IIl) peak. Finally, at maleic
acid/maleate buffer solution (pH 6.8) (Fig. 3C) a relatively well
defined Cu(ll) peak, at ca. —0.11V, completely separated from
the Sb(IIl) one was detected, but neither signals due to Cd(II)
nor Pb(Il) ions were observed. At this pH value, the Cu(Il) peak
increases as expected with the metal concentration, but the
values of the peak currents are lower than those observed at
pH 4.5. Thus, the obtained voltammograms show that this
pH value drastically affects the reoxidation of metal ions,
probably due to the presence of some metal hydrolysis andfor
the possible complexation with the buffer system.

From these results it can be concluded that the most favorable
pH value for the simultaneous determination of Cd(II), Pb(Il) and
Cu(Il) on in-situ SbSPCE is pH 4.5. For all further experiments, a pH
4.5 was considered for metal determination.

1/ pA
24 Ph(11)

pH=2.0

Cu(In)

Sbln)._

Cd(ry

-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0

3 pH=4.5 Cu(n)

12 Ph(IT)

6 | Sh(lT)
| cd(n

o | S— = B —

-1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0
E/V

1/pA

18 Sh(IIn)

pH=6.8
15

12 Cu(lly

E/V

Fig. 3. DPASV measurements at increasing concentrations of Cd(Il), Pb(II) and Cu(1I)
on an in-situ SbSPCE using a Eq of —1.2V during a e of 120s and 0.01 mol L ! KNO4
at the three evaluated pHs: (A) hydrochloric acid (pH 2.0), (B) acetate buffer solution
(pH 4.5), and (C) maleic acid/maleate buffer solution (pH 6.8).
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Table 1
Calibration data for the simultaneous determination of Cd(II), Pb(I1) and Cu(lI), and Pb(I1) and Cu(Il) at Eq of —1.2V and E4 of —0.7 V respectively on in-situ SbSPCE using a t,c of

1205 at pH 4.5 and 0.01 mol L ! ionic strength.

Eq -12V -0.7V
Metals Cd(In) Pb(I1) Cu(ll) Pb(I1) Cu(ll)
Regression® y=0.66x — 4.37 y=023x-435 y=5.61x—-29.95 y=0.75x—14.78 y=761x—-0.57
R? 0.995 0.994 0.999 0.995 0.999
Linear range 11.5-72.4 16.8-62.6 53-99.8 16.1-55.5 0.95-54.8
(pgl ')’
LOD 34 50 1.6 48 0.28
(ngl "

@ y is the peak area (a.u.) and x the concentration (ug LY.,
b The lowest value of the linear range was considered from the LOQ.

3.3. Calibration data Eq of —12V, for the simultaneous determination of Cd(II)

Pb(ll) and Cu(ll), were considered for the evaluation of

As it was explained in Section 3.2.1, an E4 of —0.7V, for linearity, limit of detection (LOD) and limit of quantification
the simultaneous determination of Pb(II) and Cu(ll), and an (LOQ) (Table 1).
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Fig.4. DPASV measurements in groundwater samples on an in-situ SbSPCE at pH 4.5 and 0.01 mol L~ ionic strength using a t,.. 0f 120 s at (A) Eq of —1.2V and (C) Eq of 0.7 V;
and Cu(ll) standard addition plots at (B) E4 of —1.2V and (D) Ey of —~0.7 V.
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Table 2

Total concentrations of Cd(I1), Pb(I1) and Cu(Il) determined in certified groundwater (BCR"-610) by DPASV on in-situ SbSPCE by standard addition calibration method applying

a taec of 1205 at pH 4.5 and 0.01 mol L' ionic strength.

Eq4 Copper RSD (%) Relative error (%) Cadmium RSD (%) Lead RSD (%)
(pgl™) (pgl ") (rgl™

-1.2 438 38 43 nd. - n.q -

-0.7 45.2 0.4 11 - - n.q -

Certified metal value 45.7 33 - 2.94 27 778 1.7

n=3 for RSD (%); n.d.: not detected; n.q.: not quantified.

The lowest values of the linear concentration ranges were
established from the corresponding LOQs, which were calculated
as 10 times the standard deviation of the intercept over the slope of
the calibration curve of the target ions. LODs were evaluated by
considering 3 times the previous relation. For LOD and LOQ
determinations, ten standard solutions of Pb(Il) and Cu(ll) and
thirteen standard solutions of Cd(Il), Pb(Il) and Cu(ll) were used
as calibration samples. In all cases, well defined stripping peaks
were obtained (data not shown).

Excellent linear responses of peak area versus metal ion
concentrations were obtained using the in-situ SbSPCE for all
metals in both studies. As shown inTable 1, both LOD and LOQ were
at the level of g L~'for all metal ions. For Pb(1I), LOD and LOQ are
independent of the deposition potentials; for Cu(ll) are slightly
lower at Eq —0.7 V; and for Cd(I1) and Pb(Il), the LODs are slightly
higher than those reported in the literature for Sb electrodes [5,18].
In contrast, for Cu(ll), the LOD obtained in the simultaneous
calibration with Cd(Il) and Pb(ll), applying an E4 of —1.2V, is
comparable to that previously reported for the individual
determination of Cu(ll) using Sb electrodes [18,19]. However, a
lower LOD was achieved at Eq —0.7 V [4,18,19]. Moreover, the Cu(Il)
LODs obtained in this work for in-situ SbSPCE are significantly
lower than those provided by an in-situ bismuth screen-printed
electrodes (in-situ BiSPCE) (Table 2 in [ 14]). Therefore the reported
calibration data suggest that the in-situ SbSPCE could be fully
suitable for the simultaneous determination of Cd(Il), Pb(Il) and
Cu(ll) at trace levels in naturals samples without signs of
competition of the electrodeposited copper and antimony for
surface sites. Moreover, the screen-printed carbon electrodes are
commercially available and do not need any previous treatment as
polishing of the electrode or the previous preparation of the film.

3.4. Application to the analysis of a groundwater reference material

A groundwater certified reference material (BCR™-610) was
selected to study the suitability of the in-situ SbSPCE for the
simultaneous determination of Cd(II), Pb(ll) and Cu(ll), as an
example of its applicability for the analysis of natural samples.
Metal ions determination was carried out by means of the standard
addition method. Then, voltammetric stripping measurements at
the optimized conditions described above were performed
including the additions of Pb(Il) and Cu(ll) at E4 —0.7V, and
Cd(1n), Pb(I1) and Cu(Il) at E5 —1.2 V. It should be mentioned that the
same device was used for the DPASV measurements of a complete
analysis. Fig. 4A and C shows representative DP voltammograms
obtained in the analysis of the groundwater samples on an in-situ
SbSPCE at both E; —1.2V and —0.7 V respectively. Cd(Il), Pb(II) and
Cu(ll) peaks behave in the same way as in the calibration data:
well defined peaks for the three metal ions were obtained
applying a Eq of —1.2V, and only a slightly overlapping between
Cu(ll) and Sb(lll) peaks is exhibited (Fig. 4A). At Eq of —0.7 V, regular
stripping Pb(II) peak, showed as an inset, and an undistorted
Cu(ll) peak are observed in Fig. 4C.

Standard addition plots for Cu(II) (Fig. 4B and D) shows the good
correlation of the measurements carried out applying an E4 of
—1.2V and —0.7V respectively. It should be mentioned that the
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Cd(II) and Pb(Il) standard addition plots are not provided: the
concentration of Pb(lIl) is below the LOQ while that of Cd(II) below
the LOD.

The Cu(ll) concentrations of three replicates of the certified
groundwater obtained by DPASV at E4 of —1.2V and -0.7V
are reported in Table 2. A good concordance between Cu(ll)
concentrations were obtained for both E4, as well as with the
certified Cu(ll) value. The relative standard deviation (RSD %)
and the relative error (%) were higher at Eq of —1.2V than at E4 of
—0.7V probably due to the fact that, even small overlapping
between the Cu(ll) and Sb(lll) peaks at E4 of —1.2V, hinders the
precise measurement of the peaks. Nevertheless, these good
results confirm the applicability of the in-situ SbSPCE for
the determination of low levels concentrations of Cu(ll) simulta-
neously with Cd(Il) and Pb(ll) ions in environmental samples.

4. Conclusions

An in-situ SbSPCE was proposed as an alternative to in-situ BiFE
for the simultaneous determination of Cd(II), Pb(Il) and Cu(Il) ions
in natural samples. Firstly, microscopic features of an in-situ
SbSPCE were compared with those of other SbSPEs, and the
electrochemical parameters for the detection of Cd(II), Pb(Il) and
Cu(ll) by DPASV using the in-situ approach were optimized. The
best voltammetric response was achieved using a Eq of —0.7V and
—1.2V for the simultaneous detection of Pb(II) and Cu(ll) and Cd
(11), Pb(Il) and Cu(ll) respectively. In-situ SbSPCE provides well-
shaped stripping peaks for Cd(Il), Pb(Il) and Cu(ll) at E4 of both
—0.7V and —1.2V, although a slightly overlapping between Cu(lI)
and Sb(IIl) peaks is appreciated at Eq of —1.2 V. The obtained LODs
and LOQs were at levels of wgL™" for all metals. Particularly for
Cu(Il), similar or even slightly lower values were reported as
compared to previous studies for Sb electrodes. At the view of the
results, it can be concluded that in-situ SbSPCE constitutes a good
alternative to in-situ BiSPCE for the determination of Cu(ll)
simultaneously with Cd(ll) and Pb(Il) ions. The obtained Cu(Il)
LODs are not only significantly lower but also no competition of the
electrodeposited copper and antimony for surface sites was
detected. As in the case of the BiSPEs, the low toxicity, the
disposable character, the good reproducibility, the homogeneous
surface morphology and the low-cost commercial availability of
SPCE makes it attractive for environmental applications. Further-
more, the proposed electrode can be used for a large set of
measurements without signs of degradation or loss of sensitivity.

Under the above optimized conditions, the determination of Cd
(1), Pb(I1) and Cu(ll) in a natural sample on in-situ SbSPCE was
successfully carried out being able to quantify the Cu(ll)
concentration with very high reproducibility and good trueness
inferred by the relative standard deviation (0.4% and 3.8% at E4 of
—0.7V and —1.2V respectively) and the relative error (1.1% and
43% at Eq of —0.7V and —12V respectively) respectively.
Regarding Pb(Il), its detection was possible but not its quantifica-
tion either applying an Eq=—1.2 V or -0.7 V since its concentration
in the groundwater sample was below the obtained LOQ, whereas
Cd(11) could not even be detected because its concentration was
lower than the obtained LOD.
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10.2. Discusion de resultados

La caracterizacion morfoldgica de la superficie de los electrodos se llevé a cabo con un
microscopio electrénico de barrido JSM 7100FE de JEOL (Jap6n). En la Figura 18 se
muestran las imdgenes obtenidas con un aumento de 10.000x de las superficies de un
SPCE sin modificar (Figura 18a) y de diferentes SbSPEs (Figura 18b-d). En estas
imigenes se pueden observar claramente las diferencias entre las superficies de los
SbSPEs. Las superficies de la Figura 18 b-d son totalmente distintas a la del SPCE sin
modificar de la Figura 18a, en ellas se observan particulas de antimonio de diversos
tamafos, apariencia y distribucién. Si se compara el SbSPCE modificado via in-situ
(Figura 18b) con un SbSPCE modificado via ex-sifu (Figura 18c) se observa que en el
ex-situ SbSPCE las particulas son mds grandes y brillantes que en el in-situ SbSPCE
aunque no cubren por completo la superficie del electrodo. En el Sbgpyttered SPE (Figura
18d) las particulas son mds grandes y compactas evidenciando que esta superficie
electrodica es totalmente diferente al resto de las superficies de los SbSPEs, debido a
que la pelicula de este electrodo se obtiene depositando directamente el antimonio
mediante la técnica de sputtering sobre la superficie ceramica del electrodo, mientras
que en los otros la formaciéon de la pelicula se realiza electrodepositando el Sb de

manera in-situ o ex-situ sobre una superficie de carbono.

Primeramente se establecieron las condiciones 6ptimas para la formacion de la pelicula
como son la concentraciéon de antimonio y el pH de la disolucién. Seguidamente, se
optimizaron los pardmetros electroquimicos para la determinacion voltamperométrica
de metales pesados, y se procedid a la caracterizaciéon de los electrodos. El SbSPE
considerado para llevar a cabo el Trabajo 4 (Analytica Chimica Acta 855 (2015) 34-40)
fue el SbSPCE modificado via in-situ.

Después de diferentes experimentos se concluyé que la concentracion 6ptima de Sb(III)

que se debia afiadir a la disolucion de andlisis era de 0,5 mg L.

Los estudios realizados indicaron que es necesario aplicar un potencial de
condicionamiento de +0.5 V durante 15 s antes de cada medida. Se optimizaron los
parametros electroquimicos (Eq4 y tg), asi como las condiciones de medida (pH) para la

determinacién voltamperométrica de Cd(1I), Pb(Ill) y Cu(II).
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Figura 18. Micrografias de la superficie de los electrodos de antimonio: a) electrodos serigrafiados de
carbono comercial (SPCE); b) electrodo de antimonio modificando via in-situ; c) electrodo de antimonio
modificando via ex-situ; d) electrodo comercial obtenido via sputtering. Resolucién de 1 um,
magnificacion de 10.000x y potencial de aceleracion de 15,0 kV.

La seleccion del potencial de deposicion 6ptimo es vital para la determinacion de los
metales de interés. En la Figura 2 (Trabajo 4) se muestran las medidas
voltamperométricas llevadas a cabo a tres Eq4 diferentes (-0,5 V, -0,7 V y -1,2 V) en una
disolucién que contiene los metales objeto de estudio. A un E4 de -0,5 V se observa un
pico de Cu(Il) no muy bien definido y fuertemente solapado con el pico de Sb(III). A un
Eq de -0,7 V se obtienen picos bien definidos de Cu(Il) y Pb(Il), aunque, se observa un
pequeiio solapamiento entre el pico de Cu(Il) y el pico del Sb(III). Finalmente, a un E4
de -1,2 V, se obtienen picos bien definidos para el Cd(II), el Pb(Il) y el Cu(Il), aunque,
se observa un leve solapamiento entre el pico de Cu(Il) y el pico del Sb(IIl). Asi pues,
se concluy6 que los E4 6ptimos eran de -0,7 V para la determinacién de Cu(Il) y de

Pb(I) y de -1,2 V para la determinacion de los tres metales. La optimizacion del tg, se
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llevé a cabo aplicando tq desde 30 s hasta 180 s a un Eg4 de -1,2 V, observandose picos
claramente bien definidos de los metales a partir de 90 s hasta 180 s, selecciondndose un
tqg de 120 s. El efecto del pH en la determinacién voltamperométrica de metales se
estudi6 considerando tres valores de pH: i) pH 2,0 (HCI); ii) pH 4,5 (acético/acetato), y
iii) pH 6,8 (maleico/maleato). La Figura 3 A-C (Trabajo 4) muestra el comportamiento
de los metales estudiados a los tres pH considerados. Se observa un pico del Pb(Il) bien
definido a -0,51 V que aumenta proporcionalmente con la concentracién del metal,
mientras que el pico del Cd(II) no crece de forma proporcional al aumentar la
concentracion del metal, por lo que estd claro que este pH afecta al crecimiento del pico
de reoxidaciéon del Cd(II); mientras que el Cu(ll) presenta un pico a -0,21 V,
fuertemente solapado con el pico de Sb(IIl). A pH 4,5 se observé una mejor respuesta
(Figura 3 B del Trabajo 4), obteniéndose picos bien definidos para los tres metales
considerados, cuyo crecimiento es proporcional al incremento de la concentracion.
Ademais, a este pH, el pico del Cu(Il) practicamente no se encuentra solapado con el
pico del Sb(IIl). Finalmente, a pH 6,8 (Figura 3 C) se obtiene un pico relativamente
bien definido de Cu(Il) completamente separado del pico de Sb(Ill), pero no se obtienen
picos de reoxidacion para el Cd(Il) ni para el Pb(I). A pesar que se vio que el pico de
Cu(Il) aumenta de forma proporcional con la concentracién del metal, las intensidades
de los picos son menores que las observadas a pH 4,5. Por lo tanto, resulta evidente que
este pH afecta drasticamente la reoxidacion del Cd(II) y Pb(Il) probablemente debido a
la presencia de la hidrolisis de alguno de los metales y/o a la posible complejacion con
el sistema amortiguador. Asi pues, se concluyé que el pH mds favorable para la
determinacién simultanea de Cd(Il), Pb(Il) y Cu(Il) utilizando el in-situ SbSPCE era el
pH 4,5.

El calibrado de datos, se llevé a cabo considerando los dos Eq4 seleccionados (-0,7 V
para Pb(Il) y Cu(Il) y -1,2 V para Pb(Il), Cd(II) y Cu(Il)). En la Tabla 1 (Trabajo 4) se
presentan los resultados del calibrado de datos. Los LODs y LOQs se calcularon
considerando 3 y 10 veces, respectivamente, la desviacion estandar de la ordenada al
origen partido por la pendiente de la curva de calibrado de cada metal. El limite inferior

del intervalo de linealidad se estableci6 a partir del correspondiente valor de LOQ.

Para la determinacion del LOD y el LOQ, en todos los casos se obtuvieron picos de
redisolucién bien definidos para todos los metales considerados y respuestas lineales a

niveles de ug L. Al comparar los LODs y los LOQs de los diferentes metales,
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obtenidos aplicando los E4 seleccionados (-1,2 V 0 -0,7 V) se observa lo siguiente: i) en
el caso del Pb(Il), el LOD y el LOQ son independientes del potencial de deposicidn; y
ii) para el Cu(Il), el LOD y el LOQ son ligeramente mds bajos a un E4 de -0,7 V. Al
comparar los LODs del Cd(II) y del Pb(II) obtenidos en este estudio con los reportados
en otros estudios [33,62] se observa que son un poco mads altos. En cambio el LOD
obtenido para el Cu(Il), en la determinacién simultanea junto al Pb(Il) y al Cd(II) (Eq4 de
-1,2 V), es comparable a estudios previos en los que se ha determinado de forma
individual el Cu(Il) usando un electrodo de antimonio [62,63]. En cambio, cuando se
aplicé un E4 de -0,7 V se obtuvo un LOD de Cu(Il) més bajo que los reportados [62—
64]. Ademas los LODs obtenidos en este estudio para el Cu(Il), son més bajos que los
obtenidos utilizando un electrodo in-situ BiSPCE [139]. Por lo tanto, los LODs y LOQs
obtenidos demuestran que el in-situ SbSPCE puede ser una alternativa a los BiSPE para
la determinacién simultanea de estos metales a niveles de trazas en muestras naturales,
sin presentar problemas de competencia entre el Cu(ll) y el Sb{Il) por
electrodepositarse en la superficie del electrodo al realizar las medidas

voltamperométricas.

Una vez establecidos los pardmetros analiticos se procedio a la determinacion de Cd(II),
Pb(Il) y Cu(Il) en una muestra de material de referencia certificado correspondiente a
una agua subterrdnea como ejemplo de la aplicabilidad de este dispositivo en el andlisis
de muestras naturales. La determinacion de los metales se realiz6 por el método de las
adiciones estdndar. Las medidas voltamperométricas se llevaron a cabo aplicando
nuevamente los dos potenciales de deposicion (-0,7 V y -1,2 V). El andlisis se realizé
por triplicado, utilizdndose para el andlisis completo de cada réplica el mismo
dispositivo. En las Figuras 4A y 4C del Trabajo 4, se pueden observar los
voltamperogramas obtenidos en el andlisis de la muestra de agua subterranea utilizando
el in-situ SbSPCE, a ambos potenciales de deposicion y las correspondientes curvas de
calibrado de Cu(Il) obtenidas con el método de las adiciones estandar (Figura 4B y 4D).
El comportamiento del dispositivo en el anélisis de la muestra fue similar al obtenido en
el calibrado de datos. Los resultados obtenidos mostraron que el Pb(II) solamente se
puedo detectar y no cuantificar, debido a que la concentracion de este metal en la
muestra de agua certificada estaba por debajo de su LOQ; mientras que el Cd(Il) no se
pudo ni cuantificar ni detectar debido a que la concentracién de este metal en la muestra

estaba por debajo de su LOD. Los resultados de la determinacion voltamperométrica de
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los metales en el agua subterrdnea se presentan en la Tabla 2 del Trabajo 4. Se muestra
una buena concordancia entre el Cu(Il) a ambos potenciales de deposicidn, asi como
con el valor de la concentracién de Cu(Il) cuantificada en el material de referencia. Las
desviaciones estdndar relativas (RSD %) y el error relativo (RE %) fueron més altos en
las determinaciones en las que se aplic6 un E4 de -1,2 V que en las que se aplic6 un E4
de -0,7 V, probablemente debido al solapamiento entre el Cu(Il) y el Sb(III) existente a
un E4 de -1,2 V que no permite realizar una medida tan precisa de los picos. Sin
embargo, los resultados obtenidos confirman la aplicabilidad del in-sitru SbSPCE para la
determinacidn a niveles bajos de concentracién de Cu(Il) en presencia de Cd(Il) y Pb(II)

en muestras ambientales.

Adicionalmente, se realizaron estudios para la determinacion simultidnea de Pb(II),
CdI) y Cu(Il) utilizando un SbSPCE modificado via ex-situ y un Sbspuered SPE a pH
4,5.

Cu
RZ=0,9994

Pb
R%=0,9935

o

0 50 100 150
Cmugl?

0,2

E/V

Figura 19. Medidas de calibrado de Pb(ll) y Cu(ll) por DPASV con un ex-situ SbSPCE, en disolucion
amortiguadora de acético/acetato pH 4,5 y KNO; 0,01 mol L’l, Eyde -0,8 V, durante un tyde 120s, y t, de
30 s. Potencial de condicionamiento de 0,5 V durante 15 s. a) voltamperograma de Pb(Il) y Cu(ll),
b) curva de calibrado para el plomo y el cobre.
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Los resultados proporcionados con ambos electrodos no fueron los esperados, debido a
problemas en la determinacién de Cu(Il), ya que la sefal de este metal aparece a un
potencial cercano al potencial del Sb(III). En el caso de un electrodo ex-situ SbSPCE
(ver Figura 19) se observé que a pesar que la pelicula de antimonio parece mantenerse
en la superficie de carbono al realizar medidas de Cu(Il) y que la curva de calibrado es
lineal (Figura 19b) es de suponer que al aplicar potenciales mds positivos que el

potencial estdndar del antimonio la superficie del electrodo sufrird cambios.

La senal de Pb(Il) muestra un pico bien definido a bajas concentraciones, pero al
aumentar la concentracion se divide en dos sefiales solapadas. Mientras que la sefial de
Cu(II) muestra un pico bien definido a concentraciones altas, disminuyendo las sefiales
debidas al Sb(III). En la Tabla 9 se presenta los resultados de la calibracion de datos
utilizando el electrodo ex-situ SbSPCE; los LODs y LOQs se calculan como ya se ha

explicado anteriormente.

Tabla 9. Rectas de calibrado y pardmetros de calidad para la determinacién simultanea de Pb(Il) y Cu(ll)
con un ex-situ SbSPCE en disolucién amortiguadora acético/acetato de pH 4.5 y fuerza idnica de 0.01
mol L' Ed de -0.8 Vy ty de 120s.

Pb (1) Cu(l)

2 *Intervalo LOD 2 *Intervalo LOD

R .y R B . R i R _ -
egresion Lineal (ugl™) (ugl™) "o oo Lineal (gL™)  (ugl”)

y=2,67x-100,37 0,994 34,1-100,26 10,2 y=5,30x+5,59 0,999 2,6-54,76 0,79

*El menor valor del intervalo lineal se considera a partir del LOQ.

Considerando los resultados obtenidos se procedi6 a la determinacion de Pb(II) y Cu(II)
en la muestra de material de referencia certificado correspondiente a una agua
subterrdnea, para verificar la aplicabilidad del ex-situ SbSPCE en la determinacién de
Pb(Il) y Cu(Il). En la Figura 20 se pueden observar los voltamperogramas obtenidos en
el anélisis de la muestra de agua subterrdnea y la correspondiente curva de calibrado
para el Cu(Il) obtenida con el método de las adiciones estandar. El comportamiento del

dispositivo en el andlisis de la muestra fue similar al observado en el calibrado de datos.
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Los resultados obtenidos mostraron que no se detecta el Pb(Il) debido a que la
concentracion de este metal en la muestra de agua certificada estaba por debajo de su
LOD, sin embargo se determind una concentraciéon de 44,4 ug L' de Cu(I) en la
muestra, en buena concordancia con el valor de la concentracion certificada en el
material de referencia (45,7 pg L'l), con una RSD de 0,5 % y un RE de 2.9 %, para n =

2, siendo n el nimero de replicados analizados.

” 600,0
8,0 R? = 0,9996

400,0

Area 10%a.u.

0,8 0,6 0,4 0,2 0 0,2
E/V

Figura 20. a) Medidas por DPASV en agua subterranea (material de referencia BCR®-610), utilizando un
ex—situ SbSPCE, en disolucion amortiguadora de acético/acetato pH 4,5 y KNO; 0.01 mol LY, Eqde -0,8V,
durante un ty de 120 s, y t, de 30 s. Potencial de condicionamiento de 0,5 V durante 15 s; b) curva de
calibracién por adicion estandar de Cu(ll).

En el caso de la aplicacion del electrodo Sbspuierea SPE, se observé que el blanco
presentaba una sefial grande y ancha a potenciales cercanos al potencial del antimonio
que impidié la determinacion del Cu(Il) (Figura 21). Sin embargo, se requieren mds
estudios para establecer las capacidades de estos electrodos para la determinacién de

otros iones metalicos.
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HA
90,0 A
80,0 4
70,0 A
60,0 -
50,0 -
40,0 A
30,0 A
20,0 -

10,0 -

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2
EN

Figura 21. Medidas por DPASV con un Sbs,tered SPE €n disolucién amortiguadora de acético/acetato pH

4,5 y KNO;3 0,01 mol L'l, Ey de -0,8 V, durante un ty de 120 s, y t, de 30 s. Potencial de condicionamiento

de +0,25 V durante 30 s. La linea continua azul corresponde al blanco, y la linea cortada roja
. ez -1

corresponde a una adicién de Cu(ll) de 50 ug L™

Para finalizar este bloque, la Tabla 10 muestra las ventajas y desventajas de los

electrodos BiSPE y SbSPE.
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Tabla 10. Ventajas y desventajas de los electrodos BiSPE y SbSPE.

Discusion de resultados

Electrodos

Ventajas

Desventajas

BiSPE

SbSPE

Presentan LODs comparables a los obtenidos con un HMDE
para la determinacion de Pb(ll) y Cd(ll) y mas bajos que los
obtenidos con el in-situ SbPCE.

Los BiSPE, no requieren de la aplicacion de un potencial de
condicionamiento a diferencia del in-situ SbPCE.

Los electrodos de Bi preparados via in-situ, ex-situ y el
Bi,,SPE pueden ser utilizados para realizar varias medidas,
completando el andlisis de una réplica de una muestra o de
una curva de calibrado al igual que el in-situ SbSPCE.

Para la determinacién de Cd(ll) y Pb(ll), los electrodos ex-
situ BiSPCE y el BipSPCE necesitan un tqy de 120 s y 45 s,
respectivamente, igual o menor que el in-situ SbPCE.

En general, el coste de los dispositivos es parecido al del in-
situ SbSPCE.

El dispositivo in-situ SbSPCE presenta LODs mas bajos para
el Cu(ll) comparado con el in-situ BiSPCE (reportado en
otros estudios).

El in-situ SbSPCE presenta una pequeiia sefal de
reoxidaciéon del antimonio comparada con las sefiales
obtenidas con los electrodos de bismuto o de mercurio,
caracteristica que permitiria la determinacion de analitos
con potenciales de reoxidacidn cercanos al potencial del Sb,
e.g. Cu(ll).

Para la determinacién de Cu(ll) con el in-situ SbSPCE el
Sb(lll) no compite con el Cu(ll) para depositarse en la
superficie del electrodo, a diferencia de los electrodos de
bismuto.

El in-situ SbSPCE requiere menor ty (120 s) para la
determinacién de metales que el correspondiente in-situ
BiSPCE (300 s) y que el Bis,SPE (360 s).

El dispositivo in-situ SbSPCE puede ser utilizado para realizar
varias medidas, completando el analisis de una réplica de
una muestra o una curva de calibrado.

En general, el coste del in-situ SbSPCE es parecido al de los
que los BiSPEs.

El ex-situ BiSPCE presenta un
limitado intervalo anddico,
que impide ser utilizado en la
determinacion de especies
con potenciales mas positivos
o similares al Bi.

En general la sensibilidad del
electrodo  disminuye en
medios fuertemente acidos.

En la determinacion de Cd(ll)
y Pb(ll) el in-situ BiSPCE
necesita mayor tq (300 s) que
el in-situ SbSPCE (120 s).

Los LODs del Pb(ll) y Cd(ll)
son mas altos que los
obtenidos con los BiSPEs.

Al trabajar con el in-situ
SbSPCE, un medio de pH 6,8
afecta los picos de
reoxidacion del Cd(ll) y del
Pb(ll) a diferencia del ex-situ
BiSPCE y del Bispyutterea SPE, que
permiten determinar estos
metales en un medio de pH
6,0.
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Conclusiones

Los estudios presentados en la memoria de esta tesis doctoral permiten llegar a las

siguientes conclusiones:

1.

Los electrodos basados en bismuto y antimonio han demostrado ser una buena
alternativa a los electrodos de mercurio ya que presentan un comportamiento
electroquimico similar frente a la determinacion de metales pesados a niveles de
ug L' en muestras de interés medio ambiental. Por otro lado son menos téxicos

y mds respetuosos con el medioambiente que los de mercurio

Los electrodos de BiSPCE y SbSPCE modificados via ex-sifu requieren, a
diferencia de los modificados via in-situ, de una etapa previa de
electrodeposicion de la pelicula de bismuto o antimonio sobre la superficie
electrédica. Asi mismo, los BipxSPCE necesitan una activacién previa de la
superficie en la cual el Bi(Il) es reducido a bismuto metdlico. Por el contrario los
BiSPEs obtenido comercialmente via sputtering no necesitan un tratamiento

previo al andlisis.

Respecto a su comportamiento analitico, los diferentes BiSPE presentaron
sefales de redisolucion adecuadas para el Cd(Il) y el Pb(Il) a excepcion del
BioxSPCE que a concentraciones altas la sefial del Cd(II) da lugar a dos picos
solapados y la sefial del Pb(Il) pierde simetria. Aln asi, los diferentes BiSPE
presentan una excelente respuesta lineal del drea versus la concentracién de
metal. Los LODs y LOQs obtenidos para los diferentes BiSPE son del orden de
ug L, presentando el Big,SPE y el Big,SPCE LODs y LOQs un poco mas bajos

que los obtenidos utilizando un in-situ o un ex-situ BiSPCE.

El Biy,SPE ha demostrado ser un buen sustituto para los electrodos de mercurio
para el andlisis de trazas de metales pesados por DPASV. Presenta un
comportamiento analitico similar al HMDE, proporcionando sefiales bien
definidas para el Cd(II) y el Pb(Il). Aunque, en comparacién con el HMDE se
requieren tiempos de deposicion mds grandes para obtener valores de LOD y

LOQ similares.

Los diferentes BiSPEs considerados han sido utilizados con éxito para la

determinacion simultanea de Cd(Il) y Pb(II) a niveles traza en una muestra de

145



Conclusiones

146

agua subterrdnea correspondiente a un material de referencia certificado con una
alta reproducibilidad y un error relativo alrededor del 2% en el caso de los in-
situ BiSPCE, ex-situ BiSPCE y Biy,SPE. Ademas, el Biy,SPE se ha aplicado a la
determinacién simultdnea de Pb(Il) y Cd(II) en muestras reales de aguas de
pozo, obteniéndose resultados comparables estadisticamente a los encontrados

con un HMDE.

. El electrodos ex-situ BiSPCE es una buena alternativa al electrodo de mercurio

para estudios electroquimicos y quimiométricos de complejacion del metal con
péptidos ricos en grupos tiol. En particular, las matrices de datos
correspondientes a los sistemas Cd(I)-GSH y Cd(II)-PC, estudiados utilizando
un ex-situ BiSPCE proporcionan una informacién equivalente a la obtenida

cuando en la medida se utiliza un electrodo de mercurio.

. El tratamiento quimiométrico MCR-ALS ha sido aplicado por primera vez de

manera exitosa a matrices de datos obtenidas utilizando un BiSPCE. A pesar de
algunas incertidumbres atribuidas a la forma complicada de los
voltamperogramas, especialmente en el caso del sistema Cd(II)-PC,, se puede
observar la formacion de los complejos 1:2 y 1:1 Cd**:GSH y 1:2 Cd**:PC; en

plena concordancia con los resultados obtenidos con los electrodos de mercurio.

. El in-situ SbSPCE ha demostrado ser una buena alternativa al in-situ BiSPCE

para la determinacion simultdnea de Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il), ya que a diferencia
del in-situ BiSPCE, no se ha detectado competencia en la electrodeposicion del
Cu(Il) y el Sb(Il) en la superficie electrédica. Respecto a su comportamiento
analitico, el in-situ SbSPCE proporciona sefiales bien definidas de los tres
metales considerados, obteniéndose LODs y LOQs a niveles de pg L' para

todos los metales.

. El in-situ SbSPCE ha sido aplicado a la determinacién simultdnea de Pb(II),

Cd(II) y Cu(l) de una muestra de agua subterrdnea correspondiente a un
material de referencia certificado, obteniéndose resultados satisfactorios con una

alta reproducibilidad y una buena veracidad.
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