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Ll.- OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

Una parte esencial de cualquier sistema analitico de medida es el denominado
transductor, un dispositivo que convierte el proceso fisico/quimico de interés en una
respuesta adecuada con fines analiticos y que suele ser una seiial eléctrica. En
espectroscopia puede ser un tubo fotomultiplicador (o un sistema de diodos en serie)
que convierte la intensidad de radiacién en una corriente (o carga). En analisis
térmico puede ser un termopar, que transforma una diferencia de temperatura en una
diferencia de potencial. En electroanalisis es el electrodo, mas concretamente el
electrodo indicador, el cual convierte los procesos acoplados de transferencia de
carga interfacial y de transferencia de masa en una corriente eléctrica en las técnicas
voltamperométricas. A diferencia de la mayoria de los transductores, puede operar
en sentido inverso; es decir, se puede imponer un flujo de corriente a través del
electrodo de trabajo y emplearlo parzi controlar procesos de transferencia electronica
y/o de transferencia de masa, como sucede en culombimetria, stendo posible ademas,

la medida del potencial en la interfase electrodo-disolucién durante el proceso.

Muchos de los avances mas significativos que se han producicio en Quimica
Analitica en los altimos ttempos, han sido como consecuencia del perfeccionamiento
de estos transductores en términos de sensibilidad, selectividad (o polr el contrario,
caricter umversal), operatividad o economia. En Electroanalisis, este problema puede

enfocarse hacia el desarrollo de nuevos electrodos indicadores.

Hasta hace pocos afios, €l desarrollo del analisis voltamperométrico estaba
limitado por los materiales electrédicos disponibles, dado que sélo era posible
utilizar el electrodo de gotas de mercurio, un metal o el electrodo de carbono. El
electrodo de pasta de carbono significa el comienzo de una nueva era en
electroanalisis, y puede considerarse ¢l punto de partida para la investigacion en el
area de los electrodos modificados, nuevos materiales comp6sitos y microelectrodos.

En algunos casos, estas tres areas de investigacion resultan indistinguibles; por
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ejemplo, ciertos materiales compositos se comportan como un conjunto de

microelectrodos modificados superficialmente.

Con la modificacion de la superficie del electrodo se pretende ejercer un
mayor control sobre sus caracteristicas e influir no solo en el potencial aplicado sino
también en la reactividad superficial, pudiendo preseleccionar o anticipar larespuesta

del electrodo modificado hacia ciertas especies externas.

Con el desarrollo de nuevos materiales compdsitos se pretende precisamente
disponer de matrices electrodicas susceptibles de ser modificadas de forma
homogénea, pero de mayor resistencia mecanica y quimica que la pasta de carbono

y de facil regeneracion de su superficie activa por relleno o pulido.

El objetivo fundamental de este trabajo, enmarcado dentro de una de las
lineas de investigacion del Grupo de Quimica Electroanalitica de este Departamento,
es el de desarrollar distintos tipos de electrodos que puedan ser aplicados
ventajosamente al analisis de compuestos organicos de interés ambiental, tanto en

discontinuo como en sistemas en flujo.

Los analitos escogidos para estos estudios han sido dos fungicidas derivados
del acido ditiocarbamico: tiram y disulfiram, de comportamiento electroquimico
similar y que presentan elevados sobrepotenciales para su oxidacién sobre electrodos

convencionales [1].

Por una parte, se desarrollard un electrodo de pasta de carbono modificado
con un mediador redox, con objeto de facilitar la transferencia de carga entre el
electrodo y el analito en disolucion. Es posible asi, realizar la determinacion de los
fungicidas a potenciales mucho menos positivos, aspecto éste particularmente
interesante cuando se considera su aplicabilidad a la deteccion electroquimica en

sistemas en flujo, ya que la reduccion del sobrepotencial de activacién permite una
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mejora de la selectividad gracias al empleo de potenciales de trabajo mas bajos. Se
empleara, por tanto, el electrodo modificado para la determinaciéon de tiram y
disulfiram en discontinuo y se investigard la posibilidad de su utilizacién como
detector amperométrico en continuo. Por otro lado, se discutira la aplicacion de
diversas técnicas quimiométricas para la determinacion conjunta de estos dos

fungicidas de comportamiento electroquimico tan similar.

Por otra parte, se desarrollara y caracterizard un electrodo compdsito de
grafito y teflon (poli-tetrafluoroetileno), con el fin de aprovechar las propiedades que
ofrecen este tipo de materiales compoésitos con respecto a los electrodos
convencionales en términos de relacidn seiial-ruido y con respecto a los electrodos
de pasta de carbono en términos de resistencia mecanica y quimica. Se estudiarj el
comportamiento del electrodo compésito de grafito-teflon tanto en discontinuo como
en continuo, empleando como analitos tiram y disulfiram. La adsorcién de estos
compuestos sobre el electrodo constituye la base para su determinacién en
discontinuo y se aprovechara para desarrollar un meétodo de preconcentracion
selectiva en continuo. Por tltimo, se demostrara la utilidad del electrodo compésito
desarrollado como detector en sistemas en flujo, tanto FIA como HPLC,
especialmente en este altimo caso donde no son utiles los electrodos de pasta de
carbono puesto que el portador puede contener porcentajes elevados de disolventes
organicos. Asi, se determinaran conjuntamente tiram y disulfiram tras su separacion
mediante cromatografia liquida de fase inversa, empleando como detector

amperométrico el electrodo de grafito y teflon.
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L2.- ELECTRODOS COMPOSITOS
1.2.1.- CLASIFICACION Y GENERALIDADES

Un electrodo composito puede definirse como un material que consta de al
menos una fase conductora en conjuncidn con al menos una fase aislante, siendo el

caso mas usual un material que contiene una fase conductora y una fase aislante.

Los electrodos compositos ofrecen muchas ventajas potenciales en
comparacton con los electrodos mas tradicionales consistentes en una fase
conductora simple. Por ejemplo, los electrodos compodsitos pueden a menudo
fabricarse con gran flexibilidad en cuanto al tamafio y forma del material,
permitiendo una ficil adaptacion a una gran variedad de configuraciones electrddicas.
Los electrodos compdsitos de metales preciosos ofrecen ventajas en forma de un
menor peso y de un menor coste en comparacion con los correspondientes electrodos
conductores puros. Una ventaja particular en electroanalisis es la mayor relacion
sefial/ruido que a menudo se observa con los electrodos compositos (con relacion al
correspondiente electrodo conductor puro), lo que generalmente se traduce en
mejores (menores) limites de deteccion. Quizas el aspecto mas interesante de los
electrodos compositos es la versatilidad que permiten para incorporar especies que
intensifiquen la selectividad y/o la sensibilidad en el propio material electrédico, bien
mediante modificacién quimica del conductor y/o del atslante antes de la fabricacion
del compésito, o mediante incorporacion fisica dentro de la matriz del composito.
A diferencia de los electrodos modificados superficialmente, estos electrodos
compositos modificados pueden ser regenerados en su superficie sin pérdida de

modificador.

Los electrodos compositos se pueden clasificar segun el modo en el que el
conductor y el aislante estan distribuidos dentro del material composito. En la Figura

1 se ilustra dicha clasificacion.
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ELECTRODOS
COMPOSITOS

ORDENADO

ALEATORIO

=]

oo
DISPERSOS CONSOLIDADOS
| , [ -]
L PASTA I SOLIDO IMPREGNADO SEGREGADO
|
MEZCLADO MEZCLADO CONDUCTOR AISLANTE
CON CON
MONOMETRO POLIMERO
Figura 1

Clasificacion de los electrodos compositos

Puesto que, por definicidn, un electrodo compdsito consiste en al menos una
fase conductora y al menos una fase aislante entremezcladas de alguna manera, la
superficie del electrodo compdsito en contacto con la disolucion consiste
necesariamente en regiones de conductor separadas por regiones de aislante. La

primera clasificacion estd basada en si la disposicion del conductor y del aislante

esta altamente ordenada (un array) o es aleatoria (un conjunto).
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Los electrodos de array pueden clasificarse posteriormente dependiendo de
si el conductor esta confinado en la superficie de un aislador (o de un aislante en la
superficie de un conductor) o el conductor ordenado penetra en el seno del material.
La mayoria de los electrodos de array utilizados en Electroanalisis son superficiales
y pueden encontrarse algunos ejemplos en la revision de Tallman y Petersen [2].
Estos arrays tienen geometrias bien definidas pero, sin embargo, sus superficies a
menudo no son planas y pueden ser también bastante delicadas de pulir,

requiriéndose otra forma de regeneracion superficial.

Por lo que se refiere a los electrodos compdositos de conjunto, estos se pueden
clasificar dependiendo de la distribucion del conductor a través de la matriz del
composito. Los materiales en los que las particulas de conductor estan distribuidas
aleatoriamente por todo el aislante se denominan compositos dispersos. Una particula
de conductor (o un agregado de particulas) tiene una probabilidad idéntica de ocupar
cualquier punto en la matriz. En contraste, los compoésitos consolidados estan
formados de tal manera que el conductor se extiende a través del compésito de un
modo reticulado, aleatorio, con regiones de aislante puro y de conductor puro que

no estan entremezcladas.

Los compdsitos dispersos pueden fabricarse en forma de pasta o bien sélidos.
Dentro del primer grupo pueden incluirse los electrodos de pasta de carbono, que
seran tratados en el Apartado 1.2.2. Los compésitos dispersos sélidos pueden
prepararse de dos formas. El método mas comun (mezclado con mondmeros) implica
la dispersion uniforme de un conductor en un monémero que es subsiguientemente
polimerizado {2]. Alternativamente, el conductor puede dispersarse en un polimero
0 una cera fundidos o disueltos (mezclado con polimeros) y permitir que la mezcla

se endurezca.

Los compositos consolidados se pueden fabricar también de dos maneras

generales. Una implica la impregnacion de, o bien un conductor poroso con un
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aislante, o bien de un aislante poroso con un conductor, denominandose tales
materiales compoésitos impregnados. En este caso la consolidacion dei conductor
dentro del compésito (y por tanto en la superficie del electrodo) esta predeterminada

por la estructura porosa del conductor o del aislante.

La segunda manera de formar electrodos consolidados implica la mezcla de
un conductor en polvo con un polimero en polvo y el moldeado por compresion de
la mezcla. Dentro de este grupo se situan los electrodos compositos de grafito y
teflon, que serdn tratados con mds detenimiento en el Apartado [.2.3. Estos
materiales se llaman compdsitos segregados. Los compositos consolidados en general
y los compositos segregados en particular presentan frecuentemente ventajas en

comparacion con los compésitos dispersos en Electroanalisis.

Los electrodos de array y los electrodos compositos impregnados conducen
a través de regiones bastante continuas de conductor mayoritariamente puro y
homogéneo. Por otra parte, los electrodos compdsitos segregados y los dispersos
conducen a través de regiones bastantes discontinuas, altamente heterogéneas de
conductor y aislante entremezclados, un proceso descrito a menudo por modelos de
percolacion [2]. Para tener una conductividad adecuada para su uso en
electroanalisis, un material composito segregado o disperso debe tener una fraccioén
de volumen de conductor, f, algo por encima de la composicion critica o umbral de
percolacion, f.. Esta composicion critica es significativamente menor para compositos
segregados que para compositos dispersos. Para ambos tipos de materiales la mayor
fraccion de Volumen utilizable de conductor estd a menudo determinada por la
estabilidad mecanica requerida para el material y varia fuertemente con la naturaleza

del aislante y del conductor.

La superficie de un electrodo composito puede asemejarse a un conjunto de

microelectrodos. Es este aspecto el que da lugar a las mejoras en la relacion
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sefial/ruido para muchos electrodos compdsitos cuando se les compara con sus

correspondientes fases conductoras puras.

Un electrodo composito es capaz de producir una corriente mayor por unidad
de area activa que la del correspondiente macroelectrodo conductor puro, tanto en
disoluciones quiescentes como bajo condiciones hidrodinamicas. Puesto que el ruido
y la corriente de fondo (por unidad de area activa) deben ser similares para ambos
tipos de electrodos, el electrodo compésito presumiblemente muestra la mayor
relacion sefial/ruido. A medida que el recubrimiento fraccional de la superficie
geométrica del composito por el conductor aumenta, la relacién sefial/ruido tiende
a disminuir, aproximandose en el limite a la del electrodo conductor puro. Es por
esta razon por la que los compoésitos consolidados, que poseen buena conductividad
a un bajo valor de f, es presumible que muestren una relacion sefial/ruido superior

a la de los compésitos dispersos.

L2.2.- ELECTRODOS COMPOSITOS DE PASTA DE CARBONO

En 1958, Adams publico un articulo preliminar en el que introducia un nuevo
tipo de electrodo sélido de carbono para voltamperometria, al que llamé electrodo
de pasta de carbono (CPE) [3]. El electrodo habia sido inventado en un intento de
preparar un electrodo de carbono renovable, gotero, que pudiese ser utilizado en
zonas de potenciales positivos donde los electrodos de mercurio no son aplicables
debido a la oxidacién del material electrédico. Se pensé que esta alternativa al
electrodo gotero de mercurio podria ser llevada a la practica empleando un capilar
conectado a un deposito lleno de una suspensidn de polvo de grafito en un liquido
organico apropiado [4]. Sin embargo, tal montaje electrodico resulté no tener utilidad
practica, debido aparentemente a un contenido demasiado grande de matriz liquida,
que originaba una alta resistencia eléctrica y otros efectos no deseados. No obstante,

una mezcla intima de polvo de carbono o grafito con una cantidad apropiada de un
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liquido organico no conductor resulté ser un material electrédico muy util, con una

consistencia semejante a la de la mantequilla [4].

Las siguientes investigaciones, la mayoria desarrolladas por el grupo de
Adams, se encaminaron a la caracterizacion del electrodo a partir de estudios
electroquimicos basicos y, poco después, aparecieron las primeras aplicaciones
practicas de CPEs para determinaciones analiticas {5]. Durante la década de los 60
y principios de los 70 se emplearon extensamente CPEs para el estudio del

comportamiento electroquimico de numerosos compuestos organicos.

En 1964, Kuwanay colaboradores describieron una nueva forma de investigar
el comportamiento electroquimico de algunos compuestos organicos disolviéndolos
en el componente liquido de la propia pasta [6]. Asi, los autores demostraron que
la pasta de carbono podia contener otro constituyente, que afectaba de diferente
forma al comportamiento global del material electrédico. Este método puede
considerado como la primera contribucion al posterior desarrollo de los electrodos
de pasta de carbono modificados quimicamente (CMCPEs) en los afios 70. Como
consecuencia, un nuevo avance que incrementd la popularidad de los CPEs,
particularmente como materiales modificados, tuvo lugar con la sustitucion del
componente liquido de la pasta por un aglutinante electrolitico. Tales materiales
similares a la pasta resultaron muy adecuados para el estudio electroquimico de
numerosas sustancias, princtpalmente sélidos inorganicos que se incorporaron

directamente a la pasta [7].

Como cabia esperar a partir de estas investigaciones, inmediatamente después
de la primera modificacién de un electrodo sélido en 1975 {8], la pasta de carbono
comenzo a atraer la atenciéon como un material que puede ser modificado facilmente.
Asi, un trabajo pionero es este campo fue realizado por Cheek y Nelson, que
introdujeron grupos funcionales complejantes en la superficie del carbono para

preconcentrar plata [9]. Yao y Musha escogieron otro método de modificacion,
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consistente en disolver un modificador en el liquido aglutinante para inmovilizar
especies electroactivas [10]. Pero fue, sin lugar a dudas, el trabajo de Ravichandran
y Baldwin en 1981, proponiendo la mezcla directa de un modificador con la pasta,
el activador de la enorme expansion en las aplicaciones de los electrodos de pasta
de carbono modificados que tuvo lugar en los afios posteriores [11]. El nimero de
publicaciones aumentd exponencialmente desde entonces. Los CMCPEs se
emplearon tanto para determinaciones voltamperométricas directas como para
determinaciones amperométricas en sistemas continuos o discontinuos.
Recientemente se han convertido en un soporte muy atractivo para las
modificaciones con enzimas, debido concretamente a la facilidad de modificacion de
las pastas de carbono sin necesidad de métodos quimicos rigurosos. Este es
probablemente uno de los campos de investigacion mas excitantes desarrollados en

los altimos aiios.

La primera revision dedicada exclusivamente a los CPEs fue escrita por el
propio inventor y cubre las experiencias con CPEs en el periodo 1958-1963 [12].
Desde entonces se han publicado varias revisiones sobre el empleo de CPEs en
analisis voltamperométrico o como detectores en sistemas en flujo [13,14]. Cabe
destacar la revisién de Kalcher sobre CMCPEs que recoge las investigaciones mas
importantes realizadas hasta 1989 [7]. Las experiencias mas modernas y las ditimas

tendencias en este campo también han sido recopiladas [15,16].

La pasta de carbono es un material composito disperso, constituido por una
mezcla de polvo de grafito y un liquido aglutinante. El tamaifio de particula del
grafito oscila entre 5 y 20 um. Particulas mayores originan una textura rugosa y
propiedades mecanicas y electroquimicas desfavorables, mientras que los polvos de
grafito de menor tamafio de particula pueden ser adecuados para la fabricacién de
microelectrodos de pasta de carbono. El grafito debe poseer una serie de
propiedades, tales como una distribucion uniforme de tamaiio de particula, gran

pureza quimica y baja capacidad de adsorcion para el oxigeno e impurezas
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electroactivas. Materiales demasiado porosos como el carbono negro no son

apropiados para la preparacion de pastas de carbono [4,12].

El segundo componente de la pasta de carbono es el liquido aglutinante. Debe
ser quimicamente inerte y no electroactivo, insoluble en la disolucion a analizar,

escasamente volatil y estar libre de impurezas electroactivas.

La pasta de carbono se prepara mezclando intimamente el polvo de grafito
con ¢l liquido aglutinante. La relacion aglutinante/polvo de grafito varia entre 0.3 y
0.5 mL por gramo de grafito (pastas "secas") y 0.5 y 0.9 mL por gramo de grafito

(pastas "humedas").

La estructura superficial de la pasta de carbono ha sido estudiada mediante
métodos electroquimicos, Opticos y microscopicos, y puede describirse como un
conglomerado de zonas conductoras (grafito) y aislantes (aglutinante). El tamaifio y
abundancia relativa de estas zonas depende de la relacion grafito/aglutinante. Los
CPEs con una composicion normal exhiben una superficie que esta practicamente
recubierta por una finisima pelicula del liquido aglutinante. Ademas de la relaciéon
grafito/aglutinante, las propiedades fisicas y quimicas de ambos componentes

determinan ¢l comportamiento electroquimico global de los CPEs.

La compleja naturaleza heterogénea de los CPEs afecta a la transferencia de
carga superficial. En general, la presencia del aglutinante en la superficie disminuye
la velocidad de la transferencia electronica (cinéticas mas lentas), aumentando el
sobrepotencial con respecto a los electrodos homogéneos. Al aumentar la lipofilia
del liquido aglutinante se incrementa el sobrepotencial (irreversibilidad) puesto que
el caracter hidrofobico del aglutinante dificulta el acceso de los analitos hidrofilicos
a la superficie del electrodo. Este efecto se produce también al aumentar ¢l contenido

de aglutinante en la pasta.
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Los CPEs muestran corrientes de fondo inferiores comparadas con los
electrodos de grafito sélido o metales nobles. La corriente residual disminuye al
aumentar la cantidad de aglutinante en la pasta. Sin embargo, este efecto va

acompaiiado de un descenso de la sensibilidad del electrodo.

Los CPEs pueden ser polarizados en una ventana de potencial que abarca
aproximadamente de -1.0 a +1.3 V vs. SCE en medio acido yde-1.5a+1.0V vs,
SCE en medios neutros y alcalinos. No obstante, en las medidas voltamperométricas
realizadas en la zona de potenciales negativos, el oxigeno atrapado en la pasta

interfiere seriamente.

Debido a la presencia del aglutinante, la extraccion de especies lipofilicas es
una propiedad unica de los CPEs. La preconcentracion via extraccion es ligeramente
selectiva; sin embargo, la selectividad puede exaltarse ajustando el pH del medio,
ya que solamente las especies neutras o los pares iénicos pueden ser extraidos en {a
pasta que contiene un aglutinante apolar. Los CPEs también pueden discriminar entre
extraccion y adsorcion, lo que puede ser 1til para el analisis de mezcias de sustancias
que presentan un comportamiento e¢lectroquimico muy similar. La capacidad de
adsorcion de algunos compuestos, en particular moléculas lipofilicas, sobre los CPEs
puede ser mayor que sobre los electrodos s6lidos convencionales, de nuevo a causa

del aglutinante.

La relacién grafito/aglutinante ejerce un efecto importante en el andlisis de
compuestos organicos que se adsorben sobre la superficie del electrodo. Cuanto
mayor es el contenido de aglutinante, mayor es la resistencia del electrodo {(eléctrica
y difusional) y menor la cantidad de particulas de grafito activas (no cubiertas por
el aglutinante) en la interfase electrodo-disolucion. Variando la cantidad de grafito
en relacién al aglitinante, es posible distinguir entre fendmenos de adsorcién sobre
las particulas de grafito y aquellos que ocurten esencialmente por difusion a través

de las capas de aglutinante hacia el grafito [17]. A pesar de que es dificil establecer



Electrodos de pasta de earbono 15

un modelo [18], parece ser que cualquier curva voltamperométrica registrada sobre
el CPE corresponde a fendmenos controlados tanto por adsorciéon como por difusion
de la especie electroactiva en la fase pasta y en la fase disolucion (difusion hacia las

particulas de grafito en la interfase electrodica).

Gracias a la pequefia corriente residual en un amplio intervalo de potencial,
ha sido posible la determinacion de cantidades muy pequefias de compuestos
organicos sobre CPEs empleando voltamperometria de barrido lineal (LSV),
diferencial de impulsos (DPV) o de corriente alterna (ACV). Para ciertos tipos de
compuestos organicos (moléculas lipofilicas) y en determinadas condiciones
experimentales (pH, fuerza ionica, temperatura), la pasta de carbono ofrece una gran
sensibilidad y selectividad gracias a la preconcentracion del analito por adsorcién-

extraccion [19,20].

La acumulacion se lleva a cabo controlando con precision ¢l transporte de
masa (agitacion constante, control de temperatura) bien a potencial controlado, o
bien a circuito abierto. Esta dltima modalidad es la que suele utilizarse (permite el
‘analisis de pequefios volimenes de muestra) a pesar de ser algo menos sensible [19].
La determinacién de trazas de compuestos organicos en matrices complejas requiere
bien separacion del analito por extraccion, o bien diluciéon y utilizacion de

voltamperometria de adsorcion-redisolucion (cambio de medio) [18-20].

La heterogeneidad de la pasta de carbono es una desventaja con respecto a
las aplicaciones de los CPEs en medios no acuosos puesto que se desintegra el

matenaj electrodico.

La reproducibilidad de los CPEs es algo peor que la de los electrodos de
mercurio, metales nobles o carbono vitrificado. Los valores de la desviacion estandar

relativa obtenidos a partir de medidas con CPEs oscilan alrededor del 5%. Los
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limites de deteccion para la determinacion de sustancias organicas e inorganicas

alcanzan valores bastante bajos [7].

L2.2.1.- Electrodos de pasta de carbono modificados con

mediadores redox

La utilizacion de reacciones electrocataliticas con fines analiticos ha cobrado
gran interés especialmente en los ultimos afios, debido concretamente a la expansion
que ha tenido lugar en ¢l campo de la biosensorizacion de moléculas brolégicamente

importantes a través de compuestos electroquimicamente activos.

En general, para la preparacién de los electrodos de pasta de carbono
modificados suelen utilizarse diversos rﬁétodos, algunos de ellos similares a los
empleados para modificar otro tipo de electrodos solidos. En primer lugar podria
citarse la adsorcién directa del modificador sobre la superficie del CPE, raramente
utilizado con este fin puesto que es un sistema mas apropiado para preconcentrar
especies electroactivas. La formacion de enlaces covalentes entre el modificador y
el electrodo tampoco suele emplearse puesto que requiere tratamientos complicados
como oxidacién o silanizacion. Por otro lado, la disolucion del modificador en el
liquido aglutinante es aplicable solamente a sustancias con propiedades fuertemente
lipofilicas. Sin duda alguna, el método utilizado mas comiinmente para preparar
electrodos de pasta de carbono modificados es la mezcla directa del modificador con
la pasta, sugerido en 1981 por Ravichandran y Baldwin {11]. La mezcla puede
hacerse calentando ligeramente la pasta o en presencia de una pequefia cantidad de
disolvente organico (cloroformo, tetracloruro de carbono) para solubilizar el
modificador inscluble en agua y obtener una pasta de composicién homogénea.
Después de la evaporacion del disolvente a temperatura ambiente, la pasta estd
preparada para su uso. Los modificadores utilizados en mezcla directa deben ser

insolubles en la disolucion analitica o, al menos, adsorberse fuertemente sobre los
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componentes de la pasta de manera que se evite su disolucion en la superficie del

electrodo durante la medida.

Es necesario renovar la superficie del electrodo si permanecen componentes
electroactivos adsorbidos sobre la superficie o st los grupos funcionales del
modificador quedan bloqueados. El método empleado para la regeneracion de la
superficie depende de los mecanismos implicados en el proceso analitico. Siempre
es preferible una regeneracion quimica o electroquimica, puesto que asi se asegura
que el nimero de grupos funcionales reactivos en la superficie del electrodo
permanece constante en una serie de medidas repetidas. No obstante, si se dan
procesos de preconcentracidn quimica o extraccién dentro del electrodo se
recomienda la renovacion manual de la superficie para evitar riesgos de efectos de
memoria. La renovacion mecanica requiere una gran homogeneidad del material
electrodico y un tratamiento totalmente analogo de la superficie del mismo para

garantizar resultados reproducibles.

La electrocatalisis en la superficie del electrodo puede tener lugar de varias
formas. Frecuentemente se produce catalisis directa, como se esquematiza en la
Figura 2. En el caso de la oxidacidn, el sustrato A(red) es oxidado a A(ox) por la
forma oxidada del modificador, M(0x), que pasa a su forma reducida M(red). Este
puede ser oxidado de nuevo electroquimicamente. La corriente neta observada
corresponde a la concentracion de sustrato en el seno de la disolucion. La reduccion
podria describirse con un mecanismo analogo. El modificador actoa claramente como
un mediador redox, con objeto de reducir el sobrepotencial de la transformacion
electroquimica del sustrato. De forma similar puede explotarse la catalisis
regenerativa si un analito electroactivo se transforma electroquimicamente en un
producto inerte, y éste reacciona con el catalizador para reconvertirse en la especie

analitica.
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do Dizolusién

Figura 2

Esquema de la accion directa del mediador redox utilizado como modificador en electrodos
de pasta de carbono; M, modificador; A, analito; red: forma reducida; ox: forma oxidada

Entre los analitos inorganicos determinados con mayor frecuencia sobre
electrodos de pasta de carbono modificados con mediadores redox destaca el
peroxido de hidrogeno, Que aparece frecuentemente como producto de ciertos
procesos enzimaticos. Algunos ejemplos concretos pueden encontrarse en una

modema revisidén de Kalcher y colaboradores [16].

La actividad electrocatalitica de los electrodos de pasta de carbono
modificados cobra una especial importancia cuando se aplica a la determinacion de
analitos organicos, puesto que la mayoria de los compuestos orgénicos de interés
presentan un sobrepotencial tan grande para su oxidacion o reduccion electroquimica,
que su determinacion sobre electrodos convencionales se hace dificil o incluso

imposible.



Mediadores :redax 19

Los compuestos organometalicos insolubles en agua, tales como las
ftalocianinas metalicas que se usaran en este trabajo, son modificadores muy
apropiados para la pasta de carbono. Los electrodos resultantes ofrecen propiedades
cataliticas que reducen sustancialmente el sobrepotencial de los procesos redox de

este tipo de analitos débilmente electroactivos sobre electrodos no modificados.

En la Tabla I se recogen algunas de las aplicaciones mas interesantes de los

electrodos de pasta de carbono modificados con ftaloctaninas metalicas.

El grupo de Baldwin fue uno de los primeros en utilizar electrodos
modificados con ftalocianina de cobalto con fines analiticos [21], habiéndose
demostrado su utilidad tanto en discontinuo como en sistemas en flujo {22-30].
Wang y col. también han utilizado la ftalocianina de cobalto para catalizar la
electrooxidacion de hidracina [31] y perdxidos organicos [32] y el grupo de
Kauffmann profundiza en las aplicaciones concretas de esta ftalocianina para la
determinacion de compuestos organicos que contienen azufre [33,34]. En esta misma
linea, aunque tratindose de analitos inorganicos, puede citarse un método
recientemente desarrollado para la determinacion en continuo de tiocianato y

selenocianato sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC [35].

A pesar de que la mayor parte de las aplicaciones basadas en ftalocianinas
metalicas se centran en la ftalocianina de cobalto, nuestro propio Grupo de
Investigacion ha empleado la ftalocianina de niquel como mediador redox para la
determinacion de los antioxidantes BHT y BHA [36,37]. También hay que
mencionar el empleo de la ftalocianina de hierro como modificador de los CPEs para

la reduccion catalitica de peréxidos organicos [38].
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Ejemplos de las aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono meodificados con

ftalocianinas metdlicas.

Tabla I

Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
CoPC Hidracina NaOH 0.2 M 0.1 V vs. cv, 21
Ag/AgCl LCED
CoPC Cisteina, glutation H,80,05Mo 08 V vs. CV, 22,23
fosfato 0.5 M Ag/AgCl LCED
CoPC Acido oxalico, o- fosfato 0.5 M +H0.75-+H090 V CVv, 24,25
cetoacidos (pH 2) vs. Ag/AgCl LCED
CoPC Tiopurinas fosfato 0.1 M +0.6 Vs, Cv, 26
Ag/AgCl LCED
CoPC Hidratos de carbono NaOH 0.15 M +H0.4 V vs. CV, 27
Ag/AgCl LCED
(PAD)
CoPC Hidratos de carbono, NaOH 0.15 M H4-H35V CV, 28
polialcoholes vs. Ag/AgCl LCED
CoPC Alditoles, azlicares NaQH 0.15 M +0.55 V vs, Cv, 29
Ag/AagCl L.CED
(PAD)
CoPC Ribonuciesdtidos NaQH 0.15 M +04-+05V CV, 30
vs. Ag/AgCl LCED
CoPC Hidracina Fosfato 0.1 M +.3 V vs. cv 3
Ag/AgCl
CoPC Peréxidos organicos KNO, 0.05 M +0.7 V vs. CV, FIA 32
Ag/AgCl
CoPC Cisteina, compuestos H,80, 0.5 M, +.7 - +08 V LSV 33
con azufre fosfato 0.5 M vs. SCE
CoPC Tiamazol, tiourea - - - 34
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Tabla I (Cont.)

Fjemplos de las aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono modificados con
Stalocianinas metdlicas.

Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.

CoPC SCN, SeCN- Britton-Robinsen  +0.83, +0.60 V FIA 35
004 M . vs, SCE (PAD)

NiPC BHA HCIO, 0.1 M +0.50 V vs. SCE DPV . 36

NiPC BHT Fosfato 0.05 M +0.80 V vs. SCE DPV 37
(pH 2)

FePC Peréxidos organicos Fosfato (pH 2) +H.1 -+2Vvs. CV, 38

(reduccién) Ag/AgCi LCED

CV, Voltamperometria ciclica, LCED, Cromatografia liquida con deteccién electroquimica, FIA, analisis por
inyeccion en flyo, LSV, voltamperometria de barrido lineal; PAD, deteccién amperométrica de impulsos

Los 6xidos de metales de transicion constituyen otro grupo de catalizadores
bastante empleados como modificadores de los CPEs [39-42]). Los electrodos
resultantes se han utilizado preferentemente como detectores electroquimicos en
HPLC dada su gran estabilidad, efecto catalitico y densidades de corriente
extremadamente elevadas [39]. En la Tabla II se recogen algunas de las aplicaciones
mas importantes de este tipo de electrodos. Puede destacarse la construccion de un
sensor "array" basado en pasta de carbono modificada con 6xidos de rutenio, cobre,
niquel y cobalto para la determinacion en continuo de carbohidratos y aminoacidos

[42].

Se ha investigado asimismo la posibilidad de inmovilizar compuestos
organicos con actividad catalitica en electrodos de pasta de carbono [11,43-45]. En
la Tabla III se citan algunos de los modificadores empleados, asi como la respuesta

de los diversos analitos ensayados.
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Tabla I

Aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono modificados con dxidos de metales de
transicion como mediadores redox

Modificador Analito Medio Potencial Método Ref.
Cu,0 Hidratos de carbono, NaOH 0.1 M +0.55 V vs. FIA 39
aminodcidos, alcoholes, Ag/AgCl
aminas _
RuQ, Alcoholes, hidratos de NaOH 1.0 M +0.4 V vs. FIA 40
carbono Ag/AgCl
Oxido de H,0, NaOH 0.1 M +0.4 (ox) FIA 41
Co(ILIIT) 0 -0.3 V (red)
vs. Ag/AgCl
Ru0O,, Cu,0, Hidratos de carbono, KOH 0.5 M, +0.45 V vs. FlA 42
NiO y CoO aminoacidos NaOH 1.0 M Ag/AagCl

FIA, analisis por inyeccion en fiujo

El empleo de electrodos de pasta de carbono modificados con mediadores
redox, como sistemas de deteccion electroquimica en cromatografia liquida,
introducido por el grupo de Baldwin [21], amplia enormemente las posibilidades de
detectar y determinar electroquimicamente numerosos analitos que presentan
cinéticas de transferencia electrénica lentas [14,46,47]. Ademas, al trabajar con un
potencial aplicado mds bajo, se consiguen limites de deteccion inferiores. La
ftalocianina de cobalto es, sin duda, el modificador que con mas frecuencia se ha
incorporado a la pasta de carbono como mediador redox. Algunas de las aplicaciones
de los electrodos resultantes como detectores en sistemas en flujo se hallan recogidds

en la Tabla I.
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Aplicaciones de los electrodos de pasta de carbono modificados con compuestos orgdnicos con

actividad catalitica

Tabla Il

Modificador Analito Medio Potencial Método Ref,
Apomorfina Acido ascorbico Regulador +0.3 V vs. SCE cv 43
(par redox) Mellvaine (pH 6 !
o 7.4) :
Quinonas Ferrocianuro, NADH y Regulador 0.1 V vs. SCE CcV 11
acido ascorbico Mellvame (pH 7) (NADH) '
4,4"-bipiridilo  Citocromo, azurina y NaClO, 0.1 M+  +0.236,+0312y CV ' 44
ferricianuro fosfato 0.1 M +0.468 V vs. '
(reduccidn) PpHT7) SSCE (E,))
N.NN'N'- Acido ascorbico y Na,HPO,0.15 M +H.ly+H04V CV, CA 45
tetrametil-p- NADH o acido citrico vs. SCE :
fenilendia- 0.15 M |

mina

CV, Voltamperometria ciclica; CA, Cronoamperometria |

Los electrodos de pasta de carbono comenzaron a utilizarse como
detectores amperométricos en sistemas en flujo a principios de los 70 [48]. La
preparacion es sumamente sencilla, ya que basta con rellenar con la pasta el hueco
de una célula wall-jet o thin-layer a la que se le ha quitado el electrodo de disco
para disponer de un detector rapido y sensible. Las excelentes caracteristicas de los
detectores de pasta de carbono en términos de relacion sefial/ruido se :atribuyen ala
naturaleza compdsita de su superficie y permiten la obtencion de limitels de deteccion
dos o tres 6rdenes de magnitud mas pequeiios que los obtenidos habitualmente sobre
un detector de carbono vitrificado. Sin embargo, si se imponen potenciales negativos
a un CPE para detectar reducciones, la presencia de oxigeno en la pasta origina una
corriente residual muy grande y, como consecuencia, no se obtienen buenos limites

de deteccion.



24 Introduccion

Normalmente, los detectores de pasta de carbono mantienen un buen
funcionamiento durante varios dias sin necesidad de renovar la superficie,
dependiendo del potencial apiicado, el tipo de muestras inyectadas y la naturaleza
del portador o la fase movil. Sin embargo, en algunos, trabajos se comenta la falta
de estabilidad en volumen (hinchamiento por hidratacion) de los electrodos de pasta
de carbono cuando se emplean en sistemas en flujo {49,50] o la pérdida de grupos
activos (CoPC) de la superficie como consecuencia de las violentas condiciones
hidrodinamicas ("leaching") [22,51]. De cualquier forma, el principal problema y en
el que coinciden la mayoria de los autores que han trabajado con detectores de pasta
de carbono, es su incompatibilidad con disolventes organicos, que origina una fuerte
deriva de la linea base. Si se emplean fases moéviles con mas de un 20% de
acetonitrilo o de un 30% de metanol, la pasta se disuelve en un corto periodo de

tiempo [16].

Por este motivo, continuamente se investiga sobre el desarrollo de nuevos
materiales electrodicos similares a la pasta de carbono pero resistentes a los
disolventes organicos y que puedan ser modificados de forma homogénea.
Centrandonos en la ftalocianina de cobalto, un mediador de transferencia electronica
muy apreciado que se habia inmovilizado basicamente sobre soportes de pasta de
carbono, pueden citarse diversos trabajos en que la pasta tradicional ha sido
sustituida por otras matrices mas resistentes a los disolventes organicos. Por gjemplo,
se han fabricado electrodos compdsitos consistentes en grafito y CoPC dispersos en
resina epoxi, muy resistentes y faciles de pulir y se han aplicado a la determinacién
de glutation [52], acido ascorbico [53] y tioles [54]. Sin embargo, la principal
desventaja de la resina epoxi es que no es posible la renovacién del electrodo por

relleno, como ocurria con la pasta de carbono.

Huang y Kok proponen el empleo de cemento de grafito conductor como
matriz electrodica para la ftalocianina de cobalto [51]. Este nuevo electrodo

composito presenta una buena estabilidad en la respuesta cuando se emplea en
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sistemas en flujo, y permite el relleno del electrodo. No obstante, su estabilidad en

medios con alto contenido en disolventes organicos no ha sido demostrada.

Otro material muy interesante sobre el que se ha inmovilizado CoPC ha sido
un electrodo composito de carbono negro y Kel-F (policlorotrifluoroetileno) [49],
habiéndose demostrado la resistencia del electrodo al hinchamiento en metanol y

acetonitrilo y aplicandose a la determinacion de cisteina mediante HPLC.

L2.3.- ELECTRODOS COMPOSITOS DE GRAFITO-TEFLON

Los electrodos de grafito-teflon pueden definirse como materiales compositos
segregados que se construyen mezclando cantidades conocidas de ambos
componentes en polvo, para posteriormente prensar mecanicamente la mezcla

homogeneizada en forma de pastillas con las dimensiones requeridas.

Normalmente, los polvos utilizados para fabricar un material compésito
segregado se escogen de manera que el diametro medio de las particulas conductoras
sea pequefio en relacion con las dimensiones de las particulas de polimero. Después
del proceso de mezcla y de homogeneizacion de la misma, las particulas conductoras

ocupan los intersticios entre las particulas de polimero mas grandes.

Una de las caracteristicas mas atractivas de los electrodos cbmpésitos en
general, que ha fomentado la investigacion en este campo, es la excelente relacion
corriente faradaica / corriente de carga que ofrecen, particularmente los materiales
compositos segregados [2]. Las propiedades electroquimicas de este tipo de
electrodos dependen en gran parte de la naturaleza del material conductor. Sin duda
alguna, como es logico, los compoésitos mas estudiados han sido los que contienen
grafito o carbono negro, por su buena estabilidad electroquimica, disponibilidad y

bajo coste.
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Las propiedades fisico-quimicas del material dependen, sin embargo,
fundamentalmente del polimero escogido como fase aislante, principalmente por lo
que se refiere a su resistencia mecanica, caracter hidrofobo y resistencia al
hinchamiento en disolventes no acuosos. Este ultimo aspecto es especialmente
interesante desde un punto de vista practico, dado que la afinidad de la matriz
polimérica por los disolventes organicos es la causa de la inestabilidad dimensional
de algunos electrodos en medios no acuosos. El hinchamiento de la fase aislante
origina un crecimiento de la superficie del electrodo y, por tanto, una mayor
corriente de carga. Los electrodos compositos basados en teflon, Kel-F, polietileno

y polipropileno presentan una buena resistencia a algunos disolventes organicos [49].

Sin embargo, por otra parte, los materiales compositos de grafito-polietileno
y grafito-polipropileno poseen escasa dureza, por lo que resultan dificiles de manejar
y pulir. Por consiguiente, entre los materiales aislantes mencionados anteriormente,
el teflon constituye una de las matrices poliméricas mas atractivas para su utilizacién
en medios no acuosos, puesto que es practicamente inerte al hinchamiento y presenta

buenas propiedades mecanicas.

En 1975, Klatt y colaboradores [55] evaluaron el comportamiento
voltamperométrico, mediante voltamperometria ciclica, de electrodos de grafito y
teflon de diferente composicién , comparando la resistencia mecanica de las pastillas,
la conductividad del electrodo y la forma de los voltamperogramas obtenidos con
ferrocianuro. Estos autores examinaron, asimismo, la reproducibilidad de una
superficie electrodica dada y la reproducibilidad entre diferentes electrodos,
concluyendo que presentan excelentes caracteristicas para su empleo en estudios
electroquimicos. Ademas, demostraron su estabilidad fisica en medios organicos,

hidroalcohoélicos y fuertemente acidos.

Por otra parte, Shah y Honigberg [56] evaluaron el comportamiento de un

electrodo de grafito-teflon como detector en HPLC, demostrandose su utilidad para
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la deteccion electroquimica de distintos compuestos fenélicos y discutiendo un
aspecto practico tan importante como es la pasivacion de la superficie del electrodo

por dichos compuestos.

Sin embargo, y un poco sorprendentemente, desde 1983 hasta nuestros
estudios, s6lo se ha encontrado un trabajo publicado mas con este tipo de matrices
electrodicas compositas. En 1993, Wang y col. [57] emplearon este material como
alternativa para la fabricacién de electrodos enzimadticos tridimensionales. Estos
bioelectrodos de grafito-teflon se prépararon del modo usual, después de unir
covalentemente la enzima al polvo de grafito. El seno del electrodo sirve de este
modo como "deposito" tridimensional de la enzima, de manera similar a los
correspondientes dispositivos fabricados con pasta de carbono y grafito-epoxi. Los
biosensores resultantes combinan asi las ventajas de rapidez de respuesta, capacidad

de renovacidén (por pulido), rigidez, facilidad de fabricacion y economia.

Si bien como ya se ha dicho, no se han encontrado mas referencias donde se
utilicen electrodos de grafito-teflon con fines analiticos, no puede dejar de citarse un
electrodo compésito segregado similar como es el compuesto por Kel-F y grafito.
Se conoce con ¢l nombre de Kel-F al poli(clorotrifluoroetileno), un material algo
mas rigido que el teflon (poli(tetrafluoroetileno)). Este electrodo se caracterizé por
primera vez en 1978 por el grupo de Anderson [58], evaludndose posteriormente su
empleo como detector en sistemas en flujo [59] y aplicandose a la determinacién en

continuo de carbamatos [60] y compuestos fendlicos [61].
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L3- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS SOBRE LA
DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM

Tiram (tetrametiltiuramdisulfuro) (I) y disulfiram (tetraetiltiuramdisulfuro) (II).

son dos derivados del acido ditiocarbamico que presentan actividad fungicida.

Los ditiocarbamatos se emplean fundamentalmente sobre frutas, verduras y
cereales para controlar ciertas plagas de hongos que afectan a este tipo de cultivos
[62]. El Comité Conjunto FAO/WHO Experto en Residuos de Pesticidas establece
un limite para el contenido maximo de ditiocarbamatos que oscila entre 0.1 mg Kg!
en patatas y 5 mg Kg' en cereales [63]. En la CEE, las tolerancias establecidas

varian entre 2-7 mg Kg™' (expresado como bisulfuro de carbono) [63].

Tanto el tiram como el disulfiram se utilizan también como aceleradores para
la vulcanizacién del caucho. Ademas, el tiram tiene propiedades antisépticas y el

disulfiram es un agente empleado en el tratamiento del alcoholismo [64].

Para facilitar la vision en conjunto de los métodos analiticos existentes para
la determinacion de estos fungicidas, se han resumido, en forma de Tablas, los
trabajos aparecidos en los quince tltimos afios, tomando como base la técnica que
permite la determinacién. En cada una de las Tablas se incluyen también, cuando se
conocen, las caracteristicas analiticas del método, el tipo de muestra analizado y la

forma de llevar a cabo la determinacién.
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L3.1.- METODOS CROMATOGRAFICOS

En la Tabla IV se resumen los trabajos encontrados en el periodo de tiempo
mencionado basados en técnicas cromatograficas. Existen relativamente pocos
métodos basados en el empleo de la cromatografia de gases (GC), probablemente
debido al caracter polar de este tipo de compuestos. La mayoria de los métodos
encontrados se basan en la hidrélisis acida de los ditiocarbamatos y posterior
inyeccién del CS, formado [63,69-71]. Sin embargo, este método sé6lo es especifico
para el grupo ditiocarbamato y no permite la diferenciaciéon de compuestos con

diferentes N-alquil sustituyentes.

Mucho mas interesante parece la derivatizacion a ésteres etilicos, con el fin
de disminuir la polaridad e incrementar la volatilidad, que permite la determinacién

conjunta de tiram y disulfiram empleando un detector de nitrogeno-fésforo [68].

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), particularmente en la
modalidad de fase inversa es, sin lugar a dudas, la técnica cromatografica mas
utilizada para la determinacién de ditiocarbamatos, . Los limites de deteccion mas
bajos se obtienen cuando se emplea extraccion liquido-liquido o soélido-liquido

[75,89,90,97,104-106], algunas veces "on-line" [81,108,109,112}.

El detector mas utilizado es el de absorcion UV que no requiere
derivatizacion de los analitos. En algunos casos, se emplea derivatizaciéon post-
columna y la deteccién se realiza por absorcion en el visible [83,85,89] o se emplea

deteccion fluorimétrica [76,86].

También la cromatografia en capa fina (TLC) se ha utilizado bastante para
la deteccion y determinacion semicuantitativa de ditiocarbamatos, fundamentalmente
sobre soportes de gel de silice [113-115,118-120]. La deteccion colorimétrica

requiere el revelado de las manchas para la formacioén de especies coloreadas
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[113,115,117]. Puede destacarse un curioso sistema de deteccidn bioldgica, basado

en el tratamiento de la placa con un hongo sensible a los ditiocarbamatos, Bofrytis

cinerea, que se incuba durante 48 horas [118].

Por dltimo, se citan algunas aplicaciones de otras técnicas cromatograficas

para la determinacion de tiram, como la cromatografia en papel [121] o la

cromatografia micelar electrocinética [122].

Tabla IV
Meétodos cromatogrdficos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia de gases
(GC).
Muestra Analitos Tratamiento ' Nivel Detector  Ref.
Plasma Disulfiram Columna Chromosorb W 10 ng mL™ - 65
empaquetada con 3% OV-}
Material Pesticidas - - AFID/FID 66
biolégico
Lechuga Ditiocarbamatos  Tratamiento con SnCl, (1.5%) en 0.2-90 FPD 63
HC1 5 M para formar CS, mg Kg*
- Pesticidas Empleo de columna persilanizada - MS 67
recubierta de fase de metilsilicona
y He como gas portador
Caucho Tiram, Extn. con CHCl,-Me,CO, 32,46 AFID 68
disulfiram derivatizacién a ésteres etilicos ug g’
Aire Ditiocarbamatos Formacién de CS§, - - 69
Vegetales  Ditiocarbamatos Transformacion en C8§, por 10 ng mL.* - 70
calentamiento y dilucién con HCI CS, (LD)
- Tiram Transformacién en CS, por - - 71

calefaccion en medio acide

AFID:detector de ionizacion en llama alcalino; FID: detector de ionizaciéon en llama; MS: espectrometria de
masas, FPD: detector fotométrico de llama.
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Tabla IV (Cont.)

Métodos cromatogrdficos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC).

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector  Ref.
Plasma, Disulfiram y - . - - 72
orina metabolitos
Suero, Disulfiram - . - 73
plasma
Agua, Tiram - - - 74
papel
Agua, Ditiocarbamatos  Extn. con CHCI,, clean-up en gel 0.01 mg L uv 75
manzanas de silice. Elucidén con hexano y aD)

CHCI,. Evap. a sequedad,
redisolucién en MeOH

- Compuestos R. de intercambio de ligando con 0.5-1.0 ng FI 76
organicos con S Pd(ID)-calceina y deteccién
fluorescente de calceina libre

- Ditiocarbamatos  Derivatizacién con NiSQ, o - uv 77
Co(NO,), (pares idnicos)

Plasma Disuifiram y Etilacion de sus metabolitos y 25 ug L - 78
metabolitos separacioén en columna alquilfenilo
Vegetales  Ditiocarbamatos Derivatizacion con soln. alcalina 0.5 mg Kg"' - 79

de EDTA y L-cisteina. Extn.
Transformacion en ésteres
metilicos con Mel

Lechuga Fungicidas Extn. con hexano:CHCI, 3:2 05-20 uv 80
mg L™

Plasma Disulfiram y Purificacion y preconc. en 3.4 - 3400 uv 81
metabolitos precolumna Perisorb RP-18. nmol L

Separacién en Li Chrosorb RP-18

Fresas, Tiram Extn. con CHCl, y MeOH. 10 - 300 uv 82
maiz Separacion en Separon SIX o mg Kg*

Separon NH,. Elucién con

CHCl,:ciclohexano
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Tabla IV (Cont.)

Meétodos cromatogréficos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC).

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector  Ref.
Agua, Tiram, Preconc. en precolumna. ‘ - UV/VIS 83
orina disuifiram Derivatizacién post-columna con

Cu metalico

- Drogas Sepn. en Separon SGXC-18 con - uy 34
. MeCN:fosfato o MeOH:NH,CI

Orina Disulfiram y Preconc. en columna C,q - UV/VIS 85
metabolitos Derivatizacién post-columna con
Cu metélico

- Pesticidas Derivatizacién post-columna con 3.8 ug L Fl 86
reactive OPA-MERC

Plasma Disulfiram - 0.l -0.8 - 87
umol L

Melocoto-  Fungicidas Extn. con hexano:EtOAc 80:20, 0.5 mg L uv 88
neros clean up. Elucion con LDy

MeCN:NH,CI
Suelos, Ditioccarbamatos  Extn. con CH,Cl,. Preconc. en 50 - 400 UVv/vVIS 89
manzanas, «columna C,;. Derivatizacién post- pg L
lechugas columna con Cu metélico
Agua de Tiram Extn. en cartuchos C,,. Elucion 0.14 mg L™ EC 90
rio, com MeOH. Sepn. en C; con LD)
formula- MeOH:acetato 0.01 mol L
ciones (pH 5
Alfalfa Tiram - 3.4 ng (LD) PCD 91
Aguas Pesticidas Inyeccién directa (300 pL). Sepn. - uv 92

en columna Biofine RPC-PO.
Elucién con MeCN:fosfato 71:29
(pH 3.23)

Manzanas  Tiram Emplec de dos columnas de alta 0.01 mg L uv 93
resolucidn
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Tabla IV (Cont.)

Métodos cromatogrificos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC).

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector Ref.

Verduras Pesticidas Extn., sepn. en Lichrospher RP-18 - - 94
u Octadecyl $i-100 polyol

Aguas Pesticidas Extn. con CH,Cl,. Sepn. en - - 95
columna Wakosil-II 5C 4

Aguas Pesticidas Preconcentracién por adsorcion en - - 96
minicartucho de gel de
poliestireno. Elucién con MeCN y -
sepn. en columna RSpakDE-613 o
NOVAPAK C,,

Aguas Pesticidas Extn. con CH,Cl,. Sepn. en 0.1-10 - 97
columna TSK gel ODS. Elucién ug L (LD)
con MeCN:H,0:AcOH 60:40:0.1

Aguas Pesticidas Elucién con 40-45% MeCN - uv S8
(PH 4)
Aguas Pesticidas Extn. en cartuchos Sep-Pak - - 99

ENVtC,;. Sepn. en Nucleosil 120-
5C,s. Elucién con MeCN:MeOH
60:40

Aguas Pesticidas Extn. con columna Sep-Pak Flus - uv 100
P3-1. Elucién con MeCN. Sepn.
en columna Wakosil-I{ 5C,;-100
con MeCN:H,0 60:40

Aguas Pesticidas Extn. con cartuchos C g - - 101

Aguas Pesticidas Extn. en cartuchos Sep Pak Plus - - 102
Ps-1

Agua de Pesticidas Preconc. Sepn. en C,5 Elucién 2-10 pg L Uy 103

tio pelares con gradiente MeCN:agua
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Tabla IV (Cont.)

Métados cromatogrificos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC).

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Detector  Ref.
Cereales Tiram Extn. con CH,Cl, o MeCN. Evap. . 0.05 mg Kg' uv 104
a sequedad. Redisolucion con LD

MeOH:agua. Purif. en
microcolumna C

Aguas Pesticidas . Preconc. en cartuchos Sep-Pak 25 ug L uv 105
Plus PS-1 a pH 3.5. Elucién con
MeCN:H,0O 18:1

Aguas Pesticidas Extn. en columnas Sep-Pak Plus 0.1-11 uv 106
PS-1. Elucidn con MeCN. Sepn. pug L7 LD)
en columna ODS con
MeOH:fosfato 0.05 mo! L' (pH
31511

Aguas Pesticidas Extn. con columna Sep-Pak plus - v 107
PS-1 a pH 3.5. Elucién con
MeCN. Sepn. en columna Water
Golf-Pak con MeCN:fosfato 0.05

mol L (pH 3.5)
Aguas Pesticidas Preconc. en minicolumna C g 5ugL? - 108
Elucién e inyeccion directa 0.5 pug L
(LD)
Agua Pesticidas Filtracién. Preconc. on-line. 5,10 pg L - 109
potable Eluciéon con MeCN:fosfato 0.5
mmol L™ 50:50
Aguas Pesticidas Extn. con cartuchos PS-2 a pH 3.5 03,3 uv 110
mg L
Agua de Pesticidas Extn. con cartuchos Bond-Elut pIl - - 111
rio
Agua Pesticidas Preconc. on-line en precolumna 02-08 UV/F 112
ug L’
LD)

EC: Deteccion electroquimica; PCD: detector de fotoconductividad
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Tabla IV (Cont.)

Métodos cromatogrdficos para la determinacion de tiram y disulfiram. Cromatografia en Capa

Fina (TLC).
Muestra Analitos Tratamiento Nivel Deteccion  Ref.
Material Tiram, Extn. con hexano:CHCI, 6:4. 02,03 VIS 113
biclégico  disulfiram Sepn. en gel de silice con pg mL?
Et,0:hexano. Tto. con CuSO, D)
Tejidos Carbamatos Sepn. en gel de silice G en 0.5 ug (UD) - 114
Me,CO. Elucién con
hexano:MeEtCO 19:1
Aguas Tiram Extn. con CHCI,. Sepn. en gel 1-12 pg VIS 115
de silice. Tto. con CuS0,
- Tiram Sepn. en Silufol con - - 116
Me,CO:ciclohexano como
eluyente
Aguas Tiram Sepn. con hexano: Me,CO. - VIS 117
Tratamiento de las manchas con
ferricianuro:cloruro de hierro
Grano, Fungicidas Sepn. en gel de silice G en 2 mg (UD) Biologica 118
hojas CHCI,. Desarrollo con CHCI,:
Me,CO. Tratamiento con
Botrytis cinerea e incubacién a
25° durante 48 h
Aguas Deriv. del 4cido  Sepn. en gel de silice KSK con 0.02 mg L - 119
dimetil- y hexano:CH,Cl,, (UD)
dietil- ciclohexano:dioxano o
ditiocarbamico hexano:EtOAc
Tapones Tiram - - uv 120
de caucho
Vegetales  Pesticidas Sepn. en gel de silice - - 94

UD: umbral de detecciéon
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Tabla IV (Cont.)

Métodos cromatogrificos para la determinacion de tiram y disulfiram. Otras técnicas
cromatogridficas.

Muestra Analitos Tratamiento Técnica Deteccion  Ref.

- Pesticidas Elucion con hexano: . DPC VIS 121
Me,CO:MeOH. Tto. con esterasa
de higado de bovino.
Visualizacion con acetato de
indoxilo

- Pesticidas Sepn. con dodecil sulfato sodico MEKC - 122
como tensoactivo

DPC: Cromatografia en papel descendiente; MEKC: Cromatografia micelar electrocinética.

L3.2- METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Existen numerosos métodos espectrofotométricos que se han empleado para
la determinacion de tiram, disulfiram y ditiocarbamatos en general, aplicados a
muchas clases diferentes de muestras (Tabla V). Todos ellos implican la
derivatizacion de los analitos, bien por formacion de complejos coloreados con
metales de transicion [127,132,136,140-142], o bien por digestion acida de los
ditiocarbamatos, atrapamiento del CS, formado y derivatizacion a productos

coloreados [123-125,148,149].

En ningiin caso es posible distinguir entre ditiocarbamatos con sustituyentes
alquilicos diferentes, puesto que la propiedad utilizada para realizar la determinacion

es caracteristica del grupo ditiocarbamato.
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Meétodos espectrofotomeétricos para la determinacion de tiram y disulfiram.

Tabla V

MeCN

Muestra Analitos Tratamiento Nivel A, nm Ref.
Frutas, Ditiocarbamatos  Extn. con CHCI,. Calentamiento - 662 123
verduras con HCI ce + SnCl,. Atrapamiento

del CS,; con KOH en MeOH.
Calentamiento con Zn(OAc), para
formar ZaS, acidificacion y
reaccién del H,S con p-
aminodimetilamina y Fe™
Frutas, Ditiocarbamatos  Calentamiento con SnCl,, 20 pg CS, 435 124
verduras Absorcion del CS, en disoln. de LD)
Cu(OAc), y dietanclamina en
EtOH
Patatas Tiram Extn. con Me,CO. Calentamiento - Colorim. 125
con H,80, cc, hidroquinona y
CuS0,
Tabletas Disulfiram Extn. eon CH,CIl,. Tto. con Cul - - 126
. Polveo Tiram Conc. por filtracion del aire. Tto. 25 ng m? 425-430 127
atmosférico con Cul en CHCI, (LD)
Aguas Ditiocarbamatos  Hidrélisis acida y atrapamiento - 348,435 128
del CS, sobre reactivo formador
de color
Caucho Tiram Tto. con CoCl, en CHCI, en - 323 129
presencia de Na,S,0,
Formula- Ditiocarbamatos  Digestiéon con H,50,. Absorcion - 430 130
ciones del CS, en soln. de PhCH,SH en
alcohol tert-butilico
Frutas, Tiram, Formacion de CS§, y reaccion con 0.1 mg Kg*' - 131
verduras etilenbis- Me,NH y Cu(OAc), para formar
ditiocarbamatos  complejo coloreado
Cereales Tiram Formacion de un complejo 0.4 mg L' 420 132
coloreado con CuClQ,.4 MeCN en (LD)
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Meétodos espectrofotométricos para la determinacion de tiram y disulfiram.

Tabla V (Cont.)

Muestra Analitos Tratamiento Nivel A, nm Ref.
- Ditiocarbamatos  Descomposicion con H.SO, 6 M y - 520 133
AcOH. Absorcion del CS, en soln.
alcalina de 1,2,5-trnhidroxibenceno
y Et,N. Formacién de complejo
coloreado con Ni
Formula- Tiram, ziram y Calentamiento con hematoxilina - 555 134
ciones, agua, zineb oxidada en agua
cereales y
verduras
- Ditiocarbamatos  Hidrélisis acida. Derivatizacion - - 135
del CS, a dibutilditiocarbamato de
Cu(l)
Mezclas Ditiocarbamatos  Derivatizacion a complejos de Se, 5-10 ug 430 136
sintéticas, Extn. en CHCI, LDy
preparados
comerciales
- Tiram Reaccién con acetato de cromo en - 420 137
medio HOAc/Ac™ (pH 2.5-3.0).
Extn. del complejo en MIBK
- Tiram Derivatizacién con Na,SeQ, en 1-8 mg L 420 138
acetona
Tejidos Tiram, tricloro- - - 390 139
fenclato de Cu
- Tiram Derivatizacién a complejo de 1.2 mg L™ 420 140
Mo(VD). Extn. con
isobutilmetilcetona
- Ditiocarbamatos  Formacion de complejos de Cr. 6-12 ng 430 141

Extn. en naftaleno y DMF
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Métodos espectrofotométricos para la deferminacion de tiram y disulfiram.

Tabla V (Cont.)

Muestra Analitos Tratamiento Nivel A, nm  Ref.
- Tiram Formacion de - 395,430 142
dimetilditiocarbamato de Cu(Il) y
P4(1I). Coprecipitacion en
naftaleno microcristalino
Lechugas Tiram, zineb Adicion de HC] 2.4 mol L™ con - - 143
SnCl,
- Disulfiram Formacién de complejo coloreado - - 144
con Cu
- Ditiocarbamatos  Hidrélisis dcida. Absorcién sobre 0.3 mg L - 145
aminas en MeOH CS, (LD)
Preparados Tiram, ziram, Formacién de complejos de Cr. - - 146
comerciales  dibam y ferbam  Adsorcién en naftaleno
microcristalino
Formula- Tiram, zineb, Induccion de la reaccién 5.4x10° 500 147
ciones glutation triyoduro-azida en medio micelar mol L~
comerciales LD
Agua Ditiocarbamatos  Hidrélisis dcida. Absorcion del 1-10 mg L™ - 148
CS, sobre etilendiamina o
piperidina en MeOH
Suelos, Tiram, metam Formacién de CS,. Derivatizacion - - 149
verduras a complejos coloreados de Cu(ll)
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1.3.3.- METODOS ELECTROQUIMICOS

Se han encontrado relativamente pocas aplicaciones de los métodos
electroquimicos para la determinacién de tiram y disulfiram (Tabla VI). En la
mayoria de los casos se basan en la reducciéon del fungicida sobre electrodos de
mercurio [150,152,153,154], aunque también se ha aprovechado la oxidacion del

tiram sobre un electrodo de Au [1].

Los métodos basados en la preconcentracion de tiram por adsorcion sobre la
superficie del electrodo [.1 ,153] permiten alcanzar limites de detecci6n mas bajos que
los obtenidos con otras técnicas. No obstante, la selectividad es insuficiente para su
aplicacion al analisis de trazas en muestras medioambientales, por lo que se hace

necesario recurrir a la deteccion electroquimica en sistemas cromatograficos [90].

L3.4.- METODOS VOLUMETRICOS

En la bibliografia revisada aparecen varios métodos volumétricos de
determinacion de tiram y disulfiram, cuyas caracteristicas principales se recogen en
la Tabla VII. Debido a la escasa sensibilidad de este tipo de métodos de analisis, se
han aplicado fundamentalmente a la determinaciéon de estos ditiocarbamatos en
medicamentos [160,165] y formulaciones comerciales [156,157,162,163]. En la
mayoria de los casos, el punto final se detecta potenciométrica o

amperometricamente [157-162,165].
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Tabla VI

Meétodos electroquimicos para la determinacion de tiram y disulfiram.

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Técnica  Detector Ref.
Medica- Disulfiram, - - DPP, CV - 150
mentos farmacos

- Tiram, - 110 csy Ag o 151
compuestos mol L pelicula Hg
organicas con S D)

- Disulfiram Medio H,O:EtOH con - - Hg 152

NaOAc 0.1-0.3 mol L'

Agua, Tiram Extn. en cartuches C g 003 - AdSV HMDE 153
suelos (aguas) o con CHCI, ug L

(aceites). Evap. a (LD)

sequedad. Redisoln. en

MeOH
Preparados Tiram Extn. con MeOH 0.3 pg L AdSV Au 1
comercia- (preparados}. Extn. con (LD) rotatorio
les, aguas cartuchos C.; (aguas).

Elucién con MeOH.
Evap. a sequedad.
Redisoln. con MeOH

- Disulfiram Empleo de soluciones 0.3 mg P Hg 154
de Bu,NI y H,SO, en
DMF, EtOH o mezclas
organico-acuosas

Manzanas  Tiram Hidrélisis acida. 1.5-9.2 DFPP Hg 155
Absorcién del CS, sobre  pmol L
ptperidina en MeOH

DPP: Polarografia diferencial de impulsos; CV: voltamperometria ciclica; CSV: voltamperometria de redisolucién
catdédica; AdSV: voltamperometria de adsorcion-redisolucion; P: polarografia.
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Tabla VII

Métodos volumeétricos para la determinacion de tiram y disulfiram.

Muestra Analitos Tratamiento Nivel Deteccion  Ref.
Formula- Tiram Reduccion con Na,S y valoracién - - 156
ciones icido-base de la dietilamina
comerciales formada
Preparados Tiram Reducciéon con Na,SO; en Me,CO - Potenciom. 157
comerciales o EtOH:DMF. Valoracién con

Cu80, 0.1 mol L
- Aceleradores de  Valoracién con Na,SO, del I, - Amperom. 158
vulcanizacion liberado por reaccién con Hl a 0°
en MeOH acuoso
- Tiram, Valoracién por reduccion con - Visual, 159
disulfiram K,C8,; en DMF:H,0 potenciom.
Tabletas Disulfiram, Derivatizacion con Hg(OAc),. - Potenciom. 160
metiltiouracil Valoracion como bases en HOAc {pH)
y HCIO, 0.1 mot L
- Xantatos, Valoracion con yoduro generado >5 Amperom. 161
ditiocarbamatos, electroquimicamente pequiv.
fungicidas
Preparados Tiram Valoracion con tritiocarbonato K - Potenciom. 162
comerciales en DMF:H,0
Preparados Tiram Valoracion con tritiocarbonato K - Fotom. (A= 163
comerciales 400 nm)
- Tiurarh Valoracion con tritiocarbonato K - Fotom. 164
disulfuros
Medica- Disulfiram Valoracién con Cu® 0.36-0.71  Potenciom. 165
mentos mg
- Tiuram Reaccién de azida sodica con 0.5-14 pg Visual 166
disulfuros yvoduro en presencia del tiuram
(tiram, disulfuro (inductor). Valoracién
disulfiram) del exceso de yoduro con arsenito

sodico
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IL1.- DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM CON UN ELECTRODO
DE PASTA DE CARBONO MODIFICADO CON FTALOCIANINA DE
COBALTO

I.1.1.- INSTRUMENTACION

IL.1.1.1.- Aparatos

Las medidas en discontinuo se han realizado utilizando un potenciostato
EG&G PARC 273 equipado con el software de Analisis Electroquimico Mod. 270.
La agitacion durante la etapa de preconcentracion.se ha llevado a cabo con un

agitador magnético P-Selecta.

Para los experimentos en continuo se ha utilizado un sistema de inyeccién de
flujo constituido por una bomba peristaltica Wiz (ISCO) y una valvula Valco
(Metrohm) con volumen de inyeccién variable. Como detector se ha empleado un
_detector electroquimico EG&G PARC Mod. 400 acoplado a un registrador Linseis
6512 y equipado con una célula de flujo "thin-layer" modelo MP-1305, en la cual
se ha reemplazado el electrodo de carbono vitrificado por una pieza idéntica que
presenta una cavidad de 3 mm de diametro en lugar del disco de carbono vitrificado.

Dicha cavidad se rellena con la pasta de carbono modificada.

Para las medidas de pH se ha empleado un pH-metro de precision Metrohm
E 510.

Otros aparatos utilizados han sido: bafio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,

centrifugadora P-Selecta Meditronic y rotavapor Heidoiph W 2000.
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I.1.1.2.- Electrodos y células de trabajo

Como electrodo indicador se ha utilizado un electrodo de pasta de carbono
modificada con ftalocianinas metalicas, empleando como soporte para los estudios
en discontinuo, un electrodo hueco Metrohm 6.0807.000 (3.0 mm de diametro de
zona activa) y, para los experimentos en continuo, el electrodo hueco descrito en el
apartado II.1.1.1. acoplable a la célula de flujo "thin-layer" modelo MP-1305. La

preparacién de los electrodos se describe en el apartado 11.1.3.1.

Para las medidas en discontinuo se ha utilizado como electrodo de referencia
un electrodo de calomelanos saturado EG&G PARC Mod. K0077 y como electrodo
auxiliar una punta de platino. Como céfula de trabajo se ha empleado una célula

electroquimica Metrohm EA 875-20.

Para los estudios en flujo, la célula de trabajo ha sido, como ya se ha
comentado, una célula electroquimica para cromatografia liquida modelo MP-1305.
El electrodo de referencia utilizado ha sido un electrodo de Ag/AgCl modelo P/N
219054.

[.1.2.- REACTIVOS

Para la preparacion de los electrodos de pasta de carbono se ha utilizado
grafito en polvo (Ultra F, Dicoex) y aceite de parafina (Fluka). La modificacién se
ha realizado con diferentes ftalocianinas metalicas: de cobalto (Fluka), de niquel
(Fluka) y de hierro (Kodak), que se usaron tal como se recibieron, sin purificaciéon

posterior.

Los fungicidas analizados en este estudio han sido: tetrametiltiuram disulfuro

(tiram), tetractiltiuram disulfuro (disulfiram) y dimetilditiocarbamato de zinc (ziram),
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todos ellos de 1a marca Aldrich. Otros reactivos empleados han sido: fenol (Sigma) |

y sulfato de zinc (Merck).

Para la preparacion de las disoluciones reguladoras se ha utilizado acido
borico (Panreac), acido acético (Carlo Erba), acido fosfoérico (Carlo Erba), NaOH
(Panreac), NaH,PO, (Fluka) y Na,HPO, (Panreac). Como disolventes organicos se
han empleado metanol y cloroformo (Panreac). Todos los productos utilizados han
sido de calidad para analisis. Siempre se ha trabajado con agua ultrapura obtenida

mediante un sistema Millipore Milli-Q.

Las muestras analizadas han sido fresas adquiridas en un mercado local.

IL.1.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
I1.1.3.1.- Preparacion del electrodo modificado

IL1.3.1.1.- Preparacion de la pasta de carbono modificada con

ftalocianinas metdlicas

La pasta de carbono modificada se prepara pesando exactamente la cantidad
de grafito y ftalocianina necesarias para obtener la proporcion modificador/grafito
deseada (expresada como porcentaje de modificador). Se afiaden 0.4 mL de aceite
de parafina y 5 mL de cloroformo por cada gramo de mezcla (grafito + ftalocianina).
Se agita la mezcla en un baiio de uitrasonidos durante 3 minutos para asegurar su
homogeneidad. A continuacién se evapora el cloroformo haciendo pasar una
corriente de argon hasta sequedad aparente. Por ultimo, se deja secar la pasta

resultante al aire durante una noche a temperatura ambiente.
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IL1.3.1.2.- Preparacion del electrodo indicador para la medida

Con la pasta preparada como se describe en el apartado anterior, se rellena
la cavidad del electrodo de trabajo, procurando que el empaquetamiento sea lo mas
compacto posible, y se pule la superficie durante 1 minuto sobre una hoja de papel
de ordenador. En los estudios en discontinuo se renueva la superficie electrodica
después de cada experimento, retirando la pasta usada del exterior del electrodo

(aproximadamente 1 mm de profundidad) y sustituyéndola por pasta nueva.

IL.1.3.2.- Preparacién de disoluciones

- Disoluciones patron de tiram y disulfiram: Se prepararon semanalmente
disolviendo las cantidades adecuadas de cada fungicida en 50 mL de metanol para
obtener una concentracion final de 2.5x10° mol L. A partir de estos patrones se

prepararon diariamente, por dilucién con metanol, disoluciones estindar mas

diluidas.

- Disolucidn patrén de ziram: Se prepard disolviendo la cantidad adecuada

en 100 mL de metanol para obtener una concentracién final de 5.0x10™* M.

- Disoluciones patrén de fenol y sulfato de zinc: Se prepararon disolviendo
las cantidades adecuadas de cada compuesto en 50 mL de agua desionizada de forma
que la concentracion final sea de 2.5x10? mol L™'. A partir de estas disoluciones se

preparan, por dilucion, disoluciones estandar mas diluidas.

- Disolucion reguladora HBO/BO, 0.2 mol L' de pH 8.0: Se disuelven 12.4
g de HBO, en aproximadamente 800 mL de agua desionizada. Se afiade NaOH 2 M
hasta alcanzar pH 8.0 y se completa con agua destilada hasta un volumen final de

1 litro.
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- Disolucién reguladora H,PO,/HPO 0.2 mol L”' de pH 6.0: Se disuelven
24.0 g de NaH,PO, en aproximadamente 800 mL de agua desionizada. Se afiade
NaOH 2 M hasta alcanzar pH 6.0 y se completa con agua destilada hasta un

volumen final de 1 litro.

- Disolucién Britton-Robinson 0.2 mol L™': Se prepara disolviendo 12.4 g de
acido bodrico, 11.5 mL de acido acético y 13.6 mL de 4cido fosférico en 1 litro de

agua destilada.

- Disoluciones reguladoras Britton-Robinson/NaOH: Se preparan aiiadiendo
pequefias cantidades de una disolucion de NaOH 2 M a diferentes alicuotas de la

disolucion anterior hasta obtener el pH deseado.

- Disolucidn de trabagjo de tiram: En un matraz aforado de 50 mL se afiaden
25 mL de la disolucién reguladora HBO,/BO,, el volumen necesario de disolucién
patrén de tiram en metanol para conseguir la concentracion final deseada en cada
experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar una proporcion

final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50 mL.

Para el estudio de pH se sustituye el regulador HBO,/BO,” por 25 mL de

disolucion Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.

En el estudio de interferencias se afiade, ademas, la cantidad adecuada de la
disolucién patréon de la sustancia correspondiente para obtener la proporcion

interferente:tiram deseada en cada caso.

- Disolucion de trabajo de disulfiram: En un matraz aforado de 50 mL se
afiaden 25 mL de la disolucién reguladora H,PO,/HPO,%, el volumen necesario de
disolucion patréon de disulfiram en metanol para conseguir la concentracion final

deseada en cada experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar
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una proporcion final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50

mL.

Para el estudio de pH se sustituye el regulador H,PO,/HPO,* por 25 mL de

disolucion Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.

En el estudio de interferencias se afiade, ademas, la cantidad adecuada de la
disoluciéon patrén de la sustancia correspondiente para obtener la proporcidn

interferente:disulfiram deseada en cada caso.

- Mezclas de tiram y disulfiram: Para el analisis multicomponente de tiram
y disulfiram mediante métodos quimiométricos, se prepararon mezclas de tiram y
disulfiram de la siguiente forma: en un matraz aforado de 50 mL se afiaden 25 mL
de la disolucion reguladora HBO,/BQO,, el volumen necesario de disolucién patron
de cada fungicida en metanol para conseguir las concentraciones finales deseadas en
cada experimento, la cantidad necesaria de metanol puro para alcanzar una

proporcion final del 2% de metanol y agua desionizada hasta completar los 50 mL.

- Disolucién portadora: Se disuelven 6.2 g de HBO, en unos 800 mL de agua
desionizada, se afiade NaOH 2 M hasta ajustar el pH a 8.0 y 20.0 mL de metanol,
completando con agua desionizada hasta un volumen total de 1 litro. La composicion

final es del 2% v/v en metanol y de 0.1 mol L' HBO,/BO,".

11.1.3.3.- Obtencion de los voltamperogramas en discontinuo

El electrodo de pasta de carbono modificado, preparado como se describe en
el apartado II.1.3.1, se sumerge en la célula de medida que contiene la disolucién

de trabajo del fungicida y se mantiene, a circuito abierto y con agitaciéon constante,

3000 rpm, durante el tiempo de preconcentracion predeterminado en cada caso.
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Transcurrido el periodo de acumulacidn se detiene la agitacion y se procede a la

medida.

Las técnicas electroanaliticas utilizadas han sido voltamperometria ciclica
(CV), voltamperometria de barrido lineal (LSV) y voltamperometria diferencial de
impulsos (DPV).

I1.1.3.4.- Determinacion de tiram en fresas contaminadas

Se pesan con exactitud aproximadamente 15 g de fresas troceadas en un tubo
de centrifuga de 40 mL y se afiaden 50 puL. de una disolucidén patrén de tiram de 600
mg L' en metanol. Se procede a extraer con 2 porciones de 15 mL de cloroformo.
El tubo se agita manualmente durante 5 minutos cada vez y se centrifuga durante 5
minutos a 4000 rpm. Se combinan los dos extractos en un matraz de fondo redondo
de 50 mL y se evapora hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El
-residuo se disuelve en 0.5 mL de metanol, se afiaden 12.5 mL de la disolucidn
reguladora HBO,/BO, 0.2 mol L} de pH 8.0, se agita en bafio de ultrasonidos unos
2 minutos y la disolucion resultante se transfiere cuantitativamente a un matraz
aforado de 25 mL, enrasando con agua desionizada. Esta disolucidn se transfiere a
la célula de medida y se registra el voltamperograma correspondiente segun el
procedimiento descrito en el apartado I1.1.3.3, empleando un periodo de acumulacién
de 180 s. La determinacion de tiram se lleva a cabo aplicando el método de

adiciones estandar, afadiendo cantidades de tiram comprendidas entre 30 y 75 pg.
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I1.1.3.5.- Medidas por inyeccion en flujo con deteccion amperométrica de

impulsos

Se hace circular la disolucién portadora por el sistema FIA descrito en el
apartado 11.1.1.1, se aplica al electrodo modificado el programa de potenciales
escogido (apartado II1.2.2) y se espera el tiempo necesario hasta obtener una seiial
constante. Se inyectan entonces alicuotas de la disolucion de trabajo de tiram en la

corriente de portador, registrando las sefiales amperométricas correspondientes.

IL2.- DESARROLLO DE ELECTRODOS COMPOSITOS DE GRAFITO-
TEFLON. DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y
DISULFIRAM

I2.1.- INSTRUMENTACION

IL.2.1.1.- Aparatos

Todas las medidas se han realizado utilizando un potenciostato Eco Chemie

Autolab PSTAT 10 equipado con software de analisis electroquimico GPES 3.1.

La agitacién durante la etapa de preconcentracion se ha realizado con un

agitador magnético P-Selecta.

Para las medidas de pH se ha empleado un pH-metro de precision Metrohm
E 510.
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Otros aparatos utilizados han sido: bafio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,
centrifugadora P-Selecta Meditronic, rotavapor Heidolph W 2000 y prensa hidraulica

Carver.

I1.2.1.2.- Electrodos y células de trabajo

Como electrodos indicadores se han utilizado electrodos compésitos de
grafito y teflén cuya preparacion se detalla en el apartado 11.2.3.1. El electrodo de
referencia ha sido un electrodo de calomelanos saturado EG&G PARC Mod. K0077

y el electrodo auxiliar una punta de platino.

La célula de trabajo ha sido una célula electroquimica Metrohm EA 875-20.

IL2.2.- REACTIVOS

Para la preparacion de los electrodos compdsitos se ha utilizado grafito en
polvo de pureza ultra F (Dicoex) y poli(tetrafluoroetileno) -teflon- (Tipo 7A,
Dupont). Para su fijacién en el soporte electrédico se ha utilizado resina epoxi

(Araldit),

Los fungicidas utilizados en este estudio, asi como el resto de reactivos, han
sido los mismos ya mencionados en el apartado II.1.2. Como disoiventes organicos

se han empleado metanol, n-hexano y cloroformo (Panreac).
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IL2.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
IL2.3.1.- Preparacion del electrodo composito de grafito y teflon
I.2.3.1.1.- Preparacion del material compdsito

Las pastillas de grafito-teflon se prepararon dela siguiente manera. Se pesan
las cantidades adecuadas de grafito y de teflén dependiendo de la composicion final
que se desee, se mezclan y se homogeneiza dicha mezcla manualmente con ayuda
de una espatula plana. Se afiaden, a continuacion, 5.0 mL de n-hexano por 0.5
gramos de mezcla y se agita la pasta resultante en un bafio de ultrasonidos durante
5 minutos para asegurar su homogeneidad. Seguidamente se evapora el n-hexano
haciendo pasar una corriente de aire caliente hasta sequedad, dejando posteriormente
enfriar la mezcla a temperatura ambiente. La pasta resultante seca se prensa en forma
de pastillas de 1.3 cm de didmetro aplicando una presién de 5000 Kg cm durante

unos 15 minutos. El espesor de dichas pastillas es de aproximadamente 0.4 cm.
I.2.3.1.2.- Preparacion del electrodo indicador

Se prepara una pastilla de grafito-teflon de 0.5 g siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado anterior. Con ayuda de un troquel de 3.5 mm de diametro
interno, se taladra una porcién de pastilla en forma de disco y se introduce
parcialmente en el extremo de un tubo hueco de vidrio de 10 cm de longitud y 4
mm de didmetro interno. La fijacién de la pastilla al extremo del tubo se realiza con
resina epoxi, impregnando el tubo y los bordes de la pastilla que sobresalen de
forma que solamente la superficie del disco quede sin recubrir. Se deja secar la
resina durante 24 horas a temperatura ambiente y, a continuacién, se introducen por
el otro extremo del tubo unas gotas de mercurio, estableciéndose el contacto eléctrico
mediante un hilo de cobre que sobresale parcialmente por este extremo del tubo.

Finalmente, se cierra dicho extremo con resina epoxi.
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IL2.3.2.- Pretratamiento del electrodo indicador

La superficie del electrodo compdsito de grafito-teflon, preparado como se
describe en el apartado anterior, se renueva diariamente por pulido de dicha
superficie con un papel abrasivo de SiC con un tamaifio de grano de 150 durante
unos cinco segundos. Como etapa previa a la realizacion de cada voltamperograma,
se procede al tratamiento electroquimico de la superficie del electrodo mediante la

aplicacion de un potencial constante de -1.2 V vs. SCE durante 30 segundos.

IL2.3.3.- Preparacion de disoluciones

Las disoluciones patron de tiram, disulfiram, ziram, fenol y sulfato de zinc,
asi como las disoluciones reguladoras Britton-Robinson/NaOH, se prepararon de la

forma ya especificada en el apartado 11.1.3.2.

- Disolucién reguladora H,PO,/HPO/ 0.2 mol L"' de pH 7.4: Se disuelven
12.1 g de NaH,PO, y 14.3 g de Na,HPO, en aproximadamente 800 mL de agua
desionizada. Se afiade NaOH 2 M hasta alcanzar pH 7.4 y se completa con agua

destilada hasta un volumen final de 1 litro.

- Disolucion de trabajo de tiram y disulfiram: En un matraz aforado de 50
mL se afiaden 25 mL de la disoluciéon reguladora H,PO,/HPO,*, el volumen
necesario de disolucion patron de fungicida para conseguir la concentracién final

deseada en cada experimento y agua desionizada hasta completar los 50 mL.

Para el estudio de pH se sustituye el regulador H,PO,/HPOQ,* por 25 mL de

disolucion Britton-Robinson ajustada previamente al pH deseado con NaOH.
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En el estudio de interferencias se aiiade, ademas, la cantidad adecuada de la
disolucién patrén de la sustancia correspondiente para obtener la proporcién

interferente:analito deseada en cada caso.
IL2.3.4.- Obtencién de los voltamperogramas

El electrodo compdsito de grafito-teflon se sﬁmerge en la célula de medida
que contiene la disolucién de trabajo del fungicida correspondiente y se aplica un
potencial de -1.2 V vs. SCE durante 30 segundos con el fin de regenerar la
superficie del electrodo, como se ha indicado en el apartado 11.2.3.2. A continuaci6n
se mantiene a 0.0 V vs. SCE y con agitacidon constante a 3000 rpm durante el tiempo
de preconcentracion previamente escogido. Transcurrido el periodo de acumulacion,
se detiene la agitacion y se registra el voltamperograma correspondiente, desde 0.0

V hacia potenciales mas positivos.

Para la eleccion del potencial catddico apropiado para la regeneracion
electroquimica de la superficie. electrodica, se procedio a la desoxigenacién de la

disolucion de trabajo, haciendo pasar una corriente de argén durante 20 minutos.

Las técnicas electroanaliticas utilizadas han sido voltamperometria ciclica

(CV) y voltamperometria de barrido lineal (LSV).

IL2.3.5.- Determinacion de tiram en fresas contaminadas

Se pesan con exactitud aproximadamente 15 g de fresas troceadas en un tubo
de centrifuga de 40 mL y se afiaden 50 puL de una disolucion patréon de 600 mg L™
de tiram en metanol. Se procede a extraer con 2 porciones de 15 mL de cloroformo.
El tubo se agita manualmente durante 5 minutos cada vez y se centrifuga durante 5

minutos a 4000 rpm. Se combinan los dos extractos en un matraz de fondo redondo
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de 50 mL y se evapora hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El
residuo se disuelve en 0.5 mL de metanol. A continuacién se afiaden 12.5 mL de la
disolucién reguladora H,PO,/HPO,> 0.2 mol L de pH 7.4 y se agita en uitrasonidos
unos 2 minutos. La disolucidn se transfiere cuantitativamente a un matraz aforado
de 25 mL, completando el volumen con agua desionizada. Esta disolucion se
transfiere a la célula de medida y se registra el voltamperograma de barrido lineal
correspondiente, segin el procedimiento descrito en el apartado 11.2.3.4, empleando
un periodo de acumulacion de 300 s. La determinacién de tiram se lleva a cabo
aplicando el método de adiciones estindar, afiadiendo cantidades de tiram

comprendidas entre 30 y 75 pg.

II.3.- ELECTRODOS DE GRAFITO-TEFLON COMO DETECTORES
ELECTROQUIMICOS EN SISTEMAS EN FLUJO

IL3.1.- INSTRUMENTACION
I1.3.1.1.- Aparatos

Se ha utilizado un sistema de inyeccién en flujo constituido por una bomba
peristéltica Gilson Minipuls-2 y una valvula Rheodyne Mod. 5020 con volumen de
inyeccion variable. Para la deteccion se ha empleado un detector Metrohm 656
equipado con una célula de flujo, de configuracion "wall-jet”", EA-1096. El control
de los potenciales y el registro de las sefiales amperométricas se ha llevado a cabo
por medio de un potenciostato Eco Chemie Autolab PSTAT 10 equipado con
software de analisis electroquimico GPES 3.1.

Para la separacion de tiram y disulfiram, se ha acoplado al sistema FIA
descrito una columna de teflén de 3 cm de longitud y 2 mm de didmetro interno,

rellenada con fase estacionaria VYDAC SC-201 RP (Macherey-Nagel) de 30-40 um
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de diametro de particula. Esta columna separadora se coloca entre la valvula de
inyeccion y el detector como se indica en la figura 3, de forma que sea posible
invertir el sentido del paso de la disolucién portadora por dicha columna con el fin
de evitar la obstruccion de la misma. En el esquema que se muestra en la figura 3,
cuando las llaves 1 y 3 estin abiertas y las llaves 2 y 4 cerradas, el portador entra
en la columna por la parte superior y sale por la inferior hacia el detector. Cerrando
1 y 3y abriendo 2 y 4, el portador entrara en la columna por la parte infertor y

saldra hacia el detector por la parte superior,

COLUMNA DETECTOR

BO-I\-ABA | 1}{*
! ToX

l INYECCION

PORTADOR

Figura 3

Esquema del dispositivo experimental empleado para la separacion en continuo de tiram y
disulfiram

Otros aparatos utilizados han sido: baific de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons

y rotavapor Heidolph W-2000.
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I.3.1.2.- Electrodos

Como electrodo indicador se ha utilizado un electrodo composito de grafito-
40% teflon cuya preparacién se detalla en el apartado 11.3.3.1. El electrodo de
referencia ha sido un electrodo de Ag/AgCl/KCl 3M Metrohm Modelo 6.0727.000
y el electrodo auxiliar un electrodo de oro Metrohm Modelo 6.0333.010.

IL3.2.- REACTIVOS

Los reactivos utilizados han sido los mismos que en el apartado I1.2.2.

Como disolventes organicos se han empleado metanol, acetonitrilo y

diclorometano (Panreac).

Las muestras analizadas han sido agua potable y agua de pozo, ambas de

‘procedencia local, contaminadas con 40 ug L' de tiram.

1L3.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
IL3.3.1.- Preparacién del electrodo compésito de grafito-teflén

Se prepara una pastilla de grafito-40% de teflon de 1 gramo siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado [1.2.3.1.1. Con ayuda de un troquel de 3.5 mm
de diametro interno, se taladra una porcion de pastilla en forma de disco y se
introduce a presion en el extremo de un tubo hueco de teflon de 8 cm de longitud
y 3 mm de diametro interno. El contacto eléctrico se realiza a través de un tornillo

de acero inoxidable introducido por el otro extremo del tubo de teflon.
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IL3.3.2.- Pretratamiento del electrodo compésito de grafito-teflon

La superficie del electrodo compésito de grafito-teflon se renueva diariamente
por pulido con un papel abrasivo de SiC con un tamafio de grano de 150 durante
unos cinco segundos. No fue necesario ningin otro tipo de regeneraciéon quimica o

electroquimica posterior de la superficie electrodica durante toda la jornada de

trabajo
IL3.3.3.- Preparacion de disoluciones

Las disoluciones patron de los fungicidas, las disoluciones reguladoras y las
disoluciones de trabajo de tiram y disulfiram se prepararon analogamente a lo

especificado en el apartado 11.2.3.3.

- Disolucion portadora H,PO,/HPO, 0.1 mol L' de pH 7.4: Se disuelven
6.0 g de NaH,PO, y 7.2 g de Na,HPO, en aproximadamente 800 mL de agua
desionizada. Se afiade NaOH 2 M hasta alcanzar pH 7.4 y se completa con agua
destilada hasta un volumen final de 1 litro. En el caso de la determinacion de tiram

en muestras de aguas, la disolucion portadora contiene un 2% v/v de metanol.

- Fase movil utilizada en la separacion de tiram y disulfiram: 25 mL de una
disolucién reguladora H,PO,7/HPO,* 2.0 mol L' de pH 7.4 se llevan a un matraz de
500 mL diluyendo con agua desionizada. Se afiade el volumen necesario de
acetonitrilo para obtener la proporcién final regulador fosfato 0.1 mol L :acetonitrilo
desecada y se enrasa con agua desionizada. Las disoluciones de trabajo de tiram y
disulfiram, en este caso se prepararon en el mismo medio que la fase movil,
tomando alicuotas de dicha fase moévil y afiadiendo la cantidad de patrén

correspondiente para obtener la concentracion final deseada.
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IL3.3.4.- Medidas por inyeccién en flujo con deteccion amperométrica

Se inyecta la disolucion de trabajo de fungicida en la corriente de portador
y se registran las sefiales amperométricas al potencial aplicado al electrodo indicador,
previamente escogido. En estas medidas no se requirié ningun tipo de limpieza o

pretratamiento del electrodo composito después de cada inyeccién.

IL3.3.5.- Determinacién de tiram en aguas contaminadas

Se toman 50 mL de la muestra de agua, se afiaden 50 uL. de una disolucion
patrén de 40 mg L de tiram y se transfieren a un embudo de decantacion de 150
mL. Se procede a extraer el fungicida con 2 porciones de 5 mL de diclorometano,
agitando durante 3 minutos. Los extractos se combinan y se evaporan hasta sequedad
en el rotavapor a temperatura ambiente. El residuo se disuelve en 1 mL de
disolucion portadora (regulador fosfato 0.1 mol L™ de pH 7.4 con un 2% v/v de
~metanol) con ayuda de agitacion ultrasénica y se inyectan 2 alicuotas de 250 uL en
el portador, que fluye a una velocidad de 1.9 mL min™ . La determinacién de tiram
se lleva a cabo por medio de un calibrado en el intervalo 0.5 - 4.0 mg L™, obtenido
por adicidn de alicuotas de la disolucion patrén de fungicida a una muestra de agua

sin contaminar {blanco) sometida al mismo tratamiento descrito anteriormente.

[L3.3.6.- Preconcentracién por adsorcién en continuo

La disolucion portadora se hace circular por el sistema FIA descrito en el
apartado 11.3.1.1., aplicandose al electrodo indicador un potencial de -1.2'V durante
30 s con el fin de regenerar su superficie, del mismo modo a como se realiza en las
experiencias en discontinuo (apartado I1.2.3.2). A continuacién, se registra un

voltamperograma de barrido lineal entre +0.5 y +1.2 V, comprobandose que no
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aparece ninguna sefial de oxidacion tras esta etapa de regeneracién electroquimica.
Posteriormente, deteniendo momentaneamente la bomba peristaltica y cambiando el
extremo del tubo de un recipiente a otro, se hace circular por el sistema la disolucion
adecuada de trabajo de tiram o disulfiram con un caudal previamente seleccionado
de 2.7 mL min"'. Al cabo de 30 s, que es el tiempo necesario para que la disolucién
que comienza a circular alcance el detector, se inicia la preconcentracién aplicando
al electrodo indicador un potencial de +0.0 V ‘durante el tiempo deseado.
Transcurrido este periodo, se hace circular de nuevo la disolucion portadora por el
sistema FIA y, una vez alcanzado el detector al cabo de 30 s, se registra un
voltamperograma de barrido lineal desde +0.5 hasta +1.2 V para la medida del

fungicida adsorbido sobre la superficie del electrodo.

IL3.3.7- Separacion en continuo de tiram y disulfiram

La columna de teflon empleada para la separacion, descrita en el apartado
I11.3.1.1. y rellenada diariamente con la fase estacionaria, se acondiciona haciendo
pasar acetonitrilo durante dos minutos en cada direccion. Una vez preparada, se
monta el dispositivo que se muestra en la figura 3 y se hace pasar la fase mévil por
el sistema. Cuando la sefial de fondo registrada para el portador es estable
(normalmente tras unos 10 minutos), se invierte el sentido de paso de dicha
disolucion a través de la columna (apartado 11.3.1.1) y se inyecta una alicuota de la
disolucién de trabajo mezcla de tiram y disulfiram, preparada en la misma disolucion
portadora, registrando las sefiales amperométricas de ambos fungicidas. Después de
cada uno de estos registros {aproximadamente 10 minutos), se invierte de nuevo el

sentido del flujo y puede realizarse una nueva medida.
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IL4.- DETECCION ELECTROQUIMICA EN HPLC CON UN ELECTRODO DE |
GRAFITO-TEFLON. DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM

IL4.1.- INSTRUMENTACION
I1.4.1.1.- Aparatos

El equipo utilizado estd constituido por una bomba Waters Modelo 510
(Millipore} conectada a una columna de 10 cm de longitud y 0.46 cm d.i.
empaquetada con fase estacionaria Lichrosorb RP 18 de 5 um de tamaiio de particula
(Teknokroma). Las muestras se inyectaron a través de una valvula de inyeccién

Valco (Metrohm) provista de un bucle de 10 pL.

Para la deteccidon se emplearon dos disefios deferentes de 1a célula de flujo.
En el caso de la configuracién wall-jet, la salida de la columna se conecto a una
célula de flujo Metrohm, modelo EA-1096. Para la configuracién thin-layer, se
~conectd la salida de la columna a una célula de flujo para cromatografia liquida de

EG&G PARC, modelo MP-1305.

El control de los potenciales, asi como el registro de los cromatogramas, se
realizé mediante un potenciostato Eco Chemie Autolab PSTAT 10 equipado con

software de analists electroquimico GPES 3.1.

Otros aparatos utilizados han sido: bafio de ultrasonidos P-Selecta Ultrasons,
centrifugadora P-Selecta Meditronic, rotavapor Heidolph W-2000 y un mezclador

Waring con vaso contenedor de vidrio.
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IL.4.1.2.- Electrodos y células de trabajo

Como electrodos indicadores se han utilizado electrodos compositos de

grafito-40% teflon, cuya preparacion ha sido ya detallada.

Cuando se utiliza la célula de flujo de tipo "wall-jet", se emplea como soporte
electrédico un tubo hueco de teflén de 8 cm de lohgitud y 3.0 mm de diametro
interno, por uno de cuyos extremos se introduce un torillo de acero de punta plana
que permite el contacto eléctrico. Por el otro extremo se introduce pasta de carbono
comercial (Metrohm 6.2801.000) para facilitar el contacto eléctrico entre el material

compdsito y el tornillo. Por Giltimo, se introduce a presion el disco de grafito-teflon..

Cuando se trabaja con la célula de flujo de tipo "thin-layer”, se utiliza como
soporte electrodico el electrodo hueco descrito en ¢l apartado I1.1.1.1, acoplable a
la célula de flujo modelo MP-1305. La cavidad del electrodo se rellena parcialmente
con pasta de carbono comercial (Metrohm 6.2801.000) y se introduce a presion el

disco de grafito-teflon de 3.0 mm de diametro.

Los electrodos de grafito-teflon se pretrataron diartamente segiin se especifica

en el apartado 11.3.3.2.

La célula de flujo de tipo "wall-jet" esta equipada con un electrodo de
referencia de Ag/AgCl/KCl 3M Metrohm Modelo 6.0727.000 y un electrodo auxiliar
de oro Metrohm Modelo 6.0333.010.

En el caso de la célula de flujo de tipo "thin-layer”, el electrodo de referencia
es un electrodo de Ag/AgCl EG&G PARC Modelo P/N 219054,
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[L4.2.- REACTIVOS

Se han utilizado los mismos reactivos especificados en el apartado 11.2.2.

Como disolventes organicos se han empleado acetonitrilo y cloroformo (Panreac).

Las muestras analizadas han sido manzanas adquiridas en un mercado local.

I1.4.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
I1.4.3.1.- Preparacion de disoluciones

- Disoluciones patron de tiram, disulfiram y fenol. Se prepararon
semanalmente disolviendo las cantidades adecuadas de cada compuesto en 50 mL

de acetonitrilo para obtener una concentracién final de 2500 mg L.

- Disolucion patron de ziram: Se prepara disolviendo la cantidad apropiada
de fungicida en 100 mL de acetonitrilo para obtener una concentracion final de 750

mg L.

- Fase movil: Se llevan 25 mL de disolucién reguladora H,PO,/HPO,* 0.2
mol L' de pH 7.4 a un matraz de 500 mL y se diluye con agua desionizada. Se
afiade el volumen necesario de acetonitrilo puro para obtener la composicion final
tampon fosfato 0.01 mol L™:acetonitrilo deseada y se enrasa con agua destilada. Una
vez preparada, se hace pasar a través de filtros de membrana de nylon de 0.45 um

de diametro de poro (Whatman).

- Disoluciones de trabgjo. Se prepararon en un matraz aforado de 5 mL,
afiadiendo las cantidades apropiadas de cada disolucion patrén en acetonitrilo y de

acetonitrilo puro hasta el enrase.
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Las mezclas que contienen disulfiram, para las cuales es necesario medir el
tiempo transcurrido desde la mezcla hasta la inyeccion, se prepararon de la siguiente
forma: en un matraz aforado de 5 mL se enrasa con acetonitrilo y, con ayuda de una
micropipeta, se retira un volumen de acetonitrilo igual a la suma de los volumenes
de cada disolucion patron de fungicida o fungicidas que van a ser afiadidos al matraz
para formar la mezcla. A continuacién, se afiade la cantidad deseada de tiram y de
ziram, se agita la mezcla y se afiade el volumen cbrrespondiente de disulfiram,

tomando este instante como tiempo cero desde la preparacion de la mezcla.

IL.4.3.2.- Obtencion de los cromatogramas

Se hace circular la fase mévil por el sistema cromatografico descrito en el
apartado I1.4.1.1, aumentando la velocidad de flujo de forma progresiva hasta
obtener el valor de caudal previamente escogido, 2.0 mL min™' (P: 1400 PSI). Se
aplica al electrodo indicador un potencial de +1.0 V vs. Ag/AgCl y se espera el
tiempo necesario hasta obtener una corriente de fondo estable. Se inyecta entonces
una alicuota de 10 pL de la disolucion de trabajo y se registra el cromatograma

correspondiente.

11.4.3.3.- Determinacién de tiram en muestras de manzanas contaminadas

Aproximadamente 50 g de manzanas troceadas, pesados con exactitud, se
introducen en un mezclador y se afiaden 50 puL de una disolucion patron de 500 pg
mL™" de tiram y 125 mL de cloroformo. La mezcla se homogeneiza a 18500 rpm
durante | minuto y se transfiere a 6 tubos de centrifuga de 35 mL. Se lava varias
veces el mezclador con pequerias porciones de agua destilada, afiadiendo las aguas
de lavado a los tubos. Después de centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos, se

filtra la fase organica a través de una placa filtrante de 10-16 um de diametro de
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poro (N° 4), se transfiere a un matraz de fondo redondo de 250 mL y se evapora el
disolvente hasta sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente. El residuo se
disuelve en 4.5 mL de acetonitrilo con ayuda de agitacion ultrasénica, se filtra a
través de una membrana de nylon de 0.2 um de diametro de poro (Lida) y se recoge
en un matraz de 5 mL, enrasando con acetonitrilo. Una alicuota de 10 uL de esta
disolucion se inyecta en la fase movil (45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol
L' de pH 7.4) y se registra el cromatograma correspondiente. La determinacién de
tiram se lleva a cabo a partir de un calibrado, en el intervalo 5.0-25.0 pg mL"/,
obtenido por adicion de alicuotas de una disolucidn patrén del fungicida a una
muestra blanco de manzana (sin contaminar) sometida al tratamiento descrito

anteriormente,
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Mi.1.- DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y |
DISULFIRAM CON UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADO CON FTALOCIANINA DE COBALTO

Como se ha indicado anteriormente, una de las areas de utilidad analitica mas
importante de los electrodos modificados quimicamente es aquella en la que se
emplean mediadores de transferencia electronica inmovilizados con el fin de catalizar
reacciones electrodicas lentas. Una de las formas mas simples de modificar un
electrodo con este tipo de materiales con actividad catalitica es mezclandolo
intimamente con pésta de carbono que constituye la propia matriz electrodica. El
empleo de electrodos de pasta de carbono modificados ha sido revisado
recientemente por Kalcher [7,16]. Por otra parte, las ftalocianinas metalicas son, sin
lugar a dudas, uno de los tipos de modificadores cataliticos inorganicos mas
utilizados, habiendo sido ampliamente empleados con fines analiticos por el grupo
de Baldwin [21-30] y por nuestro propio grupo [36,37], con electrodos de pasta de

carbono.

En este capitulo se exponen los resultados acerca del empleo de un electrodo
de pasta de carbono modificado con el mediador redox ftalocianina de cobalto
(CoPC) para llevar.a cabo la determinacioén voltamperométrica de los fungicidas
tetrametiltiuramdisulfuro (tiram) y tetraetiltiuramdisulfuro (disulfiram). Varios autores
han destacado la idoneidad de la ftalocianina de cobalto como mediador redox en
la determinacion de compuestos de azufre [22,33,34] por lo que dicha ftalocianina
ha sido escogida para este trabajo. Ademas, se discute la posibilidad de emplear el
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC como electrodo indicador en

sistemas en flujo.
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II.1.1.- ELECCION DE LA FTALOCIANINA METALICA COMO MEDIADOR
REDOX

A pesar de que se tienen evidencias de la eficacia de la ftalocianina de
cobalto como mediador redox para compuestos con azufre [22,33] se ha procedido,
en primer lugar, a verificar si esta ftalocianina metalica es la mas apropiada como
mediador de transferencia electronica para la determinacién de tiram y disulfiram.
Para ello, se registraron voltamperogramas ciclicos de disoluciones de cada uno de
los fungicidas sobre electrodos de pasta de carbono modificados con las ftalocianinas
metalicas mas usuales, de Co(II), de Ni(II) y de Fe(II), asi como sobre el electrodo

sin modificar.

En las Figuras 4 y 5 se muestran los voltamperogramas obtenidos a pH 7.0
para el tiram (Figura 4) y para el disulfiram (Figura 5). En ambos casos puede
apreciarse una disminucion de unos 100 mV en el sobrepotencial necesario para la
oxidacion del fungicida si se emplea un electrodo modificado con un 2% de
frtalocianina de cobalto en lugar del electrodo de pasta de carbono sin modificar. Se
consigue de esta manera una notable separacion de las corrientes de oxidacion del
tiram y del disulfiram del limite andédico de electroactividad, aspecto éste
particularmente interesante en el caso de pretender realizar deteccion electroquimica
(amperométrica) de estos analitos en sistemas en flujo, por ejemplo después de una
separacion cromatografica. Ademas, 1a intensidad de los picos obtenidos sobre el
electrodo modificado con CoPC es aproximadamente un 40% mayor (en términos
de relacion sefial/fondo) que la obtenida con el electrodo de pasta de carbono. Puede
observarse asimismo en ambos casos como en ¢l barrido inverso no aparece ningun
pico de reduccién en las condiciones empleadas, lo que es indicativo de la no

reversibilidad electroquimica del proceso de oxidacién de estos fungicidas.
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1.2

Figura 4

Voltamperogramas ciclicos de tiram 1.0x10° mol L' sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de: (——) Co(II), (-----) Ni(Il), (- - - -) Fe(ID), (----)
electrodo de pasta de carbono sin modificar. Britton-Robinson 0.1 mol L', pH 7.0, 2%
metanel; v= 50 mV s,

2.75 -

2.00 ~

I, HA 125 1

0.50 -

-0.25 -

1.2

Figura §

Voltamperogramas ciclicos de disulfimm 1.0x10° mol L' sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con un 2% de ftalocianina de (——) Co(II), («~---) Ni(II), (~ - - -) Fe(II),
(-~} electrodo de pasta de carbono sin modificar. Britton-Robinson 0.1 mol L7, pH 7.0, 2%
metanol; v= 50 mV s’ :
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También puede observarse en las Figuras 4 y 5 como la ftalocianina de niquel
muestra asimismo un efecto catalitico, aunque menos pronunciado que el obtenido
con el electrodo modificado con CoPC, mientras que la ftaloctanina de hierro no

presenta ventaja alguna en su respuesta voltamperométrica para ambos fungicidas.

A la vista de estos resultados se ha elegido la ftalocianina de cobalto como
mediador de transferencia electronica tanto para llevar a cabo la determinacion de

tiram como de disulfiram.

m1.1.2.- COMPORTAMIENTO VOLTAMPEROMETRICO Y OPTIMIZACION
DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES MEDIANTE
VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

La optimizacion de las distintas condiciones de trabajo que afectan a la
respuesta voltamperométrica del tiram y del disulfiram sobre el electrodo modificado
se ha realizado mediante voltamperometria diferencial de impulsos dadas las mejores
caracteristicas de esta técnica, empleando en todos los casos una amplitud del

impulso de 50 mV y una velocidad de barrido de potencial de 10 mV s™'.
ML.1.2.1.- Influencia de la proporciéon de modificador

La cantidad de CoPC mezclada con la pasta de carbono se ha optimizado
tanto para el tiram como para el disulfiram en tres medios Britton-Robinson 0.1 M
de diferente pH: 4.0, 7.0 y 10.0. En el caso del tiram, no se obtuvo ninguna
respuesta en oxidacidén a pH 10.0, mientras que en las Tablas VIII y IX se recogen
los resultados obtenidos para una disoluciéon 1.0x10”° mol L™ de fungicida a pH 7.0
y 4.0, respectivamente, cuando el porcentaje de CoPC en la pasta de carbono se

varid entre un 0% y un 7% en peso.
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Tabla VIII

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la serial de oxidacion de
1.0x10° mol L de tiram mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-Robinson
0.1 mol L, pH 7.0, 2% metanol. AE= 50 mV; v= 10 mV 5",

[ % CoPC i (uA) E, (V)
0 027 0.752

0.5 0.39 0.706

1 04l 0.695

), 0.48 0.695

4 0.56 0.700

5 0.52 0.701

7 044 0.684

Tabla IX

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la sefial de oxidacion de
1.0x10° mol L de tiram mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-Robinson
0.1 mol L, pH 4.0, 2% metanol. AE= 50 mV; v= 10 mV s~

——— cac———ee v T r—
4 —— s a—— —

% CoPC i, (nA) E, (V)

0 0.24 i 0.788

” 0.5 0.42 0.746
1 0.44 0.731

2 0.47 0.722

4 0.53 0.724

5 0.45 0.725

7 0.43 0.719
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En las Figuras 6 y 7 se muestran algunos de los voltamperogramas
registrados a pH 7.0 sobre electrodos modificados con diferentes proporciones de
CoPC en presencia (Figura 6) y en ausencia (Figura 7) de tiram. El pico que aparece
a aproximadamente 0.7 V en ausencia de tiram se atribuye a la oxidacion del Co(1I)
a Co(IIl) en la ftalocianina, puesto que aumenta al aumentar la proporcion de CoPC
en la pasta de carbono y no aparece sobre el electrodo sin modificar. Por otro lado,
el aumento exponencial de la corriente que se observa al final del barrido sobre los
electrodos modificados, y que no se produce sobre el electrodo sin modificar, se
debe a la existencia de un pico a aproximadamente 1.2 V que puede ser asignado a

oxidaciones en ¢l anillo de ftalocianina (ventana de la Figura 7).

El pico de oxidacion del tiram sobre los electrodos modificados aparece en
la misma zona de potencial que el pico correspondiente a la oxidacion de Co(Il) a
Co(IIl) en la ftalocianina, como era de esperar por tratarse de un proceso de

transferencia de carga a través de un mediador redox.

Teniendo en cuenta esta circunstancia, el valor de la intensidad de pico para
la oxidacion del tiram que aparece en las Tablas VIII y IX se ha medido restando
al valor de la intensidad total al potencial de pico, ei valor de la corriente de fondo

a ese mismo potencial.

Como puede observarse a partir de los datos de la Tabla VIII y la Figura 6,
el pico de oxidacién del tiram obtenido sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado, se desplaza unos 50 mV respecto al pico obtenido sobre el electrodo sin
modificar. Ademas, la intensidad de pico aumenta con el contenido de ftalocianina
en la pasta hasta una proporciéon del 4%, disminuyendo ligeramente para
proporciones superiores, mientras que el potencial de pico se mantiene practicamente

constante.
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Figura 6

Influencia de 1a proporcién de CoPC en la pasta de carbono sobre la seiial de oxidacién de
1.0x10° mol L' de tiram, mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-
Robinsen 0.1 mol L', pH 7.0; AE = 50 mV; v= 10 mV s™"; 2% metanol. ( — ) 0%, ( — )
2%, ( — ) 4%, ( — ) 7% de CoPC.

0.8 .
Lwm
06 - .
v s 12 s
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0.0 - T T T
0.0 03 0.6 0.9 1.2

Figura 7

Voltamperogramas, en DPV, de Britton-Rebinson 0.1 mol L, pH 7.0, 2% metanol, obtenidos
con electrodos de pasta de carbono modificados con: (— ) 0%, ( — ) 2%, ( — ) 4%,
( -~ ) 7% de CoPC; AE = 50 mV; v= 10 mV.
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Este mismo comportamiento de la intensidad y el potencial del pico de
oxidacion del tiram con la proporcion de CoPC en la pasta de carbono puede

observarse cuando el estudio se lleva a cabo a pH 4.0 (Figura 8, Tabla IX).

0.8
0.6 -
i, MA

. 0.4
0.2
0.0

0.00 1.2
E Y
Figura 8

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la seial de oxidacién de
tiram 1.0x10° mol L, mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-Robinson
0.1 mol L, pH 4.0; AE = 50 mV; v= 10 mV s'; 2% metanol. ( — ) 0%, ( — ) 2% ( — )
4%, ( — ) 7% de CoPC.

En el caso del disulfiram, los resultados a pH 7.0 y 4.0 se recogen en las
Tablas X y XI, respectivamente, mientras que los voltamperogramas
correspondientes aparecen en las Figuras 9 y 10. En medio Britton-Robinson de pH
7.0, se observa un tnico pico de oxidacion sobre el electrodo de pasta de carbono
sin modificar, pero a medida que aumenta el contenido de CoPC en la pasta, su
intensidad disminuye al mismo tiempo que va creciendo un segundo pico que
aparece a potenciales menos positivos. La altura de ambos picos permanece

practicamente constante a partir del 2% de CoPC en la pasta de carbono.
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Tabla X

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la sefial de oxidacion de
L0x10° mol L de disulfiram mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-

Robinson 0.1 mol L, pH 7.0, 2% metanol. AE= 50 mV; v=10 mV s’

2% CopC i, (hA) i, (nA) E, (V) E, (V)
(Primer pico) (Segundo pico} (Primer pico) (Segundo pico)

0 - 0.67 - 0.784

0.5 - 0.50 - 0.790

i 1 0.56 0.47 0.718 0.816
I

2 0.68 0.44 0.714 0.807

4 0.67 0.44 0.712 0.812

5 0.69 0.50 0.712 0.811

7 0.68 0.48 0.714 0.812

Tabla X1

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la sefial de oxidacion de
1.0x10° mol L' de disulfiram mediante voltanperometria diferencial de impulsos. Britton-

Robinson 0.1 mol L, pH 4.0, 2% metanol. AE= 50 mV; v= 10 mV s’

iy (1A)

% CoPC E, (V)
0 0.64 0.758
0.5 0.70 0.730

1 0.73 0.733

2 0.75 0.737

4 0.76 0.739

5 0.76 0.739

7 0.74 0.742
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1.0

1.2

Figura 9

Influencia de la proporcion de CoPC en la pasta de carbono sobre la seiial de oxidacion de
1.0x10° mol L' de disulfiram, mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-
Robinson 0.1 mol L, pH 7.0; AE = 50 mV; v= 10 mV; 2% metanol. ( — ) 0%, ( — ) 0.5%,
(— ) 1% ( — ) 2% ( — ) 4% de CoPC.

1.00

0.80
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ey
Figura 10

Influencia de la proporcién de CoPC en la pasta de carbono sobre la seiial de oxidacion de
1.0x10° mol L' de disulfiram, mediante voltamperometria diferencial de impulsos. Britton-
Robinson 0.1 mel L, pH 7.0; AE = 50 mV; v= 10 mV; 2% metanol. ( — ) 0% ( — ) 0.5%,
(Y 1% ( e ) 2% ( ) 4% de CoPC.
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Puesto que la sefial de oxidacion del disulfiram aparece también en la zona
de potenciales en que se produce la oxidacion de Co(II) a Co(IIl) en la ftalocianina,
la intensidad de pico se ha medido respecto al fondo, al igual que en el caso del
tiram. Se produce, por tanto, un desplazamiento de la sefial de oxidacién del
disulfiram hacia potenciales menos positivos. Sin embargo, el valor de la intensidad
de pico es practicamente igual sobre el electrodo no modificado y sobre el electrodo

modificado con un 2% o mas de CoPC.

En medio Britton-Robinson de pH 4.0 aparece un tnico pico de oxidacion
en todos los casos. El potencial de pico se desplaza solo ligeramente con la
modificacion del electrodo y tampoco es muy marcado el aumento en la intensidad
de pico que tiene lugar al aumentar la proporcion de CoPC en la pasta. Para
proporciones de CoPC superiores al 2% no se observa variacion alguna en la

intensidad o el potencial de pico.

Figura 11

Influencia de la proporcion de ftalocianina de cobalto en la pasta de carbono sobre la
intensidad de pico de los voltamperogramas, en DPV, de 1.0x107 mol L de: () tiram a pH
7.0, () tiram a pH 4.0, (4) disulfiram a pH 7.0, (e} disulfiram a pH 4.0. Britton-Robinson
0.1 mol L', 2% metanol; AE= 50 mV; v=10 mV s’
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Finalmente, a pH 10.0 no se observa ninguna diferencia entre la respuesta con

el electrodo modificado y sin modificar.

Todos estos resultados se han resumido en la Figura 11, lo que nos ha
conducido a escoger un contenido de CoPC en la pasta de carbono del 4% en el caso
del tiram y del 2% en el caso del disulfiram, para llevar a cabo todas las

experiencias subsiguientes.

ML1.2.2- Efecto del pH

Se ha estudiado la influencia del pH sobre los valores del potencial de pico
y de la intensidad de pico para disoluciones 1.0x10° mol L' de tiram y de
disulfiram en medio Britton-Robinson 0.1 mol L' con un porcentaje de metanol del
2%. Los valores de pH que se dan a continuacién corresponden a valores reales
medidos en la disolucion de trabajo; los valores de intensidad de pico han sido
medidos de base a base, y la anchura de pico se ha calculado a la mitad de esta

altura.

En el caso del tiram, se obtienen uno o dos picos de oxidacién dependiendo
del pH (Figura 12), aunque parece logico pensar que existen dos picos en todo el
intervalo estudiado que se superponen para algunos valores de pH. Por este motivo,
la anchura de pico se ha tenido también en cuenta para elegir el valor de pH mas
apropiado. Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla X1 y se representan en
la Figura 13. El potencial de pico disminuye linealmente (r= 0.998 y pendiente -
0.014 V) en todo el intervalo de pH estudiado. La intensidad de pico aumenta al
disminuir la acidez del medio hasta pH 6. Para valores de pH superiores, la
intensidad permanece constante pero a pH 9 disminuye bruscamente, y el pico
desaparece practicamente para valores de pH mayores. Por otro lado, el valor

méximo para la relacién 1/W,,, donde i, corresponde al pico menos positivo bien
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desarrollado y W,,, es la anchura de este pico a mitad de su altura en el caso de
aparecer dos picos, se obtiene a pH 8.0. Teniendo en cuenta estos resultados, y con
el fin de obtener la mayor sensibilidad y sencillez, se escogié como medio de trabajo
para las experiencias subsiguientes una disolucion reguladora constituida por
HBO,/BO, 0.1 mol L* de pH 8.0.

0.5 A

—_

R

i

pH 9.0

pH 7.1

pH 5.1

pH 3.1

pH 1.6

o3 0.6 0.9 1.2

Figura 12

Voltamperogramas, en DPV, de 1.0x10° mol L' de tiram sobre un electrodo de pasta de
carbono modificade con un 4% de CoPC a diferentes valores de pH; Britton-Robinson 0.1 mol
L', 2% metanol, AE= 50 mV s, v= 10 mV s™.
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Figura 13

Influencia del pH sobre la i, y el E,, en DPV, de 1.0x10”° mol L' de tiram sobre un electrodo
de pasta de carbono modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mol L, 2% metanol; AE=

50 mV; v=10 mV s’. (W) E, (®) i,.

Tabla XII

Influencia del pH sobre la sefial de oxidacion, en DPV, de 1.0x107° mol L™ de tiram sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. Britton-Robinson 0.1 mol L”,
2% metanol; AE= 50 mV, v= 10 mV s~

pH E, V i, pA W, V :fgw\';?;
1.6 0.750 042 0.179 2.33
2.2 0.742 0.44 0.175 2.51
3.1 0.730 0.55 0.226 2.43
4.1 0.716 0.59 0.167 3.53
5.1 0.702 0.64 0.142 451
i 6.2 0.688 0.66 0.133 496
7.1 0.670 0.67 0.122 5.49
3.1 0.660 0.67 0.113 5.93
90 0.652 0.42 0.233 1.80
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Por lo que respecta al disulfiram, los resultados de este estudio se recogen
en la Tabla XIII y se muestran en las Figuras 14 y 15. En medio acido, el disulfiram
presenta un unico pico de oxidacion, mientras que a partir de pH 6.0 aparecen dos

picos (Figura 14).

I 0.5 pA

pH 9.0

pH 8.1

pH 6.2

pH 4.0

pH 2.3

&G

0.3 0.6 0.9 1.2

Figura 14

Voltamperogramas, en DPV, de 1.0x10° mol L de disulfiram sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con un 2% de CoPC a diferentes valores de pH; Britton-Robinson 0.1 mol
L', 2% metanol, AE= 50 mV s, v= 10 mV 5™,
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El potencial del primer pico de oxidacién, que es también el mas intenso
hasta pH 8.1, disminuye linealmente (r=0.998 y pendiente -0.011 V) al aumentar ¢l
pH. La intensidad de pico aumenta linealmente desde pH 2.3 hasta pH 6.2 y
disminuye bruscamente al seguir aumentando el pH del medio, al mismo tiempo que
crece el pico que se desarrolla a potenciales mas positivos. De esta manera, a pH
10.1 se observa solamente este segundo pico; sin embargo, a pH 11.0 no se obtiene
ya ninguna sefial de oxidacién para el disulfiram. También en este caso se ha tenido
en cuenta la anchura de pico en los medios donde sélo se observa un pico de
oxidacion, es decir, desde pH 1.6 hasta pH 6.2. La relacién i /W, es maxima en el
medio de pH 6.2. Con objeto de conseguir -la mayor sensibilidad y simplicidad, se
ha escogido una disolucion reguladora constituida por H,PO,/HPO,* 0.1 mol L

para llevar a cabo los estudios subsiguientes.

1.0 - - 0.84
IPI PA ] e E- \
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0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0 12.0
pH
Figura 15

Influencia del pH sobre la i, y el E, en DPV, de 1.0x10° mol L* de disulfiram sobre un
electrodo de pasta de carbone modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mel L, 2%
metanol; AE= 50 mV; v= 10 mV s*. (W) E,, (@) i, (0) E,, (O) i,
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Tabla XIII

Influencia del pH sobre la sefial de oxidacion, en DPV, de 1.0x107° mol L de disulfiram sobre
un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC. Britton-Robinson 0.1 mol
L', 2% metanol; AE= 50 mV, v= 10 mV s™.

pH E,V iy, LA w%“") | :i’:i“\]/"? E.V i, HA
1.6 0.759 0.46 0.127 3.62 - -
2.3 0.749 0.54 0.117 4.61 - -
3.2 0.742 0.60 0.108 5.55 - -
4.0 0.735 0.69 0.118 6.27 - ;
5.1 0.719 0.79 0.096 8.23 ; ]
6.2 0.707 0.88 0.104 8.46 - ;
7.1 0.699 0.62 - - 0.771 0.32
8.1 0.690 0.57 - - 0.764 0.45
9.0 0.682 0.44 - . 0.755 0.54
10.1 - - - - 0.767 0.53

HL.1.3.- CARACTERISTICAS DE LOS PROCESOS DE OXIDACION

Como se ha visto, tanto para el tiram como para el disulfiram se produce un
aumento considerable de la intensidad de pico y un desplazamiento del potencial de
pico hacia valores menos positivos cuando se emplea el electrodo de pasta de
carbono modificado con CoPC en comparacion con ¢l electrodo de pasta de carbono
sin modificar (Figuras 4 y 5). Ademas, el pico de oxidacion que aparece para ambos
fungicidas sobre ¢l electrodo modificado con CoPC, se desarrolla en la zona de
potenciales en que se produce la oxidacion de Co(II) a Co(Ill) en la ftalocianina
(Figuras 6, 7 y 9). Estos resultados sugieren la existencia de un proceso catalitico

de oxidacién de tiram o disulfiram que puede esquematizarse como sigue:
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E Co(Il) - & = Co(lIII)
C Co(III) + Z —» Co(II) + Z(0ox)

Asi, el Co(IlI) formado como resultado de la oxidacién electroquimica del
Co(I1) en la ftalocianina, produce la oxidaciéon quimica del fungicida (Z), en un
proceso redox en el que a su vez se regencra la forma reducida del catalizador
(Co(Il)). Este mecanismo ha sido propuesto para la oxidacion de diversos
compuestos organicos sobre electrodos modificados con CoPC cuando dicha
oxidacién se produce en la zona de paso de Co(II) a Co(Ill) en la ftalocianina
[46,47]. En otros casos, parece ser el par Co(II)/Co(I) el que esta implicado en el
proceso catalitico puesto que la sefial de oxidacion aparece a potenciales mucho

menos positivos [167,168].

Con objeto de investigar mas profundamente los procesos electrodicos, se ha
llevado a cabo un estudio sobre el efecto de la velocidad de barrido de potencial
sobre la respuesta electroquimica de los fungicidas mediante voltamperometria de

barrido lineal (LSV), con el electrodo modificado de pasta de carbono.

En el caso del tiram, los datos experimentales obtenidos con una disolucion
1.0x10° mol L™ se recogen en la Tabla XIV. La representacién de la funcién de
corriente i,/Cv'” frente al logaritmo de v disminuye fuertemente al aumentar v para
velocidades de barrido superiores a 150 mV s' (Figura 16), lo que resulta
caracteristico de un proceso catalitico [169]. Ademas, el potencial de pico se
desplaza hacia valores mas positivos al aumentar la velocidad de barrido, hecho que

coincide con lo esperado para un mecanismo dei tipo EC [170].
En el caso del disulfiram, los resultados experimentales se recogen en la

Tabla XV. También en este caso, la funcion de corriente disminuye al aumentar la

velocidad de barrido para velocidades superiores a 80 mV s™! (Figura 17) , mientras
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que el potencial se desplaza hacia valores mas positivos. Estos resultados concuerdan

con el mecanismo propuesto para ambos fungicidas.

Tabla XIV

Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la sefial de oxidacion de
tiram 1.0x10° mol L' sobre un electrodo de pasta de carbono modificade con un 4% de
CoPC. HBO,/BO, 0.1 mol L, pH 8.0, 2% metanol.

m\‘// st log v [ i, pA | logi, Ep, V A mol'li;/l(ivzvm s'2
5 0.70 0.25 -0.59 0.708 11.2
10 1.00 0.38 -0.42 0.714 | 12.0
20 1.30 0.58 -0.24 0.729 12.9
40 1.60 0.84 -0.08 0.740 13.2
60 1.78 1.07 -0.03 0.751 13.8

I 80 1.90 1.28 0.11 0.746 14.3
100 2.00 1.49 0.17 0.746 14.9
150 2.18 1.85 0.27 0.767 15.1
200 2.30 1.99 0.30 0.762 14.1
250 2.40 2.20 0.34 0.770 13.9
500 2.70 2.96 0.47 0.772 13.2
1000 3.00 3.83 0.58 0.788 12.1
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Figura 16

VYariacién de la funcion de comiente, ipICv“’, con log v, mediante LSV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. 1.0x10"° mol
L' de tiram; HBO,/BO, 0.1 mol L', pH 8.0, 2% metanol.
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Figura 17

Variacién de la funcién de comiente, i /Cv'?, con log v, mediante LSV, empleando un
electrodo de pasta de carbono medificade con un 2% de ftalocianina de cobalte. 1.0x10° mol
L? de disulfimm; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol.
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Tabla XV

Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la sefial de oxidacion de
disulfiram 1.0x10”° mol L' sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de
CoPC. HPO,/HPO, 0.1 mol L', pH 6.0, 2% metanol.

m\;' st log v I, HA log i, E.V A mol"i:':l(I:.V;V'm s!
5 0.70 0.20 -0.70 0.730 8.6
10 1.00 0.28 -0.55 0.748 8.9
20 1.30 0.47 -0.33 0.754 10.4
30 1.48 0.64 -0.19 0.758 117
40 1.60 0.76 -0.12 0.764 | 12.0
50 1.70 0.84 -0.08 0.770 11.9
60 1.78 0.86 -0.06 0.794 11.1
80 1.90 0.95 -0.02 0.784 10.6
100 2.00 1.03 0.02 0.784 10.3

150 2.18 1.21 0.08 0.798 9.9
200 2.30 1.34 0.13 0.802 9.5
250 240 1.49 0.17 0.806 9.4
500 2.70 1.61 0.21 0.830 72

Por otra parte, la representacion del logaritmo de la intensidad de pico
frente al logaritmo de la velocidad de barrido es lineal entre 5 y 100 mV s en el
caso del tiram (Figura 18) y entre 5 y 60 mV s en el caso del disulfiram (Figura
19), siendo los valores de las pendientes 0.57 y 0.66 respectivamente, lo que sugiere

que inicialmente los procesos estan controlados por difusién. Para velocidades
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superiores a los valores indicados, se produce, mas que una desviacion de la
linealidad, un cambio en las pendientes, que pasan a ser 0.40 en el caso del tiram
y 0.36 para el disulfiram, que podria corresponder a un control por otro tipo de
difusion. De hecho, algunos autores sugieren que la superficie del electrodo de pasta
de carbono esta recubierta por una fina pelicula de aglutinante [16] a través de la
cual el analito tiene que difundir para alcanzar la superficie del electrodo. Es decir,
el analito debe difundir a través de dos capas de difusion de diferente naturaleza y
espesor [18], lo que complicaria el control por difusion de la corriente a velocidades

de barrido relativamente elevadas.
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Figura 18

Variacién de log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. 1.0x10° mol L de tiram; HBO,/BO," 0.1
mol L, pH 8.0, 2% metanol.
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Figura 19

Variacion de log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto. 1.0x10° mol L' de disulfiram; H,PO,
/HPO® 0.1 mol L", pH 6.0, 2% metanol.

IIL1.4.- ADSORCION DE LOS FUNGICIDAS SOBRE EL ELECTRODO DE
PASTA DE CARBONO MODIFICADO

Como se ha seiialado en el Apartado de Introduccion, la presencia del
aglutinante en la pasta de carbono puede dar lugar a la preconcentracién de ciertos
analitos a circuito abierto sobre la superficie del electrodo, debido fundamentalmente
a fenomenos de extraccion [18,19], aunque también pueden darse procesos de
adsorcion sobre las particulas de grafito [17]. Este efecto puede aprovecharse con
fines analiticos si se controla con precision el proceso de transporte de masa
(temperatura y agitacion constantes), por lo que se investigd la posibilidad de
preconcentrar tiram y disulfiram sobre la superficie del electrodo de pasta de carbono
modificado, con objeto de mejorar las caracteristicas analiticas de la determinacién.
Para ello, se registraron en primer lugar los voltamperogramas ciclicos de una

disolucién 1.0x10”° mol L de tiram sin ningin tiempo de acumulacion y aplicando
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un periodo de acumulacién a circuito abierto de 300 segundos, tanto sobre el
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC (Figura 20) como

sobre el electrado de pasta de carbono sin modificar (Figura 21).

Sobre el electrodo modificado con ftalocianina se observa claramente un
aumento en la intensidad de pico, asi como un pequeiio desplazamiento del potencial
de pico hacia valores mas positivos al aplicar el periodo de acumulacion. Sin
embargo, sobre el electrodo de pasta de carbono sin modificar el aumento en la
intensidad de pico es menos marcado, aunque la sefial se desplaza también hacia

potenciales mas positivos.

3 0.8 0.9 1.2

Figura 20

Voltamperogramas ciclicos de tiram 1.0x10”° mol L sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC; HBO,/BO, 0.1 mol L', pH 8.0, 2% metanol. (-----) sin
acumulacién, ( ) con un periode de acumulacién de 300 segundos; (----) voltamperograma
del fondo con un periodo de acumulacién, a circuito abierto, de 300 segundos; v= 50 mV s,
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Voltamperogramas ciclicos de tiram 1.0x10° mol L’ sobre un electrodo de pasta de carbono
sin modificar; HBO,/BO, 0.1 mo! L™, pH 8.0, 2% metanol. (-----) sin acumulacién, (—-) con
un periodo de acumulacién de 300 segundos; (------) voltamperograma del fondo con un periodo
de acumulacion, a circuito abierto, de 300 segundos; v= 50 mV s,

En el caso del disulfiram, se aprecia mucho mas claramente la existencia de
fenémenos de adsorcidn sobre la superficie del electrodo. En la Figura 22 se
representan los voltamperogramas ciclicos obtenidos para disulfiram 1.0x10” mol L™
de sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC. Cuando
se emplea un periodo de acumulacién de 300 segundos, la intensidad de pico
aumenta considerablemente, desplazandose el potencial de pico hacia valores mas
positivos. Este mismo efecto puede observarse cuando se emplea el electrodo de
pasta de carbono sin modificar (Figura 23), lo que pone de manifiesto que el proceso

de acumulacién es mucho mas acusado en el caso del disulfiram.

Este efecto puede explicarse teniendo en cuenta que el disulfiram es bastante

mas apolar, mas hidrofobico, que el tiram. En general, las diferencias en la
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capacidad de acumulacion de los compuestos organicos sobre la superficie de los
electrodos de pasta de carbono se atribuyen a las diferencias en el caracter
hidrofébico de dichos compuestos, puesto que en el proceso de preconcentracién estd
implicada la afinidad de los analitos por ¢l aglutinante de la pasta de carbono [17-
19].

Una vez verificada la posibilidad de preconcéntrar ambos fungicidas sobre
el electrodo modificado, puede aprovecharse con fines analiticos. Combinando ios
efectos de preconcentracion y electrocatalisis en un mismo electrodo y empleando
una rampa de potencial Que permita obtener una elevada sensibilidad, como es la
voltamperometria diferencial de impulsos, puede esperarse una mejora sustancial de
las caracteristicas analiticas, en términos de sensibilidad, de los métodos

desarrollados para la determinacion de tiram y disulfiram.

Figura 22

Voltamperogramas ciclicos de disulfiram 1.0x10° mol L' sobre un electrodo de pasta de
carbone modificado con un 2% de CoPC; H,PO,/HPO, 0.1 mol L*, pH 6.0, 2% metanol.
(+===-) sin acumulacién, (——) con un periodo de acumulacién de 300 segundos; (-----)
voltamperograma del fondo con un periodo de acumulacién, a circuito abierto, de 300
segundos; v= S0 mV s,
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Figura 23

Voltamperogramas ciclicos de disulfiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de pasta de
carbono sin modifica; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L', pH 6.0, 2% metanol. (-—--) sin
acumulaciéon, (—) con un periodo de acumulacion de 300 segundos; (------) voltamperograma
del fondo con un periedo de acumulacién, a circuito abierto, de 300 segundos; v= 50 mV s,

IIL1.4.1.- Comportamiento voltamperométrico mediante diferencial de

impulsos

El estudio sistematico de las distintas variables experimentales que afectan
a la respuesta voltamperométrica se ha llevado a cabo empleando la técnica
diferencial de impulsos, con objeto de establecer las condiciones optimas para el

trabajo analitico.
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ML1.4.1.1.- Efecto del tiempo de acumulacion

La dependencia de la corriente de pico con el periodo de acumulacién a
circuito abierto se ha estudiado para ambos fungicidas a dos niveles de
concentraciéon, dado que para poder determinar concentraciones mas bajas €s
necesario aumentar el tiempo de preconcentracion, mientras que para concentraciones

mas elevadas se alcanza antes la saturacion del electrodo.

Los resultados obtenidos para el tiram se recogen en las Tablas XVI 'y XVII
y se representan en la Figura 24. Para una concentracion de tiram de 1.0x10”° mol
L, la corriente de pico aumenta con el tiempo de acumulacién hasta los 60
segundos, manteniéndose practicamente constante para tiempos mas largos, lo que
indica la saturacion del electrodo. Para una concentracién de 1.0x10° mol L' de
tiram, se observa linealidad hasta los 90 segundos, y la corriente de pico se hace

practicamente constante después de 150 segundos.

Por consiguiente, los pericdos de acumulacion que se han escogido para
estudios posteriores han sido de 90 y 180 segundos, para el nivel superior e inferior

de concentracidén ensayado, respectivamente.

En el caso del disulfiram, la corriente de pico aumenta con el tiempo de
acumulacion hasta los 300 segundos, manteniéndose constante para tiempos
superiores, para los dos niveles de concentracion ensayados (Tablas XVIII, XIX y
Figura 25). Se ha escogido, por tanto, un tiempo de acumulacién de 300 segundos

para ambos niveles de concentracion.
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Tabla XVI

Influencia del tiempo de acumulacion a circuito abierto sobre la intensidad del pico de
oxidacion de tirom 1.0 x10° mol L’, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC; HBO,/BO, 0.1 mol L, pH 8.0, 2% metanol; v=10 mV s,
AE= 50 mV.

t, segundos i, HA
0 0.66
30 1.10
60 0.95
90 1.45
120 1.45
150 1.14
300 108
Tabla XVII

Influencia del tiempo de acumulacion a circigto abierto sobre la intensidad del pico de
oxidacion de tiram 1.0 x10° mol L, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC; HBO/BO, 0.1 mol L”, pH 8.0, 2% metanol; v=10 mV s~
AE= 50 mV. ’

t, segundos i, BA |
0 0.10
30 0.14
60 0.17
90 0.22
120 0.23
150 0.24
180 0.25
210 0.25
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Figura 24

Influencia del tiempo de acumulacién sobre la i, de tiram: (®) 1.0x10° mol L' y de (=)
1.0x10° mol L, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono medificado con CoPC;
HBO,/BO, 0.1 mol L, 2% metanol; AE= 50 mV; v= 10 mV s,
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Figura 25

Influencia del tiempo de acumulacién sebre la i, de disulfiram: (®) 1.0x10° mol L' y de (»)
1.0x10° mol L, en DPV, sobre un electrode de pasta de carbono modificado con CoPC;
H,PO,/HPOQ, 0.1 mol L, 2% metanol; AE= 50 mV; v= 10 mV 57,
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Tabla XVIII

Influencia del tiempo de acumulacion a circuito abierto sobre la intensidad del pico de
oxidacion de disulfiram 1.0 x10° mol L, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono
mod:fcado con un 2% de CoPC; H,PO,/HPO/ 0.1 mol L', pH 6.0, 2% metanol; v= 10 mV’
s, AE= 50 mV.

t, segundos i, HA t, segundos i, BA
0 0.64 240 2.80
30 1.10 300 2.92
60 1.49 360 3.21
90 1.97 420 3.11
1
120 2.28 480 2.94
180 - 2.54 600 3.58
Tabla XIX

Influencia del tiempo de acumulacion a circuito abierto sobre la intensidad del pico de
oxidacion de disulfiram 1.0 x10° mol L, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono
modgfcado con un 2% de CoPC; H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol v=10 mV
s, AE= 50 mV.

t, segundos ip, HA
0 0.11
60 0.20
120 0.31
180 0.40
240 0.46
300 0.56
360 0.58
480 0.56
600 0.53
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IIL1.4.1.2.- Efecto del pH

La influencia del pH sobre el potencial de pico y la intensidad de pico,
cuando se emplea preconcentracion de los fungicidas, se ha examinado para una
concentracién de tiram 1.0x10”° mol L, utilizando un electrodo modificado con un
4% de CoPC y un periodo de acumulacion de 90 s a circuito abierto, en medio
regulador Britton-Robinson 0.1 moi L' con un 2% de metanol, cubriendo el

intervalo de pH desde 1.5 hasta 10.0.

]: 05 yA

Figura 26

Voltamperogramas, en DPV, de tiram 1.0x10*° mol L sobre un electrode de pasta de carbono
modificado con un 4% de CoPC a diferentes valores de pH; Britton-Robinson 0.1 mol L, 2%

metanol; iempo de acumulacién: 90 segundos a circuito abierto, AE= 50 mV s*, v= 10 mV
-1

S
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Como puede observarse en la Figura 26, aparece un iinico pico de oxidacion
en medio acido y neutro, que ademas no muestra indicios de ser el resultado de la
superposicion de dos picos, como ocurria cuando no se empleaba ningun periodo de
acumulacion (Figura 12). En medio ligeramente basico si se aprecia la presencia de
dos picos de oxidacion en ambos casos. Los resultados obtenidos se recogen en la

Tabla XX y se han representado en la Figura 27.

Tabla XX

Influencia del pH sobre la sefial de oxidacién, en DPV, de tiram 1.0x10° mol L' sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. Britton-Robinson 0.1 mol L,
2% metanol; tiempo de acumulacion 90 segundos a circuito abierto. AE= 50 mV, v= 10 mV

s

pH E, V i, A W, V h’fv\l;%;
1.5 0.774 0.32 0.184 176
2.1 0.743 0.44 0.139 3.17
3.1 0.731 0.51 0.141 3.63
41 0.722 0.55 0.134 4.13
5.1 0.704 0.67 0.129 517
6.1 0.698 0.73 0.116 6.29
7.2 0.681 0.77 0.112 6.90
8.1 0.679 0.89 0.103 - 8.76
9.1 0.664 0.77 0.108 7,09
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Figura 27

Influencia del pH sobre i, y E, en DPV, de tiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de pasta
de carbono modificado con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mel L7, 2% metanol; tiempo de
acumulacion: 90 segundos a circuito abierto; AE= 50 mV; v= 10 mV s’ (H) E, (®)i,

El potencial de pico disminuye linealmente desde pH 2.1 hasta pH 9.1 (r=
0.994 y pendiente -0.011 V). La intensidad de pico aumenta y la anchura disminuye
desde pH 1.5 hasta pH 8.1. Para valores de pH superiores a 9.1, la intensidad
disminuye, y por encima de pH 10.0 la sefial de oxidacion del tiram practicamente
desaparece . La mayor intensidad de pico y la mejor relacién i,/W,, se obtienen de
nuevo a pH 8.1, lo que confirma la idoneidad del medio de trabajo escogido
anteriormente constituido por HBO,/BO, 0.1 mol L' de pH 8.0 para estudios
subsiguientes. A pesar de tratarse de un medio ligeramente alcalino, no se ha
observado degradacion del fungicida con el tiempo, para los periodos usuales de
trabajo en el laboratorio, puesto que la sefial analitica obtenida para una disolucién

de tiram en este medio se mantiene constante al cabo de unas horas de trabajo.
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La influencia del pH sobre la sefial de oxidacién del disulfiram se ha
estudiado para una concentracién de fungicida 1.0x10° mol L, utilizando un
electrodo modificado con un 2% de CoPC y un periodo de acumulacién de 300
segundos a circuito abierto, en medio Britton-Robinson 0.1 mol L' con un 2% de
metanol. En la Figura 28 se muestran los voltamperogramas obtenidos en algunos

de los medios ensayados.

02 0.4 0.8 oA 1.0 12

Figura 28

Voltamperogramas, en DPV, de disulfiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con un 2% de CoPC a diferentes valores de pH; Britton-Robinson 0.1 mol
L, 2% metanol; tiempo de acumulacién: 300 segundos a circuito abierto, AE= 50 mV s*, v=
10 mV s,
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Se puede observar la presencia de dos picos de oxidacidén practicamente en
todo el intervalo de pH estudiado. El que aparece a potenciales mas positivos esta
muy poco desarrollado en medio acido, pero a medida que ¢l medio se hace mas
alcalino crece considerablemente, mientras que el pico mas interesante desde el
punto de vista analitico, ya que aparece en medio acido a potenciales menos
positivos, va disminuyendo al aumentar la alcalinidad del medio y desaparece a pH
10.0. Un efecto similar se observaba sin emplear un periodo de acumulacion (Figura
14). Los datos sobre la influencia del pH sobre el potencial, la intensidad y la

anchura de pico se recogen en la Tabla XXI y se representa en la Figura 29.

Tabla XXI

Influencia del pH sobre la sefial de oxidacion, en DPV, de disulfiram 1.0x10° mol L sobre
un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC. Britton-Robinson 0.1 mol
L', 2% metanol; tiempo de acumulacion 300 s a circuito abierto. AE= 50 mV, v=10 mV s’

pH E,V i, A W%“’” tj(\://'.’f E, V i MA
1.5 0.784 1.80 0.111 16.2 - -
2.1 0.774 2.32 0.100 224 - -
3.1 0.764 2.79 0.104 268 0.958 -
4.1 0.764 3.16 0.103 30.7 0.938 -
5.1 0.758 3.47 0.098 354 0.880 -
6.2 0.738 3.70 0.093 39.8 0.853 -
7.2 0.726 3.57 0.108 33.0 0.832 1.32
8.1 0.724 2.87 - - 0.834 2.04
9.0 0.708 1.96 - - 0.820 3.03
10.0 - - - - 0.828 3.55
11.1 - - - - 0.822 2.69
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Figura 29

Influencia del pH sobre la i, y el E, en DPV, de disulfiram 1.0x10° mol L* sobre un
electrodo de pasta de carbono modificade con CoPC; Britton-Robinson 0.1 mel L', 2%
metanol; tiempo de acumulacién: 300 segundos a circuito abierto; AE= 50 mV; v= 10 mV s™.

(W) E,,, (@) iy (O) Eg;, (O) i

El potencial de los dos picos de oxidacion disminuye en todo el intervalo de
pH estudiado. La intensidad del primer pico aumenta y la anchura disminuye al
disminuir la acidez del medio hasta pH 6.2, valor al que se obtiene la mayor
intensidad y la mejor relacion i,/W,,. A partir de este valor de pH, la intensidad del
segundo pico comienza a crecer hasta pH 10.0, para volver a disminuir a partir de
pH 11.1. En medio Britton-Robinson de pH 11.9, no se observa ninguna seiial de
oxidacién. También en el caso del disulfiram, el medio de trabajo constituido por
regulador fosfato 0.1 mol L' de pH 6.0 que se habia escogido anteriormente, sigue
siendo el mas apropiado para la determinacion de disulfiram tras su acumulacion

sobre la superficie del electrodo.
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HL.1.4.1.3.- Efecto del contenido en metanol de la disolucion

analitica

Debido a la escasa solubilidad de los dos fungicidas estudiados en agua, las
disoluciones patrén se han preparado en metanol y, por tanto, las disoluciones de
trabajo contienen una pequeiia cantidad de este alcohol. La influencia del porcentaje
de metanol en el medio de trabajo sobre la respuesta voltamperométrica en
diferencial de impulsos de disoluciones de 1.0x10”° mol L' de tiram y de disulfiram
con el electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC se ensayé variando dicho
porcentaje entre el 0.4 y el 40% (v/v). Los resultados obtenidos estin representados
en las Figuras 30 y 31. Puede observarse una fuerte disminucién de la intensidad de
pico al aumentar la proporcién de metanol hasta un 20% para ambos fungicidas.
Cuando se empled un porcentaje del 40% de metanol, se obtuvo una elevada
corriente de fondo y ninguna sefial asignable a la oxidacion del tiram o del
disulfiram. Aunque la mayor intensidad de pico se obtuvo en ambos casos para el
minimo porcentaje de metanol, con el fin de asegurar la solubilidad del fungicida en
el medio de trabajo, se ha escogido una proporcion del 2% de metanol para estudios

posteriores tanto para el tiram como para el disulfiram.
IIL.1.4.1.4.- Conclusiones parciales

A modo de conclusién y con fines comparativos, en las Figuras 32 y 33 se
muestran los voltamperogramas obtenidos para una disolucion 1.0x10” mol L™ de
tiram, en diferencial de impulsos, sobre el electrodo de pasta de carbono sin
modificar y sobre el electrodo modificado con CoPC, a pH 8.0, sin realizar
preconcentracion (Figura 32) y empleando un periodo de acumulacion de 90
segundos (Figura 33). En las Figuras 34 y 35 se muestran los voltamperogramgs
analogos obtenidos para una disolucién 1.0x10” mol L™ de disulfiram a pH 6.0, sin
emplear preconcentracion (Figura 34), y tras la aplicacion de un periodo de

acumulacion de 300 segundos (Figura 35).
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Figura 30

Influencia de Ia proporcién de metanol sobre la intensidad del pico de oxidaciéon, en DPV, de
tiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de
CoPC. HBO,/BO, 0.1 mol L', pH 8.0; tiempo de acumulacién: 90 segundos a circuito
abierto; AE= 50 mV; v= 10 mV s’
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Figura 31

Influencia de la proporcién de metanol sobre la intensidad del pico de oxidacién, en DPV, de
disulfiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de
CoPC. H,PO,/PO.} 0.1 mol L, pH 6.0; tiempo de acumulacién: 300 segundos a circuito
abierto; AE= 50 mV; v= 10 mV s,
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Figura 32

Voltamperogramas, en DPV, de tiram 1.0x10”° mol L' sin aplicar periodo de acumulacién
sobre: (—-—) un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC, (-----) un

electrodo de pasta de carbono sin modificar; HBO,/BO, 0.1 mel L, pH 8.0, 2% metanol;
AE = 50 mV, v= 10 mV s,
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Figura 33

Voltamperogramas, en DPV, de tiram 1.0x10° mol L' tras la aplicacién de un periodo de
acumulacion de 90 segundos sobre: (——) un electrodo de pasta de carbono modificade con

un 4% de CoPC, (-----) un electrodo de pasta de carbono sin medificar, ; HBO,/BO, 0.1 mol
L', pH 8.0, 2% metanol; AE = 50 mV, v= 10 mV s.
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1.2 -

1.1

Figura 34

Voltamperogramas, en DPV, de disulfiram 1.0x10° mol L' sin emplear ningiin periodo de
acumulacion sobre: (——) un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC,

(-----) un electrodo de pasta de carbono sin modificar; H,PO,/HPO /> 0.1 mol L, pH 6.0, 2%
metanol; AE = 50 mV, v= 10 mV s,

Figura 35

Voltamperogramas, en DPV, de disulfiram 1.0x10° mol L™ tras la aplicacién de un periodo
de acumulacién de 300 segundos sobre: () un electrodo de pasta de carbono modificado

con un 2% de CoPC, (-----} un electrodo de pasta de carbono sin modificar; H,PO,/HPO,*
0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol; AE = 50 mV, v= 10 mV s,
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Se observa en todos los casos un desplazamiento del potencial de pico hacia
potenciales menos positivos y un aumento de la intensidad de pico cuando se trabaja
con el electrodo modificado con CoPC (linea continua) respecto al electrodo sin
modificar (linea discontinua) lo que, como ya se ha dicho, evidencia la existencia
de electrocatalisis. Cuando se emplea un periodo de acumulacién (Figuras 33 y 35)
se observa un aumento considerable de la intensidad de pico (obsérvese las
diferentes escalas de corriente de las figuras con y sin preconcentracion), asi como
un estrechamiento de los mismos, tipico de los procesos de adsorcion, con respecto

a las sefiales obtenidas sin emplear preconcentracion (Figuras 32 y 34).

Por otra parte, el aumento de corriente que se asocia al efecto catalitico
debido a la presencia de CoPC en el electrodo es mucho mas acusado en el caso del
tiram (Figuras 32 y 33). Por el contrario, el incremento de la sefial que se produce
en el proceso de acumulacion, es claramente mds grande en el caso del disulfiram

(nétese la diferencia en la escala de intensidades existente entre las Figuras 34 y 35).

IIL1.4.2.- Efecto de la velocidad de bamido de potencial mediante

voltamperometria de barrido lineal

Finalmente, se ha evaluado la influencia de la velocidad de barrido,
empleando la técnica LSV, sobre la corriente de pico y la funcién de corriente,
i,/Cv'?, tanto para el tiram como para el disulfiram, tras su acumulacion sobre el

electrodo de pasta de carbono modificado.

En el caso del tiram, se ha utilizado una concentracién 1.0x10° mol L' y un
periodo de acumulacién de 90 s, recogiéndose en la Tabla XXII los resultados
obtenidos. En el caso del disulfiram, se ha empleado la misma concentracion de
fungicida y un periodo de acumulacion de 300 s; los resultados se recogen en la

Tabla XXIII.
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Tabla XXII

Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la sefial de oxidacion de
tiram 1.0x10° mol L' sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de
CoPC. Tiempo de acwmidacion: 90 s. HBO/BO, 0.1 mol L', pH 8.0, 2% metanol.

m\‘f] 5! logv | ippA | logi, | E,V A mol"i::livzvm s'2
5 0.70 0.42 -0.38 0.708 18.7
10 1.00 0.77 -0.11 0.722 244
20 1.30 1.22 0.09 0.734 273
40 1.60 2.05 0.31 0.742 32.4
60 1.78 2.50 0.40 0.748 323
80 1.90 3.13 0.50 0.756 35.0
100 2.00 3.55 0.55 0.758 35.5
150 2.18 4.15 0.62 0.768 33.9

200 2.30 497 0.70 0.762 35.1
250 2.40 5.36 0.73 0.780 339
500 2.70 6.42 0.81 0.812 28.7
1000 3.00 7.57 0.88 0.826 239
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Tabla XXHI

Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la sefial de oxidacion de
disulfiram 1.0x10° mol L™ sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de
CoPC. Tiempo de acumulacion: 306 s. H,PO,/HPO 0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol.

m\‘f/ 5! log v i HA | log i, E, V A mol"i;;ivzvm s'?
5 0.70 208 | 032 | 0.764 93
0 | 100 | 322 | os1 | 077 102
20 1.30 503 | 070 | 0.788 | 113
40 1.60 832 | 092 | 0800 131
60 178 | 1010 [ 100 | 0802 130
80 190 | 1237 | 109 | 0816 138
100 200 | 1323 | 112 | 0822 132
150 218 | 1497 | 118 | 0836 122

200 | 230 | 1648 | 122 | 0832 117
250 | 240 | 1816 | 126 | 0.840 115
500 270 | 1940 | 129 | 0854 87
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Figura 36

Variaciéon de la funcién de comiente, i /Cv'?, con log v, mediante LSV, empleando un
electrode de pasta de carbonmo modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. Tiram
1.0x10° mol L'; HBO,/BO,” 0.1 mol L, pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacién: 90
segundos.
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Figura 37

Variacion de la funcion de comiente, iple”z, con log v, mediante LSV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto. Disulfiram
1.0x10° mol L'; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacién:
300 segundos.
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Figura 38

Variacion de log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto. Tiram 1.0x10*° mol L'; HBO,/BO, 0.1 mel
L', pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacién: 90 segundos.
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Figura 39

Variacién de log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto. Disulfiram 1.0x10* mol L'; H,PO,/HPO,*
0.1 mol L, pH 6.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacién: 300 segundos.
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En ambos casos, la dependencia de la funcioén de corriente con la velocidad
de barrido (Figuras 36 y 37) es muy parecida a la observada cuando no se aplicaba
un periodo de preconcentracion (Figuras 16 y 17), disminuyendo dicha funcién para .
velocidades superiores a 200 mV s para el tiram y superiores a 80 mV s™' para el
disulfiram, lo que, como se habia comentado, resulta caracteristico de los procesos

cataliticos.

Sin embargo, la representacion de log i frente a log v, muestra un tnico
tramo recto entre 5 y 100 mV s, de pendiente 0.70 (r= 0.998) en el caso del tiram
(Figura 38) y 0.63 (r= 0.9990) en el caso del disulfiram (Figura 39), y se desvia para
velocidades superiores. Estos valores de la pendiente parecen indicar un control por
difusion de la corriente a bajas velocidades de barrido, cuando deberian encontrarse
indicios de la existencia de adsorci6n. Este efecto puede explicarse si la acumulacién
del fungicida se produce en mayor grado por extraccion en ¢l aglutinante de la pasta
de carbono que por adsorcién sobre las particulas de grafito [18]. Asi, el proceso
de oxiadacion estaria controlado inicialmente por la difusion del analito a través del
aglutinante hasta la zona de reaccion. Ademds, de este modo se justifica que la
preconcentraciéon sea mucho mas acusada en ¢l caso del disulfiram dado su caracter

mas apolar y, por tanto, su mayor afinidad por el aceite de parafina.

IIL.1.5.- CURVAS DE CALIBRADO Y CARACTERISTICAS ANALITICAS

Utilizando el periodo de acumulacion apropiado para cada fungicida y para
cada nivel de concentracion, se han obtenido, empleando voltamperometria
diferencial de impulsos en la etapa de redisolucién, relaciones lineales entre la
intensidad de pico y la concentracién de tiram y disulfiram en los intervalos que
aparecen recogidos en la Tabla XXIV. Con fines comparativos, se han realizado

también calibrados para ambos fungicidas sin emplear ningin periodo de
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acumulacion. Los parametros caracteristicos de todos estos calibrados se recogen en

la Tabla XXIV, encontrandose representados en las Figuras 40 a 45.

Como puede observarse, cuando no se aplica preconcentracion, las curvas de
calibrado se han realizado a partir de 1.0x10° mol L, no siendo posible determinar
concentraciones inferiores a ésta para ninguno de los dos fungicidas. Por otra parte,
las desviaciones de la linealidad para altas concentraciones, se producen
aproximadamente al mismo nive! de concentracion realizando o no preconcentracion.
Si se emplea un mismo periodo de acumulacién para diferentes intervalos de
concentracion, se observa una disminuciéon en la pendiente al aumentar la
concentracion de fungicida, caracteristica de los procesos de adsorcion. De nuevo se
pone de manifiesto que la adsorcion es mas fuerte en el caso del disulfiram; asi, para
el intervalo 1.0x10°-1.0x10”° mol L, la pendiente del calibrado es casi un orden de

magnitud mayor cuando se emplea periodo de acumulacion.

Las caracteristicas analiticas de los métodos asi desarrollados se han
calculado a partir de los calibrados obtenidos utilizando preconcentracién y se
encuentran recogidas en la Tabla XXV. Los valores de la desviacion estandar
relativa se han calculado a partir de las medidas correspondientes a 10 disoluciones
diferentes, utilizando 10 electrodos modificados distintos, a dos niveles de
concentracion, uno de los cuales se encuentra situado en la parte inferior del
calibrado correspondiente. Puesto que se han empleado 10 superficies electrédicas
diferentes, se ha calculado también la desviacion estandar relativa de los valores del

potencial de pico, resultando ser menor del 1% en todos los casos.

Como criterio para establecer el limite de determinacion, se ha utilizado el
criterio sugerido por la [IUPAC [171], 10s, habiéndose tomado como estimador de
s, el valor de la desviacion estandar, en unidades de concentracion, obtenido para
una concentracioén proxima a la mas baja medida en el calibrado, siendo en este caso

de 4.0x107 mol L™ para el tiram y de 1.0x107 mol L para el disulfiram.
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Tabla XXIV

Curvas de calibrado para firam y disulfiram, mediante DPAdSV, empleando un electrodo de
pasta de carbono modificado con CoPC. AE= 50 mV; v= 10 mV s”.

Tiempo de Intervalo lineal, Coeficiente de Pendiente, Ordenada en
Fungicida acumnulacién, s mol L correlacion HA L mol el origen, pA
x10*
1.0x10%-6.0x10* 0.996 0.65+0.02 0.19+0.09
0
1.0x10%-6.0x10° 0.998 (.8520.05 -0.06+0.03
Tiram 90 1.0x103-7.0x107 0.997 0.60x0.06 0.50.2
1.0x10°%-1.0x10°% 0.9994 1.0240.03 0.03+0.02
180
3.0x107-1.0x10° - 0.993 1.67+0.06 -0.011+0.005
0 1.0x10%-2.0x10% 0.997 0.57+0.04 0.00+0.02
Disulfiram 1.0x107-2.0x10* 0.9998 3.440.7 0.4%1.0
300 1.0x10%-1.0x10" 0.9995 4.2+0.1 0.1320.07
8.0x10°%1.0x10° 0.9995 4.8+0.1 0.061x0.006

Por lo que respecta al limite de deteccién, se ha calculado a partir de la
expresion 3s,/m [172], donde m es la pendiente del calibrado inferior considerado
y como estimador de s, se ha tomado el valor de la desviacion estandar de la sefial

para 10 disoluciones de tiram 4.0x107 mol L y de disulfiram 1.0x10”7 mol L™,

Como se puso de manifiesto en ¢l apartado de antecedentes bibliograficos,

la mayoria de los meétodos electroquimicos que se han encontrado para la
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determinacion de tiram y disulfiram estan basados en la reduccion de los fungicidas
sobre electrodos de mercurio o de pelicula de mercurio, oscilando los limites de
deteccién entre 1.0x10° mol L' [151] y 1.3x10™° mol L' [153]. El itnico método
encontrado basado en la oxidacion de tiram tras su acumulacion sobre un electrodo
rotatorio de platino reporta un limite de deteccion de 0.3 ng mL™' (1.3x10” mol L),
pero presenta claras desventajas puesto que el pico de oxidacion se encuentra situado
en la barrera de oxidacion del medio (aproximadamehte a 1.5 V) y es necesario un
periodo de acumulacién de 10 minutos [1]. Puede decirse, por consiguiente, que los
métodos desarrollados utilizando el electrodo de pasta de carbono modificado con
CoPC resultan ventajosos en términos de sensibilidad, potencial al que aparecen las

respuestas (mayor selectividad) y rapidez con respecto a los métodos precedentes.

Tabla XXV

Caracteristicas analiticas de los métodos desarrollados para la determinacion de tiram y
disulfiram, mediante DPAdSYV, empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con
Jftalocianina de cobalto. AE= 50 mV; v= 10 mV s*. Tiempo de acumulacion: Tiram: 180
segundos, disulfiram: 300 segundos.

. Limite de Limite de
0,
Fungicida RSD, % determinacién, mol L™ deteccién, mol L™
. 3.0° 7 -2
Tiram b 2.4x10 7.1x10
) 3.1 3 -8
Disulfiram 7 e 7.3x10 2.2x190

a) Nivel de concentracién: 5.0x10° mol L' (n=10)
b) Nivel de concentracién: 4.0x10”7 mol L (n=10)
¢) Nivel de concentracién: 1.0x107 mol L' (n=10)
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Figura 40

Influencia de la concentracion de tiram sobre la intensidad de pico, ip, mediante DPAdSYV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificade con un 4% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracién: de 1.0x10° a 10.0x10"° mol L de tiram; HBO,/BO, 0.1 mol L,
pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacion: 90 segundos.
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Figura 41

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante DPAdSYV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracién: de 1.0x10” a 10.0x10° mol L de tiram; HBO,/BO," 0.1 mol L,
pH 8.0, 2% metanol. Sin periodo de acumulacién.
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Figura 42

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante DPAdSYV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracién: de 1.0x10° a 10.0x10"° mol L de tiram; HBO,/BO," 0.1 mel L,
pH 8.0, 2% metanol. (@) empleando un periodo de acumulacién de 180 segundos; (O) sin
periodo de acumulacion.
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Figura 43

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante DPAdSYV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracién: de 3.0x10”7 a 10.0x10” mol L' de tiram; HBQ,/BO, 0.1 mol L,
pH 8.0, 2% metanol. Tiempo de acumulacién: 180 segundos.
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Figura 44

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante DPAdSV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracion: de 1.0x10* a 10.0x10 mol L de disulfiam; H,PO,/HPO,* 0.1
mol L', pH 6.0, 2% metanol. (®) empleando un periodo de acumulacién de 300 segundos; (O)
sin periodo de acumulacién.
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Figura 45

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i , mediante DPAdSYV,
empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de ftalocianina de cobalto.
Intervalo de concentracién: de 0.8x107 a 10.0x107 mol L de disulfiram; H,PO,/HPO,* 0.1
mol L, pH 6.0, 2% metanol.
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IIL1.6.- ESTUDIO DE INTERFERENCIAS

Una vez establecidas las caracteristicas analiticas de los meétodos
desarrollados para determinar los fungicidas tiram y disulfiram con el electrodo de
pasta de carbono modificado con CoPC, se procedié a realizar estudios de
interferencias utilizando voltamperometria diferencial de impulsos en la etapa de
redisolucion tras aplicar el correspondiente periodo de acumulacion. Asi, se
comprobo el efecto que ejerce la presencia de ciertas sustancias que pueden
encontrarse junto con estos fungicidas en diferentes tipos de muestras (aguas,
alimentos,etc.), sobre la sefial voltamperométrica de oxidacion del tiram o del

disulfiram en concentracién 2.0x10° mol L™ con el electrodo modificado.

Las sustancias ensayadas han sido: N,N-dimetilditiocarbamato de zinc
(ziram), que también se utiliza como fungicida y pertenece a la familia de los
ditiocarbamatos, fenol y un catiéon metalico capaz de formar complejos con este tipo
de sustancias como es el Zn(I[). También se ha evaluado la influencia de Ia
presencia de tiram sobre la sefial de oxidacion del disulfiram (con un periodo de

acumulacién de 300 s) y viceversa (con tiempo de acumulacidon de 180 s).

En las condiciones experimentales utilizadas para la determinacién de tiram
y de disulfiram, el Zn(II) obviamente no presenta ningin pico de oxidacion, mientras
que, como se observa en las Figuras 46 y 47, tanto el fenol como el ziram en
determinada concentracién, muestran picos de oxidacion bien definidos en el
intervalo de potenciales barrido. La proximidad de los potenciales de pico de tiram,
ziram y disulfiram da lugar a que sélo aparezca un pico global de oxidaciéon cuando

se registran los voltamperogramas de mezclas de estos ditiocarbamatos.
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Figura 46

Voltamperogramas, en DPV, de ( — ) 2.0x10° mol L tiram, ( — ) 4.0x10” mol L'
disulfiram, ( = ) 2.0x10° mol L' ziram ¥y (== ) 1.0x10° mol L' fenol, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de ftalocianina de cobalto.
HBO,/BO, 0.1 mol L', pH 8.0, 2% de metanol; tiempo de acumulacion: 180 s; AE= 50
mV, v= 10 mv s,

Figura 47

Voltamperogramas, en DPV, de ( — ) 2.0x10"° mol L' disulfiram, ( — ) 2.0x10"°* mol
L' tiram, ( — ) 1.0x10° mol L' ziram y ( — ) 2.0x10° mol L' fenol, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de CoPC. H,PO,/HPO,” 0.1 mol
LY, pH 6.0, 2% de metanol; tiempo de acumulacion: 300 s; AE= 50 mV, v= 10 mv s’
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Como era de esperar dada la mayor capacidad de preconcentracion del
disulfiram, la influencia de la presencia de este fungicida sobre la sefial de oxidacion
dei tiram e¢s mucho mayor que al contrario. Asi, una relacién de concentracién
disuifiram:tiram 0.1:1 origina un error relativo del 40% en la medida de la corriente
de pico del tiram, mientras que en la medida del disulfiram se comete un error
relativo superior al 10% solo para relaciones tiram:disulfiram de {:1 o superiores

(Tabla XXVI).

La presencia de ziram origina errores relativos superiores al 10% para una
relacion ziram:tiram 0.5:1 y para una relacion ziram:disulfiram 1:1 (véase Tabla
XXVI). Por otra parte, el fenol muestra un pico de oxidacion bien definido que
aparece a 0.548 VapH 8.0y a 0.682 V a pH 6.0. A modo de ejempio en la Figura
48 se muestran los voltamperogramas de mezclas binarias de fenol y tiram o
disulfiram. El pico de oxidacion del fenol afecta sélo a la parte ascendente de los
voltamperogramas de tiram o disulfiram, apareciendo como un pico independiente
en el caso del tiram, y ensanchando la seiial en el caso del disulfiram (Figura 48).
Para una relacion fenol:tiram o disulfiram 10:1, se obtuvo un error relativo igual o
superior al 10% en la medida de la intensidad de pico del fungicida. No obstante,
se ha comprobado que, si 1, se mide a partir de Ia corriente de fondo que se obtiene
antes de aparecer el pico del fenol, no existe interferencia de este compuesto sobre
la seiial de los fungicidas para la relacion de concentraciones mencionada. Sin
embargo, cuando esta relacion es de 50 a 1, el pico del fenol es tan grande que

impide la medida de la corriente de pico del fungicida con exactitud.

Finalmente, el Zn(II), como era de esperar, no interfiere para ninguno de los

niveles de concentracion ensayados.
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Figura 48

Voltamperogramas, en DPV, de mezclas de: (a) 2.0x10° mol L' tiram y 2.0x10° mol L*
fenol, (b) 2.0x10° mol L! tiram y 2.0x10° mol L' fenol, (c) 2.0x10°° mol L’ disulfiram y
2.0x10° mol L* fenol, (d) 2.0x10° mol L disulfiram y 2.0x10° mol L" fenol, sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC. (a) y (b) HBO,/BO, 0.1 mol L, 180
segundos de acumulacién; (¢) y (d) H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, 300 segundos de acumulacién;
2% metanol. AE= 50 mV, v= 10 mV s, 1- fenol , 2-tiram, 3-disulfiram.
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Tabla XXVI

Efecto de la presencia de otras sustancias sobre la sefial voltamperométrica de 2.0x10° mol
L de tiram o disulfiram, mediante DPAdSV, sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con ftalocianina de cobalto. Relaciones interferente:analito que producen un error
relativo superior al 10% en la medida de i, Tiram: HBO/BO; 0.1 mol L", pH 8.0, 2%
metanol, 180 segundos de acumulacion a circuito abierto. Disulfiram: H,PO,/HPO/ 0.1 mol
L, pH 6.0, 2% metanol, 300 segundos de acumulacion a circuito abierto. AE= 50 mV; v=10
mV s,

Relacion interferente:analito Error relativo
Interferente Tiram Disulfiram Tiram Disulfiram
Tiram --- 1:1 - 18%
Disulfiram 0.1:1 --- 41% ---
Ziram 0.5:1 1:1 23% 13%
Fenol 10:1 10:1 10% 28%
Zn(IT) 50:1 50:1 < 10% < 10%

IL.1.7.- DETERMINACION DE TIRAM EN MUESTRAS DE FRESAS
CONTAMINADAS

Como se ha comentado, una de las principales aplicaciones del tiram se basa
en su actividad fungicida, empleandose fundamentalmente sobre cultivos de frutas,
hortalizas y plantas ormamentales [62]. Concretamente, el empleo de tiram en fresas,
manzanas y peras presenta importantes ventajas con respecto a ia utilizacion de otros
pesticidas [173]. En la CEE se tolera un contenido de ditiocarbamatos entre 2-7 mg

Kg' (expresado como CS,) en frutas y verduras [63].
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Con objeto de verificar la aplicabilidad del método propuesto utilizando ef
electrodo de pasta de carbono modificado con CoPC, se ha llevado a cabo la
determinacion de tiram en muestras de fresas contaminadas con 2 pg de tiram por

gramo de fresa (lo que equivale a 1 mg Kg™' de CS,).

El procedimiento descrito en la parte experimental se aplicé en primer lugar
a una muestra de fresas sin contaminar. El voltafnperograma diferencial de impulsos
obtenido sobre el electrodo modificado para este blanco se muestra en la Figura 49.
Como puede observarse, aparece un pico a aproximadamente 0.3 V que puede
corresponder a la oxidacién de algin compuesto enddgeno presente en las fresas,
puesto que no se modifica con las adiciones sucesivas de tiram y era reproducible
independientemente de la muestra, que no interfiere en la determinacion del
fungicida. También puede observarse a aproximadamente 0.7 V el pico que se ha
asignado a la oxidacién de Co(Il) a Co(IIl) en la ftalocianina. La presencia de este
pico en el fondo hace necesario, desde un punto de vista analitico, restar esta seiial,
que no aumenta con el proceso de acumulacidn, de 1a respuesta del analito. Para ello,
se realizaron adiciones estandar sucesivas de 0.6 mg L™ al blanco de fresas (véase
Figura 49) y el valor de la ordenada en el origen obtenido para tres series de
medidas, que resultd ser 0.10 + 0.03 pA, se consideré como ¢l valor de corriente que
debe restarse del valor de la intensidad de pico medido en los estudios de

recuperacion del tiram.

Los resultados obtenidos para cinco muestras de fresas contaminadas a un
nivel de 2 pg de tiram por gramo de fresa, lo que implica una concentracion final
de tiram en la disolucién analitica de 1.2 mg L™, aplicando el método de adiciones
estandar, se recogen en la Tabla XXVII. La concentracién experimental media
obtenida fue de 1.12 + 0.09 mg L™ de tiram (1.9 + 0.1 ug g™), lo que se traduce en
una recuperacién media del 94 £ 7 % para un nivel de significacion de 0.05. Estos
resultados demuestran la validez del método desarrollado para la determinacion de

tiram en muestras de este tipo.
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Figura 49

Voltamperogramas, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4%
de ftalocianina de cobalto, de la disolucién analitica de una muestra de fresas sin contaminar.
(1) disolucién blanco (en ausencia de tiram), (2-6) adiciones sucesivas de 0.6 mg L’ de tiram,
HBO,/BO, 0.1 mol L', pH 8.0, 2% metanol; AE= 50 mV; v= 10 mV s,

Tabla XXVII

Recuperacion de tiram en fresas contaminadas, mediante DPAdSV, con un electrodo de pasta
de carbono modificado con CoPC. Periodo de acumulacion: 180 s.

Muestra | C, ;. Tiram, mg L' | C,,....0a Tiram, mg L' | Recuperacion, %

1 1.20 1.11 92.5

2 1.20 1.05 87.5
3 1.20 1.12 93.5
4 1.20 1.24 103.5

5 1.20 1.10 91.5
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IIL2.- DETERMINACION DE TIRAM MEDIANTE INYECCION EN FLUJO
CON DETECCION AMPEROMETRICA SOBRE UN ELECTRODO DE
PASTA DE CARBONO MODIFICADO CON FTALOCIANINA DE
COBALTO

Se ha investigado la posibilidad de emplear el electrodo de pasta de carbono
modificado con CoPC como detector amperométrico en sistemas en flujo. Para ello,
se ha desarrollado un método de inyeccion en flujo basado en el proceso de
oxidacion del tiram sobre el electrodo modificado. En el apartado I1.1.1.1 se describe

el sistema FIA utilizado. La célula de flujo empleada ha sido de tipo "thin-layer".

OL2.1.- DETECCION AMPEROMETRICA CONVENCIONAL SOBRE EL
ELECTRODO MODIFICADO

Cuando se aplica al electrodo indicador un potencial constante de +1.0 V, se
observa una disminucién gradual de la corriente de pico tras realizar inyecciones
sucesivas de tiram 1.0x10° mol L™, empleando como disolucién portadora regulador
HBO,/BO, 0.1 mol L' de pH 8.0 con un 2% de metanol (Figura 50). Por ejemplo,
1, disminuye un 15% tras 17 inyecciones. Ademas, como puede observarse eﬁ la
Figura 50, el ruido de la linea base aumenta considerablemente con el tiempo. Estos
efectos pueden atribuirse al ensuciamiento de la superficie del electrodo,
probablemente como consecuencia de la adsorciéon del fungicida que, en los
experimentos en discontinuo, hace necesaria la renovacion de la superficie del
electrodo después de cada medida. Este importante problema practico se ha intentado
solventar mediante el empleo de la denominada detecciéon amperométrica de

impulsos (PAD).
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Figura 50

Fiagrama obtenido para inyecciones consecutivas de tiram 1.0x10° mol L' en medio
HBO,/BO, 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v empleando como electrode indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC, V= 200 uL; caudal: 1.5 mL
min"; E = +1.0 V.

IIL.2.2.- DETECCION AMPEROMETRICA DE IMPULSOS

En la Figura 51 se representa el esquema de potenciales aplicado, que alterna
polarizacion anddica y catddica del electrodo. Esta forma de llevar a cabo la
deteccion ha sido empleada por el grupo de Baldwin con buenos resultados cuando

se emplean electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC como detectores

en cromatografia liquida [26,28].
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Figura 51

Esquema del programa de potenciales utilizado para la deteccion amperométrica de impulsos
(PAD).

IIL.2.2.1.- Seleccion de los valores del potencial aplicados en el programa de

impulsos

El potencial anddico, E,, se ha escogido para llevar a cabo la deteccion de
la oxidacién del tiram, mientras que el potencial catoédico, E,, se ha elegido para
regenerar la superficie del electrodo. Con el fin de seleccionar el valor mas
apropiado de E, se ha registrado el voltamperograma hidrodindmico del tiram,
signiendo el procedimiento descrito en el apartado I1.1:3.5. Asi, se inyectaron
voliimenes fijos de una disolucién de tiram 5.0x10° mol L' en medio HBO,/BO,
0.1 mol L' de pH 8.0 y 2% v/v en metanol en el caudal de disolucién portadora

constituida por el mismo electrélito fondo.
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En la Figura 52 se representa la variacion de la intensidad de pico cuando se
varia E, entre +0.30 y +1.20 V, manteniendo E,= -0.3 V, valor de potencial catédico
recomendado por el grupo de Baldwin para la reactivacion de la superficie del
electrodo [26,28]. Como puede observarse, se obtiene una meseta o "plateau” bien
definida a valores de E, comprendidos entre +0.90 y +1.10 V. La fuerte disminucién
de i, a potenciales superiores a +1.10 V puede atribuirse a la pasivacion irreversible
del mediador redox cuando se aplican potenciales muy positivos [28]. De hecho, en
las experiencias realizadas en discontinuo (apartado 1I1.1.2.1), podia observarse un
pico de oxidaci6n a aproximadamente +1.2 V vs. SCE asignable a la oxidacién del
anillo de ftalocianina, cuando se registraba el voltamperograma del fondo,
constituido por Britton-Robinson 0.1 mol L™ de pH 7.0 (Figura 7). Como potencial
para llevar a cabo la deteccion se ha escogido, en consecuencia, un valor de E,=

+0.95 V, situado en la zona de la meseta de intensidades de corriente (Figura 52).

1.2 -
1.0
0.8
Ip » HA o.s-.
0.4 -

0.2 +

1.4

Figura 52

Influencia del potencial anédico, E,, sobre la intensidad de pico, i, de tiram 5.0x10"° mol L
en medio HBO,/BO, 0.1 mol L de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando
como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC.
Viw= 200 pL; caudal: 1.5 mL min*; E,= -0.3 V; t,= 0.2 s; t,= 0.2 s.
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Influencia del potencial catédico, E,, sobre la intensidad de pico, i, (®), y la relacién
sedial/ruido, i/i; (O0), de tiram 5.0x10°° mol L" en medio HBO,/BO, 0.1 mol L' de pH 8.0 -2%
metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta
de carbono modificado con un 4% de CoPC, V, = 200 uL; caudal: 1.5 mL min’; E,=-0.3 V;
t,=0.2s; 4,= 0.2 s.

El valor de E, se ha escogido estudiando su influencia sobre la respuesta
amperomeétrica cuando se varia entre 0.0 y -0.80 V. La altura de pico permanece
practicamente constante entre 0.0 y -0.60 V, pero la corriente de fondo aumenta al
tomar E, valores mas negativos (Figura 53). La mayor relacton sefial/ruido se obtuvo
para un valor de E,= 0.0 V. Sin embargo, no se aprecia regeneracion de la superficie
del electrodo para este valor de potencial. Asi, en la Figura 54 A se observa como
la altura de pico disminuye tras inyecciones sucesivas de tiram cuando se utiliza E,=
0.0 V. Al cabo de 20 inyecciones, la disminucion en i, es de un 20%. Como se ha
mencionado, el grupo de Baldwin recomienda un valor de -0.30 V (o mas negativo)
para la regeneracion de la superficie del electrodo. Parece ser que esta reactivacion
esta relacionada con el proceso de reduccion de Co(II) a Co(I) en la ftalocianina, que

tiene lugar entre -0.3 y -0.5 V [26]. Efectivamente, no se observa disminucion
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significativa en la intensidad de pico al cabo de 20 inyecciones consecutivas de tiram
cuando se emplea E,= -0.3 V (Figura 54 B), por lo que se ha escogido este valor de

potencial para la regeneracion de la superficie electrodica.

0.5 pA

5 min

Figura 54

Fiagramas obtenidos para 20 inyecciones consecutivas de tiram 5.0x10° mol L' en medio
HBO,/BO,” 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando come
electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V,, =
200 pL. Programa de potenciales: (A): E;= +0.95 V; E;= 0.0 V; t= 0.2 s; t,= 0.2 5. (B): E=
+H095 V; E=-03 V;t=025;t=0.2s.
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IMLL2.2.2.- Seleccién de los valores de tiempo de aplicacién de los potenciales

anteriores

Los periodos de tiempo de aplicacion de E, y E, (t, y t,, respectivamente) se

han optimizado teniendo en cuenta su influencia en la respuesta amperométrica.

Cuando t, aumenta en el intervalo de 0.2 a 1.0 s, i, disminuye (Figura 55).
No obstante, también disminuye el valor de la corriente de fondo, de tal modo que

la relacion sefial/ruido crece al aumentar t,.
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Figura 55

Influencia del tiempo de aplicacién del potencial anédico, t,, sobre la intensidad de pico, i,
(@), y la relacién sefal/rido, i /i; (0), de tiram 5.0x10° mol L' en medio HBO,/BO, 0.1 mol
L? de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V= 200 pL; caudal: 1.5 mL
min’; E= +0.95 V; E= -0.3 V; t,= 0.2 s.
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La influencia de t, se ha estudiado para dos valores de t;, 0.2 y 0.4 s. Los
resultados se representan en las Figuras 56 y 57. La intensidad de pico aumenta al
aumentar t, cuando t,= 0.2 s y permanece practicamente constante cuando t,= 0.4 s.
Sin embargo, 1a corriente de fondo aumenta también considerablemente al aumentar
t, en ambos casos, dando lugar a relaciones seiial/ruido mas pequeiias cuanto mayor
es t,. Por otro lado, cuanto mayor es ¢l tiempo transcurrido entre dos medidas de

intensidad de corriente (t, + t,), peor definida esta la sefial amperométrica.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, se ha escogido un valor de 0.2 s

tanto para t; como para t, para estudios posteriores.

Empleando los parametros del programa de potenciales que se han
seleccionado, se obtuvo una desviacion estandar relativa del 2.1% en la medida de
i, para 20 inyecciones sucesivas de tiram 5.0x10° mol L (Figura 54 B), lo que
confirma la utilidad del esquema de deteccion amperométrica de impulsos
desarrollado para la regeneracién de la superficie del electrodo modificado con

CoPC.

IIL2.2.3.- Optimizacién de las variables hidrodinamicas

Se ha estudiado la influencia del caudal de la disolucién portadora sobre los
parametros que definen las sefiales o fiagramas, esto es, la altura de pico, i, el
tiempo de residencia, T, y la anchura de pico, At. Los datos obtenidos se resumen

en la Tabla XXVIII y estan representados en las Figuras 58, 59 y 60.
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Figura 56

Influencia del tiempo de aplicacién de E,, t,, sobre la intensidad de pico, i, (@), y la relacién
seial/ruido, i /i (0), de tiram 5.0x10°° mol L' en medio HBO,/BO,” 0.1 mol L' de pH 8.0 -
2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de
pasta de carbono modificade con un 4% de CoPC. V, = 200 uL; caudal: 1.5 mL min™; E,=
+095 V; E=-03 V; t=0.2 s.
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Figura 57

Influencia del tiempo de aplicacion de E,, t,, sobre la intensidad de pico, i, (@), y 1a relacién
sefial/ruido, i /i; (O0), de tiram 5.0x10™ mol L en medio HBO,/BQ, 0.1 mol L" de pH 8.0 -
2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de
pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V., = 200 pL; caudal: 1.5 mL min"'; E=
+095 V; E=-03V; =045,
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Tabla XXVIII

Influencia del caudal de la disolucion portadora sobre la intensidad, i, el tiempo de residencia,
T, y la anchura, A, de la seiial obtenida mediante inyeccion en flujo con deteccion
amperométrica de impulsos empleando un electrodo de pasta de carbono modificado con un
4% de CoPC. Tiram 5.0x10° mol L' en medio HBO/BO; 0.1 mol L, pH 8.0, 2% metanol
(v/v). Volumen de inyeccion: 200 uL. E= +0.95 V, E=-0.3 V, t,= 0.2 5, {,= 0.2 s.

Caudal, mL min™’ I, HA T, s At, s
0.35 0.64 52 47
0.64 0.76 27 32
0.96 0.87 | I9 19
1.32 094 13 ' I3
1.68 0.94 11 | 11
2.00 0.94 78 9.0
2.34 0.92 8.1 84
2.65 0.93 7.8 78

Puede observarse como al aumentar el caudal de la disolucién portadora
desde 0.35 hasta 1.32 mL min", aumenta la intensidad de pico, disminuyendo el
tiempo de residencia y la anchura de pico. Para caudales superiores a 1.32 mL min”,
la altura de pico permanece constante y la disminucion en el tiempo de residencia

y la anchura de pico es mucho menos marcada.

Con el fin de alcanzar la maxima sensibilidad y al mismo tiempo reducir en
lo posible la duracidn del analisis, se ha escogido para estudios posteriores un caudal

de 1.70 mL min™".
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1

Influencia del caudal de la disolucion portadora sobre la intensidad de pico, i, de tiram
5.0x10°° mol L' en medio HBO,/BO,” 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-
PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC. V= 200 pL; E;= +0.95 V; E= -0.3 V; ;= 0.2 5, t,= 0.2 s.
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Figura 59

2.5 3.0

Influencia del caudal de la disolucion portadora sobre el tiempo de residencia, T, de tiram
5.0x10° mol L' en medic HBO,/BO,” 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-
PAD empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC, V, =200 pL; E=+0.95 V; E=-03 V; t,=0.2 5, t,= 0.2 5.
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Figura 60

Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre la anchura de pico, At, de tiram 5.0x10°°
mol L' en medio HBO,/BO,” 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD
empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificade con un 4%
de CoPC. V,,,= 200 uL; E;= +0.95 V; E;= -0.3 V; ;= 0.2 5, t= 0.2 5.

Utilizando el caudal mencionado anteriormente y manteniendo las demas
condiciones experimentales, se ha estudiado 1a influencia del volumen de inyeccién
sobre los parametros caracteristicos del fiagrama (Figura 61). Como puede
apreciarse, al aumentar el volumen de inyeccion se produce un aumento de la
intensidad de pico, asi como en la anchura de los mismos. Ademas, logicamente, el
tiempo de residencia aumenta también al aumentar el volumen de inyeccion, Como
compromiso entre una buena sensibilidad y una elevada capacidad de muestreo, se
ha escogido un volumen de inyeccidn de 200 pL para estudios subsiguientes. En
estas condiciones experimentales, se pueden analizar aproximadamente 15 muestras

por hora realizando las inyecciones por triplicado.
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Figura 61

Influencia del volumen de inyeccién sobre las sefiales obtenidas para tiram 5.0x10° mol L
en medio HBO,/BO, 0.1 mol L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando
como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC.
(1) 50 pL; (2) 100 uL; (3) 200 pL; (4) 300 pL; (5) 400 pL. Caudal: 1.70 mL min’'; E,= +0.95
V; E=-03V; =025, t,=0.2s.

III.2.}2.4.~ Curvas de calibrado

Se ha obtentdo una relacién lineal (r=0.9990) entre la intensidad de pico y
la concentracién de tiram en el intervalo 1.0x10° - 1.0x10”° mol L™, con valores de
la pendiente y de 1a ordenada en el origen de (1.9£0.7)x10° pA L mol™ y 0.01+0.04
pA, respectivamente. En la Figura 62 se muestran los fiagramas obtenidos en este
intervalo de concentraciones, y en la Figura 63 se representa la correspondiente

curva de calibrado.
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10

Figura 62

Fiagrama obtenido por inyeccién de disoluciones (1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; {4) 4.0; (5) 5.0; (6)
6.0; (7) 7.0; (8) 8.0; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10" mol L* de tiram en medioc HBO,/BO,” 0.1 mol
L' de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificade con un 4% de CoPC. V; = 200 pL. Caudal: 1.70
mL min'; E= +0.95 V; E;= -03 V; = 0.2 5, t,= 0.2 5.

Para concentraciones de tiram superiores a 1.0x10° mol L se observo una
desviacion de la linealidad. El valor de la pendiente obtenido con este calibrado es
sustancialmente mayor que el correspondiente al calibrado en las experiencias en
discontinuo empleando voltamperometria diferencial de impulsos sin aplicar
acumulacion. Sin embargo, dicha pendiente es muy similar a la obtenida para el
mismo intervalo de linealidad cuando se aplicé un periodo de acumulacién de 300

segundos (véase Tabla XXIV).
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Figura 63

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i,, obtenida mediante FIA-
PAD, empleando como electrodo indicador un electrodo de pasta de carbono modificado con
un 4% de CoPC. V, = 200 pL. Caudal: 1.70 mL min"; E= +0.95 V; E;= -0.3 V; t,= 0.2 5,
t,= 0.2 s.

Cuando se aument6 la sensibilidad del registrador con el fin de realizar
medidas en el intervalo de concentraciones 1.0x107 - 1.0x10”° mol L™ de tiram, se
observo que la corriente de fondo aumentaba considerablemente con el tiempo. Este
hecho produce una considerable falta de exactitud en las medidas e impide la
determinacién de este fungicida a dichos niveles de concentracion bajos. A modo de
ejemplo, en la Figura 64 se representa el fiagrama obtenido para 3 inyecciones de
tiram 5.0x107 mol L™ cuando la sensibilidad del registrador es la necesaria para
medir con exactitud las sefiales correspondientes a inyecciones de tiram 1.0x10”7 mol

L.

Como se ha comentado (apartado 1.2.2.1), algunos autores han reportado

problemas graves al utilizar los electrodos de pasta de carbono como detectores en
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sistemas en flujo, tales como hinchamiento del materiat electrddico [49,50] o pérdida
progresiva del mediador redox en la superficie del electrodo, e incluso de la propia
pasta, por arrastre con la disolucion portadora [21,51]. Segin nuestra propia
experiencia, el crecimiento de la corriente residual con el tiempo se debe a

fenémenos de hinchamiento por hidratacion de la pasta de carbono.

VN 10 min

Figura 64

Fiagrama obtenido para inyecciones de tiram 5.0x10”7 mol L' en medio HBO,/BO,” 0.1 mol
L! de pH 8.0 - 2% metanol v/v, mediante FIA-PAD empleando como electrodo indicador un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 4% de CoPC. V,,,= 200 pi. Caudal: 1.70
mL min'; E= +095 V; E,;= -03 V; t,= 0.2 5, t,= 0.2 5.

Cuando la corriente residual es tan grande que es necesario interrumpir el
experimento y se retira el electrodo indicador de la célula de flujo, puede observarse
a simple vista el aumento en volumen de la pasta de carbono, puesto que sobresale
considerablemente respecto al nivel superficial del soporte del electrodo. En algunas

ocasiones, el hinchamiento es tan grande que puede interrumpir el paso de disolucion

portadora por la célula de fluyjo.
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Todos estos problemas dificultan la aplicacién practica del electrodo de pasta
de carbono modificado desarrollado como detector amperométrico en sistemas en
flujo. Ademas, su utilizacion en medios de alto contenido en disolventes organicos,
como los eluyentes utilizados en cromatografia liqliida, seria mucho mas complicada.
El hinchamiento en medios organicos que pueden disolver al aglutinante de la pasta
de carbono es mucho mas acusado y el electrodo se disuelve en poco tiempo [15].
Como se ha comentado en el apartado de Introduccidn, una interesante estrategia
para tratar de solucionar estos problemas y mejorar la estabilidad del electrodo es
el empleo de diferentes matrices electrédicas, tales como cemento de carbono
conductor [51], grafito-resina epoxi [52-54], carbono-Kel-F [49], o como se verd en

capitulos posteriores grafito-teflon.
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HL3.- EVALUACION CUANTITATIVA DE TIRAM Y DISULFIRAM
MEDIANTE TECNICAS QUIMIOMETRICAS MULTIVARIANTES

Como se ha venido comentando en el capitulo anterior, el similar
comportamiento voltamperométrico que exhiben tanto el tiram como el disulfiram
sobre el electrodo de pasta de carbono modificado con ftalocianina de cobalto,
impide la determinacién simultinea de ambos fungicidas, puesto que sus sefiales

voltamperométricas interfieren entre si.

Una estrategia para resolver este prdblema, sin necesidad de emplear técnicas
de separaciéﬁ, es mediante la aplicacion de técnicas quimiométricas multivariantes
basadas en el tratamiento matematico de las sefiales obtenidas. En nuestro caso, ¢l
disefio experimental que se propone es sumamente simple puesto que son solamente
dos los compuestos quimicos con los que se va a trabajar, Como técnicas a aplicar
se han escogido, yendo de menor a mayor grado de complejidad, la Regresion por
Componentes Principales (PCR), la Regresion mediante Minimos Cuadrados

Parciales (PLSR) y el empleo de una Red Neuronal con propagacion hacia atras.

IIL3.1.- REGRESION MEDIANTE COMPONENTES PRINCIPALES (PCR) Y
MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (PLSR)

Cuando se quieren obtener relaciones entre grupos de variables, el método
de regresion usualmente utilizado es la Regresion Lineal Multiple (MLR). Para
aplicar MLR es necesario que las variables independientes (agrupadas en Ia matriz
X) no estén correlacionadas linealmente entre si y que, tanto éstas como los errores
de las predicciones, se distribuyan normalmente. Sin embargo, en muchos casos es
necesario trabajar con variables altamente correlacionadas entre si (colineales) y que
por tanto, no deberian aparecer en el modelo que se propone, ya que pueden

contrtbuir significativamente a la varianza de las variables independientes.
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Para soslayar el problema de la colinealidad, es posible construir nuevas
variables independientes linealmente, denominadas variables latentes, reduciendo al
mismo tiempo la dimensionalidad del espacio de las variables independientes. Esta

metodologia se conoce como Andlisis por Componentes Principales (PCA) [174].

PCA construye variables ortogonales mediante combinaciones lineales de las
variables originales, maximizando ademas la relacion (covarianza) de estas nuevas
variables con las variables originales. De esta forma, puede mantenerse la mayor
parte de la informacién original (varianza) disminuyendo el nimero de variables
iniciales. Una vez extraidas las variables latentes, denominadas usualmente en PCA
componentes principales (PCs), se relacionan con las variables independientes
mediante MLR. El principal problema que presenta esta metodologia se deriva de
que los PCs han sido calculados sin tener en cuenta su relaciéon con las variables
dependientes y, por tanto, es posible encontrar PCs que, explicando una gran parte
de la varianza de las variables independientes, no contribuyan de la misma forma a

la explicacion de las dependientes.

El modelo PLSR (Regresion mediante Minimos Cuadrados Parciales) calcula
las variables latentes teniendo en cuanta su relacion con las variables dependientes.
De esta forma, se mantienen las ventajas del PCA y se obtienen soluciones mads
estables que con MLR al no introducir valores propios de 1a matriz X'X cercanos

o iguales a cero [175].

Los métodos PLS permiten predecir la existencia, o no, de cada uno de los
componentes de una mezcla y, su o sus concentraciones dentro de un intervalo de
error obtenido simultaneamente en el proceso de calculo. Estos métodos han sido
aplicados en Quimica Analitica a la resolucion de problemas tales como estudios de
interferencias y analisis multivariante con el proposito de disponer de un medio que
facilite la toma de decisiones acerca de cudles de las variables experimentales son

auténticamente significativas en el sistema quimico que se estudia [177-183].
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ML3.1.1.- Descripcién de los modelos matematicos empleados

Los diferentes modelos comentados en el apartado anterior pueden ser

descritos graficamente como sigue:

PCR:
M (1] M M
PT
X = T D + E (PCA)
N N N
R D . R R
s T D + (MLR)
N N N
PLSR:
M D M M
PT
X = T b + E
N N N
R D R R
Y = ) D +
N N N

X es una matriz de dimensiones NxM, siendo N el nimero de objetos
(muestras) y M el namero de variables (valores de potencial en los

voltamperogramas), con elementos X;; con =1, NyjFE L. M

Y es una matriz de dimensiones NxR, siendo R el namero de variables de

respuesta (concentraciones), con elementos r, con k= 1,...R.
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T es una matriz de dimensiones NxD, siendo la matriz de variables latentes
o "scores" de la matriz X, es decir, la matriz de las proyecciones de los objetos sobre
los componentes. Los "scores” indican qué objetos son responsables de la mayor

parte de la varianza de una serie de datos.

PT es una matriz de dimensiones DxM, siendo D el nimero de variables

latentes utilizadas, con elementos p,' con d= 1,...,D. Contiene los vectores PT de
dj

pesos de las combinaciones lineales o "loadings” (coeficientes que relacionan las

variables de medida con las variables latentes) de la matriz X.

E es la matriz de residuos de X, que contiene el error achacable a los
resultados de las lecturas instrumentales; consecuentemente, la magnitud de los
elementos de la matriz E da idea de la cantidad de ruido experimental [184] de las

medidas.

B es una matriz de dimensiones DxR y contiene los pesos que relacionan T

eY.

F es la matriz de residuos de Y, que contiene los errores en la medida de las
concentraciones de los analitos; consecuentemente la magnitud de los elementos de

la matriz F da idea de la cantidad de "ruido quimico".

U es una matriz de dimensiones NxD; es la matriz de variables latentes de
la matriz Y, cuyos elementos seran u,, y representa la asociacion existente entre las

variables de medida y las variables latentes de respuesta.

Q' es una matriz de dimensiones DxR, y es la matriz de "loadings"
(coeficientes que relacionan las variables de respuesta con las variables latentes) de

la matriz Y. Los "loadings" son los coeficientes de regresion entre cada variable y
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cada factor, e indican directamente como contribuye cada variable original a cada

componente.

Ademas, es necesario definir otra matriz que no aparece explicitamente en el

modelo:

W es una matriz de dimensiones MxD, que'se conoce como la matriz de
pesos ("loading weights") de la matriz X, con elementos w,, ; la matriz W maximiza

la covarianza entre las variables iniciales y las variables latentes de respuesta.

Matematicamente, las matrices W, U, T, Q, PT se definen como conjuntos

de vectores propios, columna o fila, obtenidos mediante las siguientes operaciones

[185]:

W matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: X'YY'X
U matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: YY'XX"
T matriz de vectores propios, columna, de la matriz producto de matrices: XX"YY”
Q" matriz de vectores propios, fila, de la matriz producto de matrices: Y'XX'Y

P" matriz de vectores propios, fila, de la matriz producto de matrices: W'X"XW.

Para obtener las variables latentes, se exige que maximicen la varianza con
las variables iniciales; ademas, en PLS, se exige a las variables latentes que
maximicen la correlacién entre ellas y las variables de respuesta. Matematicamente,

la condicién que deben cumplir las variables latentes es:

PCR: max [var (Xp,)]
PLS: max [cor? (Y, Xw,) var (Xw,))]

Es de esperar, por tanto, que la varianza de las variables independientes

explicada por las variables latentes, sea menor en el caso de PLSR que en el de
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PCA, aunque en la mayoria de las ocasiones, experimentalmente, la reduccion es

muy pequefia.

IIL.3.2.- REDES NEURONALES

Las redes neuronales constituyen un método muy sensible que puede
utilizarse de forma rutinaria para este tipo de predicciones aunque solamente después
de una cuidadosa planificacién preliminar y de su puesta a punto a partir de

experimentos de ensayo-crror [186].

La teoria de las redes neuronales [187-191] extiende el concepto de la
mdquina de aprendizaje lineal (LLM) [192], la primera técnica de identificacion de
muestras patron basada en inteligencia artificial, introducida en Quimica Analitica
por Jurs, Kowalski e Isenhour a principios de los 70 [193], y que posteriormente se

aplicé al andlisis cuantitativo [194].

Los primeros estudios sobre el desarrollo de sistemas que pudiesen aprender
de la experiencia, como se realiza en los seres vivos, tuvieron lugar hacia 1950,
McCulloch y Pitts [195] formularon una teoria para intentar explicar el
funcionamiento cerebral como un 6rgano computacional. No obstante, las diversas
limitaciones encontradas y su escasa aplicabilidad a la resolucion de problemas
reales, restaron interés a la investigacion sobre redes neuronales hasta la aparicion,
en 1982, del articulo de Hopfield [196]. Este autor introdujo un nuevo concepto, la
"no linealidad" entre la entrada total que recibe una neurona y la salida producida
y transmitida hacia otras neuronas. La introduccién de la "no linealidad” y la
posibilidad de "retroalimentacion" en el acoplamiento de salidas con entradas
confiere nueva flexibilidad a la arquitectura de la red neuronal tradicional. Desde la

aparicion del articulo de Hopfield, el interés por las redes neuronales ha aumentado
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considerablemente, no solo entre los cientificos interesados por la inteligencia

artificial, sino también en la mayor parte de las restantes areas de la Ciencia [186].

En el campo de la Quimica, la teoria de las redes neuronales encuentra
importantes aplicaciones, especialmente por lo que se refiere a la interpretacion de
conjuntos de datos complejos como pueden ser los espectros, secuencias de
aminoacidos o series de datos procedentes de procesos de control complejos

[186,197].

En términos generales, la red néuronal puede representarse como un
dispositivo que recibe una serie de sefiales de entrada y emite una determinada
informacién de salida. Para cada problema concreto, es necesario disefiar una red
neuronal y "entrenarla”. El entrenamiento, que suele ser un proceso bastante lento,
es compensado por la gran rapidez en el procesamiento de datos que ofrece la red

entrenada.

El término '"redes neuronales" tiene su origen en la similitud de
funcionamiento existente entre el artilugio matematico y las células cerebrales
(Figura 65). La "neurona bioldégica" recibe una serie de sefiales de entrada
procedentes de otras neuronas a través de las dendritas. Si la suma de estas seiiales
en un momento dado excede de un valor umbral determinado, el cuerpo de la célula
genera una sefial de salida que se transmite a otras neuronas a traveés del axon. La
unién que permite el paso de una neurona a la siguiente se denomina sinapsis. La
magnitud de la influencia de esta sefial en la siguiente neurona depende de la

eficiencia de la sinapsis intermediaria. Esta eficiencia se llama fuerza de sinapsis.

De forma analoga, la "neurona artificial” (Figura 65) recibe seifiales
procedentes de otras neuronas (o del exterior) y emite una sefial de salida que llega

a la siguiente neurona de la red a través de una conexién que equivale a una sinapsis
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biologica. La fuerza de sinapsis se representa a través de un peso asociado a cada

conexion.

/

DENDRITA

CUERPO DE
LA CELULA

Figura 65

Comparacion de la estructura de una neurona biolégica (a la izquierda) con una neurona
artificial (a la derecha).

El peso es simplemente un niimero real. Si es positivo, anima a la neurona
que recibe la sefial a transmitir su propia seiial de salida. Si es negativo, tiende a
disuadir a 1a neurona de la transmision de la sefial. Cuanto mayor es la magnitud del
peso, mayor es el efecto. Los valores de los pesos asociados a las neuronas en una
red, determinan las propiedades de la red y el entrenamiento se lleva a cabo
modificando estos pesos de forma apropiada. Dentro de cada neurona (llamada j),
tiene lugar un proceso que consta de dos etapas. En primer lugar, todas las entradas
(Inp) se combinan teniendo en cuenta sus pesos para producir una entrada neta

(Net). Matematicamente:
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Net = 3 Inp w, Q)
donde w, representa el peso asociado a la conexion a través de la cual la sefial Inp,
entra en la neurona j. En el siguiente paso, Net, se transforma de forma no lineal
para generar la salida Out,. La funcién que permite el calculo de Out, a partir de Ne,
se denomina "funcién de transferencia”.

Las funciones de transferencia mas utilizadas son la funcién sigmoidal :

S(@= 1/[1+exp(u)] (2)
o la llamada funcién de umbral 16gico, mucho mas rapida:

S (w)=mix [ 0, min (u1l) ] (3)

Para hacer ambas funciones mas adaptables a diferentes escalas y posiciones
de la entrada neta Net (por ejemplo, de un argumento arbitrario ), se suelen emplear
dos coeficientes, oy &

u=av+0 4

Asi, las functones de transferencia se escriben de forma mas general:

f(V)y=1/[1+exp(-av + 0) ] (5)

S (v} = mix { 0, min [(av + 6}, 1] } (6)

Escribiendo el argumento arbitrario » en términos de la entrada neta de la

neurona j (Net) y su salida (Out):
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Out, (Net) =1/ { 1 + exp [-(a;Net, + 6)]} (7
Out, (Net) = mix { 0, min [(Net, + 0) , 1]} (8)

La ecnacion (1) puede a su vez escribirse:

Net, = Z;: (xw;) + 6, (9)

El valor de ; esta implicito en la ecuacion anterior como un factor de escala
de los pesos w, Ademas de los pesos w,, se necesita un factor de sesgo, el

parametro 68,, para determinar el funcionamiento correcto de la neurona j. Cada

j”
neurona j necesita el parametro 6, para ajustar su entrada global Net, de forma que
pueda aplicarse la funcién de transferencia con el maximo beneficio para el correcto

funcionamiento de la red.

La arquitectura de una red neuronal viene determinada por la forma en que
las salidas de unas neuronas se conectan con otras neuronas. En la arquitectura
estandar, las neuronas de una red se dividen en grupos llamados "capas", siendo
posibles arquitecturas mono- y multicapa (poliestratificadas). En la figura 66 se
muestra una red neuronal poliestratificada. Las capas de neuronas existentes entre
la capa de entrada y la capa de salida se denominan capas ocultas. Todas las n
neuronas de una capa tienen el mismo nimero, por ¢jemplo m, de entradas y, por

tanto, el mismo niimero de pesos w,, que seran modificados durante ¢l entrenamiento

i
de la red. Asi, todas las neuronas de esta capa reciben simultineamente la sefial de
entrada x (x, x,.., x,) procedente de una seriec de neuronas (m) de la capa
precedente. Las n salidas Out; (j= 1,..., n) de la capa son generadas simultineamente
a través de la ecuacion (7) o (8). En una estructura monocapa, estas salidas

constituyen la respuesta final de la red.
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En una arquitectura multicapa, las n salidas llegan a la siguiente capa,
formada por p neuronas. Esta nueva capa tiene, evidentemente, nxp pesos y produce
p salidas que se propagaran a posteriores capas. La topologia de la red, namero de
capas y de neuronas en cada capa viene condicionada por la naturaleza del problema
y solo se puede averiguar mediante un proceso de prueba y error, que decidiria la

arquitectura optima de la red y que es valido para cualquier tipo de red neuronal.

SALIDA
Capa de salida
Capas ocultas <
Capa de entrada
ENTRADA

Figura 66

Representacion de una red neuronal de propagacion hacia atras poliestratificada

El entrenamiento de la red neuronal consiste en encontrar la correcta
combinacion de todos los factores de peso w, y de los parametros a; y 6 que
produzca las respuestas apropiadas para entradas conocidas (valores de medida
obtenidos con patrones). Para ello, existen diversos procedimientos [197], de los
cuales, el mas utilizado recibe el nombre de propagacion hacia atrds, que se basa en
la llamada "regla delta” para la correccion de los pesos de cada capa n, 4w /=

(w, ™" - w,7°)"  durante el aprendizaje de la red:
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Esta regla establece que el cambio de peso 4w, en la capa n debe ser
proporcional al error & que produce en la salida de la neurona j y a la sefial Out,™!
procedente de la neurona i de la capa anterior. El parametro 1 se conoce como fasa

de aprendizaje.

En el algoritmo de propagacion hacia atrds, el calculo de &" se realiza
mediante el llamado método de gradiente descendiente. Este método requiere que las
correcciones realizadas vayan siempre encaminadas a la minimizacién del error £”

en la capa » [186].

En general, para conseguir una convergencia mas rapida con menos
oscilaciones, y para evitar quedar atrapado en minimos locales, la ecuacion general
para la correccién de los pesos (ecuacion 10) se complementa con un término

adicional:
Aw,j“ =1 81“ Out,'” +n Aw,j““’“"’i"’ (11)

donde p se denomina término de momento'y 4w "™ es el cambio del peso w,”

del ciclo de aprendizaje previo.
ML3.3.- DESARROLLO DEL METODO

El objetivo de este capitulo es realizar el andlisis de mezclas de tiram y
disulfiram en la region intermedia del calibrado dinamico de medidas mediante los
métodos quimiométricos referidos anteriormente, con un doble fin: averiguar cual o
cuales de los dos fungicidas estan presentes en una disolucion desconocida vy,
lI6gicamente, proceder a su determinacion cuantitativa asociando un margen de error

a esta prediccion.
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El medio de trabajo escogido fue regulador HBO,/BO, 0.1 mol L™ de pH 8.0
con un 2% de metanol (v/v). El estudio se realizé en ¢l intervalo de concentraciones
1.0x107°-9.0x10° mol L' para cada fungicida, a partir de los datos procedentes de
los voltamperogramas obtenidos mediante la técnica diferencial de impulsos tras la
aplicacion de un periodo de acumulacién de 180 segundos y utilizando una velocidad

de barrido de potencial de 10 mV s y una amplitud del impulso de 50 mV.

IML.3.3.1.- DISENO EXPERIMENTAL

Cuando se investiga la dependencia de un determinado proceso de diversos
factores experimentales, es necesario obtener un compromiso entre el tamaiio del
espacio paramétrico, definido por el nimero de variables independientes, y el
namero de experiencias que es factible y logico realizar para la investigacion de
aquél. Esta necesidad se concreta en un disefioc experimental que, en Quimica
Analitica, se ha reflejado en la admision de los métodos quimiométricos
multivariantes como herramienta habitual de trabajo para el analisis simultaneo de
varios componentes en situaciones de baja resolucioén y de relacion sefial-ruido poco

favorable.

En este caso, al tratarse solamente de dos compuestos quimicos, ¢l disefio
propuesto es muy simple. Se escogieron 22 combinaciones de tiram y disulfiram, 12
para la calibracion (validacion interna) y 10 de prediccion (validacion externa), con
objeto de cubrir el maximo espacio muestral. En la figura 67 se muestra la
disposicion final de las muestras y en la Tabla XXIX las combinaciones de las

concentraciones.
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Figura 67

Representacion grafica de las combinaciones de tiram y disulfiram escogidas: (@) validacion
intema, (L) validacién externa.

Tabla XXIX

Combinaciones de tiram y disulfiram wtilizadas

Validacion interna Validacion externa
Crirane X 10°, mol L € pivattiramy X 105 mol L Criams X 105, Mol L7 Cppugrams X 10%mol L™
0.0 0.0 1.0 1.0
0.0 ' 50 1.0 5.0
0.0 9.0 1.0 8.5
2.0 2.0 4.0 4.0
2.0 8.0 4.0 6.0
5.0 0.0 5.0 1.0
5.0 50 5.0 85
- 5.0 9.0 6.0 4.0
8.0 2.0 6.0 6.0
8.0 8.0 85 50

9.0 0.0

9.0 9.0
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IIL3.3.2.- Regresion mediante PCR y PLSR

Tedricamente los resultados obtenidos al aplicar PLSR deben ser mejores, o
al menos similares, a los que se obtienen mediante PCR. Se ha procedido a la
aplicacién de ambos métodos y se han comparado mediante la funcion RMSEP

(Root Mean of Squares Prediction). Dicha funcion se define como:

1=1

N
| X -
RMSE’P-J qu (y;-9:)2

RMSEP

RRMSEP = 100

Generalmente esta funcién tiende a un minimo o a un grafico tipo ladera de
Cattel, escogiéndose la dimensionalidad latente que minimice la funcién o aquella
donde aparezca el ‘codo’ de la curva. En la Tabla XXX aparecen los resultados de
la magnitud RMSEP obtenida comparando los dos métodos de regresion

mencionados.

A partir de los datos de la Tabla XXX puede deducirse que para el tiram,
tanto en PCR como en PLSR, el numero 6ptimo de variables latentes es de 7,
mientras que parﬁ el disulfiram es de 6. Ademas, para los dos pesticidas, el resultado
de PLSR es mejor que el de PCR, alcanzandose la constancia del error con un menor

nimero de dimensiones latentes, confirmandose lo que se esperaba.
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Tabla XXX
Resultados obtenidos aplicando PCR y PLSR como RMSEP,:E mol L' *10°

Tiram Disulfiram
Dimension PLSR PCR PLSR PCR
1 1.43 0.95 1.91 2.00
2 0.94 0.95 1.03 1.03
3 0.87 0.95 1.23 1.03
4 0.83 1.11 1.17 1.24
5 0.70 0.89 | 1.23 1.22
6 0.73 0.82 1.17 1.07
7 0.67 0.67 1.29 1.28
8 0.65 0.70 1.26 1.28
9 - 0.64 0.68 1.25 1.26
10 0.64 0.68 1.25 1.28

Es posible la existencia de datos experimentales que no sean
representativos de la poblacion real (en este caso las concentraciones de los dos
pesticidas). Estos datos andémalos o extremos ("outliers") suelen influir en la
construcciéon de los modelos, dando lugar a relaciones falsas entre las variables

independientes y las dependientes.

La deteccion de los datos andmalos se realizé en el numero Optimo de

variables latentes para ambos compuestos. En las siguientes tablas aparecen los
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resultados de las predicciones y los residuales, en tanto por ciento, correspondientes
a los modelos construidos con 7 variables latentes para el tiram y 6 para el

disulfiram.

Tabla XXXI

Tiram. Predicciones con 7 variables latentes para el conjunto empleado en la validacion
externa del tiram :

Muestra c*10°, mol L Eoreg*10°, mol L' ER(%)
1 1.0 0.7 30
2 5.0 34 32
3 1.0 1.1 ‘ 10
4 1.0 1l.3 30
5 8.5 7.9 7
6 50 54 8
7 4.0 3.9 3
8 6.0 6.2 3
9 4.0 5.0 25

10 6.0 6.3 5
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Tabla XXXII

Predicciones con 6 variables latentes para el conjunto empleado en la validacion externa del
disulfiram

Muestra ¢*10°, mol L' Eprea™10°mol L ER(%)
1 1.0 0.8 20
2 1.0 38 280
3 5.0 5.1 2
4 8.5 7.0 18
5 5.0 43 14
6 8.5 85 0
7 4.0 4.5 13
8 4.0 4.3 20
9 6.0 4.8 20
10 6.0 5.2 13

La muestra 2 del conjunto de validacion externa presenta errores muy altos,
especialmente por lo que se refiere a la concentracion de disulfiram, en comparacion
con los demds, por lo que se ha decidido eliminarla y referir los datos sin
considerarla en una prediccion posterior. En la Tabla XXXIII aparecen los resultados

de la validacion externa sin tener en cuenta la contribucion al error de la muestra 2.
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Tabla XXXHI
Resultados refinados de PCR y PLSR como RMSEP, +mol L7 * 10°

Tiram Disulfiram
Dimensién  PLSR PCR PLSR PCR
1 1.44 1.00 1.77 1.8
2 110 0.99 0.94 0.94
3 0.92 0.99 1.25 0.95
4 0.62 1.17 L11 1.23
5 0.59 0.94 0.99 1.26
6 0.64 0.86 0.80 1.06
7 0.45 0.50 0.94 1.02
8 0.43 0.51 0.88 101
9 0.42 0.45 0.87 0.95

10 0.42 0.45 0.87 0.88

El nimero 6ptimo de variables latentes se conserva en 7 y 6 para el tiram
y el disulfiram, respectivamente. No obstante, el resultado de RMSEP mediante
PLSR para el tiram ha descendido de +0.67 hasta +0.45 y para el disulfiram de
+1.17 hasta +0.80, confirméandose la elevada influencia que tenia la muestra 2 en el

error de los resultados.
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En la siguiente Tabla se resumen los valores de las funciones de error
RMSEP y RRMSEP para los dos fungicidas empleando el nimero Optimo de

variables latentes para cada uno de ellos.

Fungicida RMSEP RRMSEP
x10° mol L-! %
Tiram + 045 1.1
Disulfiram + 0.80 15.1

II.3.3.3.- Aplicacién de redes neuronales mediante propagacién hacia atris

Las redes neuronales han sido aplicadas en analisis cuantitativo
fundamentalmente cuando al aplicar algoritmos lineales (PCR, PLSR, ...) la varianza
residual obtenida no se considera aceptable, sospechindose la existencia de
relaciones no lineales. Puesto que en el problema concreto que nos ocupa, la
aplicacion de PCR y PLSR a las mezclas de los fungicidas ha dado lugar a valores
de RRMSEP superiores al 10%, tanto para el tiram como para ¢l disulfiram, parece
aconsejable el empleo de redes neuronales con objeto de obtener predicciones mas

fiables.

Se ha aplicado una red sencilla, consistente en una capa de entrada, una
oculta y otra de salida, empleandose el algoritmo de propagacion hacia atras para su
entrenamiento. Se han escogido los datos de las combinaciones de los pesticidas
empleadas en la calibracion con PCR y PLSR y, como entradas de la red, las

variables latentes obtenidas. Es de destacar que, a nuestro entender y considerando
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la literatura que se ha consultado, es la primera vez que se emplean componentes
PLS como entradas. En principio, el uso de estos componentes debe mejorar los
resultados obtenidos con la utilizacion de componentes PCA, debido a que cuando
se obtienen aquellos se tiene en cuenta su relacion con las variables de respuesta

mientras que en PCR no.

La topologia Optima de los modelos para cada compuesto se ha obtenido
mediante un proceso de prueba y error, y se puede expresar como a:b:c, siendo a el
numero de entradas, b las neuronas en la capa oculta y ¢ las neuronas en la capa de
salida, que en este caso siempre son iguales a 1. Se ha empleado una red para cada

compuesto.

Se ha variado el nmimero de unidades ocultas, el tipo de funcion de
transferencia y el nimero de entradas. En este ultimo caso se han empleado 10
componentes principates, PCA y PLS, y el nimero 6ptimo de componentes para

cada compuesto comentado en el apartado 111.3.3.2.

II1.3.3.3.1.- Especificaciones de las redes utilizadas

En la tabla XXXIV aparecen los diferentes parametros que se han empleado

en las redes neuronales.

El término de momento fue fijado en 0 debido a que se obligd a que la tasa
de aprendizaje descendiera a medida que avanzaba el entrenamiento. Fijar la tasa de
aprendizaje no es deseable ya que puede causar saltos continuos sobre el minimo de
la superficie del error, no manteniéndose la direccion de descenso de éste; para
evitarlo se pueden adoptar dos estrategias:

- Técnica del término de momento: afiadir una fraccion del incremento de los

pesos de la iteracion anterior.
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- Disminucién de la tasa de aprendizaje a medida que avanza éste, con esto

se evita lo descrito anteriormente. Esta técnica ha sido la adoptada.

Tabla XXXIV

Caracteristicas de las redes neuronales utilizadas

i
| PARAMETROS

DESCRIPCION

Neuronas de entrada

6, 7 6 10 Componentes PCA o PLSR

n
Neuronas ocultas

Variable entre 1y 7

Neuronas de salida

1 en todos los casos

Tasa de aprendizaje (1)

Variable en funcién del desarrollo del
aprendizaje: linealmente descendiente
entre 0.9 y 0.001

Término de momento (W)

0 en todos los casos

Funcién de transferencia capa de Lineal
entrada
Funcion de transferencia capa oculta | Sigmotidal

Funcién de transferencia capa de

salida

Lineal o Sigmoidal

Numero de iteraciones

500

II1.3.3.3.2.- Resultados

En las Tablas XXXV a XXXVIII se recogen los resultados obtentdos al

aplicar dicha metodologia.
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Tabla XXXV

Resultados obtenidos para el tiram cuando se utilizan como entradas los componentes PCA,
expresados como +RMSEP *10° mol L™

M=10 M=7
Unidades
ocultas Lineal Sigmoidal - Lineal Sigmoidal
1 0.63 0.62 0.54 0.68
2 0.54 0.58 0.48 0.66
3 047 0.544 0.53 0.61
4 0.48 0.546 0.52 0.59
5 0.49 0.524 0.55 0.59
6 0.54 0.532 0.58 0.59
7 0.59 0.513 0.61 0.59
Tabla XXXVI

Resultados obtenidos para el disulfiram cuando se utilizan como entradas los componentes
PCA, expresados como +RMSEP *10° mol L~

M=10 M=6
Unidades
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.89 0.83 2.02 1.16
2 0.95 0.76 1.59 1.07
3 0.88 6.75 1.33 1.04
4 0.86 0.74 1.34 1.10
5 0.81 0.77 1.32 1.00
6 0.96 0.77 1.48 1.01
7 0.94 0.79 1.48 0.99
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Tabla XXXVII

Resultados obtenidos para el tiram cuando se utilizan como entradas los componentes PLS,
expresados como +RMSEP *10° mol L

M=10 M=7

Unidades
ocultas Lineal Sigmoidal _ Lineal Sigmoidal
1 0.41 0.71 0.54 0.74
2 0.35 0.68 0.45 0.72
3 0.34 0.67 ' 0.42 0.72
4 0.34 0.66 0.42 0.68
5 0.35 0.66 - 0.51 0.70
6 0.47 0.65 : 0.65 0.68
7 0.66 0.65 0.71 0.68
Tabla XXXVIII

Resultados obtenidos para el disulfiram cuando se utilizan como entradas los componentes
PLS, expresados como +RMSEP *10° mol L’

M=10 M=6
Unidades
ocultas Lineal Sigmoidal Lineal Sigmoidal
1 0.81 0.78 1.01 1.24
2 0.80 0.74 1.11 1.22
3 0.79 0.76 1.14 1.12
4 0.77 0.74 1.16 1.11
5 0.77 0.74 1.18 1.07
6 0.78 0.78 1.15 1.05
7 0.77 0.77 1.24 1.03
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En general, la funciéon RMSEP de los modelos con componentes PLSR
como entradas es menor que utilizando componentes PCA. Ademas, RMSEP es
menor si se emplean 10 componentes principales en vez del nimero optimo de
componentes PCA o PLSR. Estos resultados muestran que, en nuestro caso concreto,
cuanto mayor es el nuimero de componentes utilizados en el calculo, mejor son los
resultados obtenidos con la red neuronal, en contraposicion a cuando se emplean
modelos lineales, PLS o PCR, donde la importancia de tales componentes decrece

a medida que se calculan éstos.

En el modelo no lineal utilizado, 1a red neuronal, los componentes de menor
entidad parecé que juegan un papel importante, sobre todo en ¢l tiram donde se ha
conseguido una disminucidén de RMSEP de 0.45 (PLSR) a 0.35 (red neuronal).
Merece destacarse los resultados para el disulfiram cuando se trabaja con 6
componentes principales, PCA o PLSR, porque no siguen la tendencia comentada.
RMSEP para los modelos constituidos con los componentes PCA y funcién sigmoide

de salida son ligeramente mejores que los obtenidos empleando PLSR.

El mejor resultado para el tiram es el obtenido con una topelogia 10:2:1, 10
entradas, 2 neuronas ocultas, y funcion lineal de salida. Para ¢l disulfiram los
resultados son muy parecidos en todos los casos. También se ha escogido para este

fungicida un modelo de topologia 10:2:1, pero con funcién sigmoidal de salida.

Fungicida RMSEP RRMSEP
x10° mol L %
Tiram + 0.35 7.4

Disulfiram +0.74 134
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Figura 68

Relaciéon entre la concentracion calculada mediante el modelo de red neuronal propuesto y la
concentracion real de tiram para los conjuntos de validacion intema y extema.
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Relacién entre la concentracién calculada mediante el modelo de red neuronal propuesto y la
concentracion real de disulfiram para los conjuntos de validacién interna y externa,
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En las Figuras 68 y 69 se muestran las relaciones existentes entre la

concentracion calculada y la real para cada compuesto en las condiciones dptimas.

Como conclusidn, puede decirse que el uso de redes neuronales produce una
mejora de los resultados obtenidos por lo que se refiere a la prediccion cuantitativa
de las mezclas de los dos fungicidas estudiados. Esta mejora puede ser debida a una
pérdida de linealidad en la seiial analitica obtenida paré. la medida voltamperométrica

de dichas mezclas.
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ML4.- DESARROLLO DE ELECTRODOS COMPOSITOS DE GRAFITO-
POLI(TETRAFLUOROETILENO) -TEFLON-. DETERMINACION
VOLTAMPEROMETRICA DE TIRAM Y DISULFIRAM

En el capitulo III.1, se ha puesto de manifiesto en varias ocasiones la
necesidad de desarrollar nuevos materiales electrédicos que presenten caracteristicas
apropiadas tanto para su empleo como electrodos voltamperométricos, como
especialmente como detectores en sistemas en flujo. En este contexto, los electrodos
compositos de grafito-poli(tetrafluoroetileno) -teflon- ofrecen una resistencia
mecanica y quimica mucho mayor que los electrodos de pasta de carbono, mientras
que mantienen las principales ventajas derivadas de su naturaleza compésita, como
una relacion sefial/ruido mucho mas favorable que la que se da en los electrodos

solidos convencionales [2].

En este capitulo se ha fabricado y puesto a punto un electrodo compdsito de
grafito-teflon y se ha estudiado €l comportamiento voltamperométrico en oxidacion
de los fungicidas tiram y disulfiram sobre este tipo de electrodo con objeto de
verificar las caracteristicas de dichos electrodos compositos como electrodos

voltamperomeétricos.

OL4.1.- COMPORTAMIENTO VOLTAMPEROMETRICO MEDIANTE
BARRIDO LINEAL

Puesto que los fungicidas estudiados ofrecen una buena sefial de oxidacién
sobre los electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC en medios
aproximadamente neutros (apartado I11.1.2.2), se ha decidido emplear como medio
de trabajo para las investigaciones preliminares sobre los electrodos de grafito-teflon,
regulador H,PO,/HPO,” 0.1 mol L de pH 7.4 tanto para el tiram como para el

disulfiram.
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En primer lugar, se procedié a observar la respuesta de un electrodo de
grafito-40% teflon sumergido en una disolucion de tiram en el medio indicado,
cuando se realiza un barrido de potencial entre 0.0 y +1.2 V mediante
voltamperometria de barrido lineal (LSV). No se obtuvo ninguna sefial de oxidacion
apreciable para concentraciones de fungicida inferiores a 1.0x10” mol L™. Solamente
a niveles de concentracion de tiram superiores a 5.0x10” mol L™ puede observarse

un pico de oxidacion bien definido (Figura 70).

Figura 70

Voltamperogramas, en LSV, sobre un electrodo compdsito de grafito-teflon de disoluciones
de tiram (1) 5.0x10° mol L", (2) 1.0x10° y (3) 5.0x10°° mol L*; H,PO,/HPO,> 0.1 moel L",
pH 7.4; v= 50 mV s”.

En el caso del disulfiram los resultados fueron similares, no observandose un
pico de oxidacion bien definido sobre el electrodo compoésito de grafito-40% de
teflon hasta que la concentracién de fungicida en disolucion era superior a 1.0x107

mol L7,
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I.4.2.- ADSORCION DE LOS FUNGICIDAS SOBRE EL ELECTRODO
COMPOSITO

En el capitulo III.1 de esta Memoria se ha demostrado que, tanto el tiram
como el disulfiram, se adsorben a circuito abierto sobre la superficie de los
electrodos de pasta de carbono modificados con ftalocianina de cobalto, habiéndose

aprovechado esta circunstancia con fines de preconcentracion de los analitos.

Basandonos en estos resultados, se investigd la posibilidad de que el proceso
de adsorcion de estos fungicidas tuviese también lugar sobre la superficie de los
electrodos compositos de grafito-teflon. Para ello, se emplearon disoluciones de los
fungicidas 1.0x10° mol L' en medio regulador fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4,
aplicando un periodo de acumulacidén a circuito abierto de 300 segundos. A

continuacion se barrié linealmente el potencial entre 0.0 Vy +1.2 V.

Tanto en el caso del tiram (Figura 71) como del disulfiram (Figura 72), se
observa un fuerte aumento en la intensidad del pico correspondiente si se comparan
con los voltamperogramas obtenidos sin ningin tiempo de acumulacidon, como

resultado de la adsorcion de los fungicidas sobre la superficie del electrodo.

Puesto que no se ha apreciado dependencia alguna de la intensidad de pico
con el potencial aplicado al electrodo durante e! periodo de acumulacidn, se escogio,
para ambos fungicidas, un potencial de acumulacion de 0.0 V, que coincide con el

potencial inicial de barrido de los voltamperogramas.
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Figura 71

Voltamperogramas, en LSV, de tiram 1.0x10° mol L' sobre un electrodes compésito de
grafito-40% teflén; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4, (-----) sin acumulacién, (—) con un
periodo de acumulacion de 300 segundos; v= 50 mV s’
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Figurma 72
Voltamperogramas, en LSV, de disulfimam 1.0x10° mol L’ sobre un electrodo compésito de
grafito-40% teflon; H,PO,/HPQ,> 0.1 mol L, pH 7.4. (-----) sin acumulacién, (~——) con un

periodo de acumulacion de 300 segundos; v= 50 mV s,
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HL4.2.1.- Optimizacion de la compesicion del electrodo

La relacion grafito-teflon se ha optimizado mediante voltamperometria de
barrido lineal, empleando en todos los casos un periodo de acumulacién de S

minutos a 0.0 V.

. Asi, en el caso del tiram, en la Figura 73 y en la Tabla XXXIX se muestran
los resultados obtenidos para una disolucion 5.0x10° mol L™ del fungicida, en medio
fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4, cuando se emplean electrodos compdsitos fabricados
con mezclas de grafito y teflon de diferentes proporciones. En el caso del disulfiram,

los resultados correspondientes se recogen en la Tabla XL y se representan en la

Figura 74.
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Figura 73

Voltamperogramas de barrido lineal de tiram 5.0x10° mol L sobre electrodos compésitos de
grafito-teflén con porcentajes de teflén diferentes; H,PO,/HPO, 0.1 mol L, pH 7.4; t,.= 300
s; E,.= 0.0 V; v=50 mV s,
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Tabla XXXIX

Influencia de la proporcion de teflon en el electrodo compdsito sobre la sefial de oxidacion
de tiram 5.0x10° mol L” mediante voltamperometria de barrido lineal. H,PO,/HPO/ 0.1 mol
L, pH 7.4; t,= 300 5; E,= 0.0 V; v= 50 mV s,

| , : ) . )
{ % Teflon brotar, MA iponpos HA iro7aL/IFoNDO
20 63.4 22.7 2.8
40 28.5 44 6.5
60 5.5 1.3 4.2
80 0.64 | 0.27 2.4
120 -
20X
80 -
i, HA 80 -
40X
30 -
80X
80X
0 -
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
E,V
Figura 74

Voltamperogramas de barvido lineal de disulfiram 5.0x10°° mol L™ sobre electrodos compésitos
de grafito-teflon con porcentajes de teflon diferentes; H,PO,/HPO, 0.1 mol L*, pH 7.4; t,_=
300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV s,
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Tabla XL

Influencia de la proporcion de teflon en el electrodo compdésito sobre la sefial de oxidacion
de disulfiram 5.0x10°° mol L mediante voltamperometria de barrido lineal. H,PO,/HPO [ 0.1
mol L, pH 7.4; t .= 300 s; E,.= 0.0 V; v= 50 mV s

% Teflon rorars HA Ironpos HA Ltorar/lronpo
20 103.5 16.3 6.4
40 39.5 2.9 13.6
60 17.6 1.6 11.4
80 4.0 0.54 7.4

Como puede observarse, tanto la corriente de oxidacion de ambos
fungicidas como la corriente de fondo disminuyen al aumentar el porcentaje de
teflon en el electrodo. En ambos casos, 1a maxima relacion sefial-ruido se obtuvo con

el electrodo que contiene un 40% de teflon.

Por otra parte, para escoger la proporcion 6ptima de fase aislante también es
necesario considerar que la resistencia mecanica de las pastillas resultantes
disminuye a medida que lo hace la proporcién de teflon en el material compdsito.
Se ha comprobado que las pastillas fabricadas con mezclas que contienen un 40%
de teflon presentan una resistencia mecanica suficiente para su manipulacion y
empleo como electrodos voltamperométricos. Asi, por ejemplo, va a ser posible
cortar diversas porciones a partir de la pastilla original y lijar la superficie del
electrodo para su regeneracion manteniendo la integridad del material compésito.
Estos resultados contradicen lo sugerido por Klatt y col. [55] quienes recomendaban

altos contenidos en teflon (90-85%).

Teniendo en cuenta estos resultados, se ha decidido utilizar electrodos
indicadores fabricados con mezclas que contienen un 60% de grafito y un 40% de

teflon.
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En la Figura 75 se muestra un micrografia de barrido electrénico de la
superficie de uno de estos electrodos, donde pueden observarse claramente las

caracteristicas propias de composito consolidado de este material.

Figura 75

Micrografia de barrido electronico de la superficie de una pastilla de grafito-40% teflén

III.4.2.2.- Regeneracion electroquimica de la superficie electrodica

Se ha comprobado que es posible regenerar electroquimicamente la superficie
del electrodo después de cada medida mediante la aplicacién de un potencial de -1.2
V durante 30 segundos. Este potencial de limpieza se escogié a partir de los
voltamperogramas ciclicos de tiram y disulfiram, registrados tras la preconcentracion
de los fungicidas sobre la superficie del electrodo durante 300 segundos. A modo de

ejemplo, en la Figura 76 se muestra el voltamperograma ciclico obtenido para el tiram.
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Figura 76

Voltamperograma ciclico de tiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo compésito de grafito-
40% teflén; H,PO,/HPO,> 0.1 mol L*, pH 7.4; t_= 300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV s™.

Puesto que aparece un pico catdodico a -1.08 V en el caso del tiramy a-1.17
V en el caso del disulfiram, se escogié un potencial de -1.2 V para la limpieza
electroquimica del electrodo compésito. La aplicacion de este potencial durante 30
segundos es suficiente para conseguir una regeneracion efectiva de la superficie
electrodica, lo que constituye una gran ventaja con respecto al empleo de los
electrodos de pasta de carbono modificados con CoPC desarrollados en el capitulo
II1.1 de esta Memoria, donde era necesario renovar la superficie del electrodo con

pasta nueva después de cada medida.
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IIL.4.2.3.- Comportamiento voltamperométrico mediante barrido lineal

Los voltamperogramas de barrido lineal obtenidos sobre el electrodo
composito de grafito-40% teflon para tiram y disulfirarn muestran uno o dos picos
de oxidacién dependiendo de la concentracion de fungicida. El primero de ellos, que
es también el mas intenso, aparece en ambos casos a un potencial unos 200 mV
menos positivo que los picos de oxidacion obtenidos para estos fungicidas sobre un
electrodo de pasta de carbono en las mismas condiciones de trabajo, como se puede
ver en las Figuras 77 y 78. Ademas, es evidente que la corriente de pico es, en

ambos casos, mucho mas alta sobre el electrodo composito.

- 6
60 I
- -«— .
40
I, HA - i, HA
- 2
20 - .
—— L
- , —
J
0 - I -0
Ll 1 ) 1

0 03 0868 08 1.2 1.5

Figura 77

Voltamperogramas, en LSV, de tiram 1.0x10° mol L sobre: (—) un electrodo compésito
de grafito-40% teflén, (-----) un electrodo de pasta de carbono; H,PO,/HPO,* 0.1 mol L, pH
74; t.= 300 s; E,= 0.0 V; v=50 mV s,




Grafito-tefion 188

Figura 78

Voltamperogramas, en LSV, de disulfimm 1.0x10° mol L' sobre: ( ) un electrodo
compésito de grafito-40% teflén, (-—---) un electrodo de pasta de carbono; H,PO, /HPO,> 0.1
mol L, pH 7.4; t, = 300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV s,

Los voltamperogramas que se representan en estas figuras han sido
registrados tras la aplicacién de un periodo de acumulacién de 5 minutos,
confirmandose de nuevo que los procesos de adsorcion de los fungicidas sobre la
superficie del electrodo compésito de grafito-teflon pueden aprovecharse como una
etapa de preconcentracion efectiva previa a la medida cuantitativa de las sefiales de

oxidacion de tiram y disulfiram.

La optimizacion de las distintas condiciones de trabajo que afectan a las
sefiales voltamperométricas de ambos fungicidas, tras su adsorcién sobre la
superficie del electrodo de grafito-teflon, se harealizado mediante voltamperometria

de barrido lineal empleando una velocidad de barrido de potencial de 50 mV s,
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I01.4.2.3.1.- Efecto del pH

La influencia del pH sobre el potencial y la intensidad de los picos de
oxidacién de tiram y disulfiram se ha examinado para cada fungicida a un nivel de
concentracién de 5.0x10° mol L™, utilizando un electrodo compbsito de grafito-40%
teflon y un periodo de acumulacion de 300 segundos a 0.0 V, en medio regulador
Britton-Robinson 0.1 mol L}, cubriendo el intervalo de pH desde 1.5 hasta 11.9. En
estas condiciones, el segundo pico menos intenso mencionado anteriormente es tan

pequeiio que no se puede medir con precision.

Tabla XLI

Influencia del pH sobre la intensidad de pico, i, y el potencial de pico, E, de tiram, en LSV,
sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Tiram 5.0x10° mol L’; Britton-Robinson 0.1 mol
L; tiempo de acumudacion: 300 s; E_.= 0.0 V; v=50 mV s~

pH i, MA E,V
" 1.7 10.9 0.783
2.1 15.8 0.783
3.2 18.7 0.774
4.1 24.5 0.764
5.1 24.9 0.744
6.1 27.4 0.730
7.1 28.5 0.720
8.1 28.5 0.710
9.0 28.9 0.705
9.9 30.5 0.695
11.1 29.8 0.680
11.9 16.9 0.675
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En el caso del tiram, los resultados aparecen recogidos en la Tabla XLI y
se representan en la Figura 79. Al aumentar el valor del pH se observa un
desplazamiento del potencial de pico hacia valores menos positivos, lo que indica
la existencia de una reaccién de protonacién acopiada al proceso de oxidacién del
fungicida. No se observé ningin punto de corte claro en esta representacion a pesar
de haberse encontrado en la bibliografia [1] un valor de pK' de 6.0 para este
fungicida. Por otro lado, la intensidad de pico aumenta con el pH hasta pH 6.0,
permaneciendo practicamente constante para valores de pH superiores hastapH 11.1.
En medios més basicos se observa una brusca disminucion de la intensidad de pico,

probablemente como consecuencia de la hidrolisis del tiram en medio alcalino.

40 - - -1.0
ipe A 1 Ep V
30 A [
- 0.8
20 1
10 —
- 0.8
0 T T | B S B S— T
0 2 4 8 10 12
pH
Figura 79

Influencia del pH sobre i, (@) y E, (W), en LSV, de tiram 5.0x10° mol L sobre un electrodo
de grafito-40% teflén; Britton-Robinson 0.1 mol L'; tiempo de acumulacién: 300 s; E_= 0.0
V; v= 50 mV s,

Por lo que respecta al disulfiram, los resultados de este estudio se recogen en
la Tabla XLII y se muestran en la Figura 80. La representacion del potencial de pico

frente al pH da lugar ahora a dos tramos lineales con distinta pendiente cuya
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interseccion tiene lugar a pH 5.7, valor que podria corresponder al pK, del disulfiram
adsorbido. La variacion de la intensidad de pico con el pH es muy similar a la
observada para el tiram. La intensidad de pico aumenta al disminuir la acidez del
medio, mas fuertemente en la zona de pH comprendida entre 5.1 y 7.1, para
mantenerse practicamente constante entre pH 7.1 y pH 11.1 y volver a disminuir
bruscamente a pH 11.9, probablemente como consecuencia de la inestabilidad de la

disolucion del fungicida, al igual que ocurria en el caso del tiram.

Tabla XLI

Influencia del pH sobre la intensidad de pico, i, y el potencial de pico, E, de disulfiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% tefion. Disulfiram 5.0x10° mol L”'; Britton-Robinson
0.1 mol L; tiempo de acumulacion: 300 s; E,= 0.0 V; v= 50 mV 5"

pH 1, HA E,V
1.5 6.60 0.837
2.1 10.87 0.823
3.1 12.72 0.810
4.1 15.75 0.780
5.1 17.38 0.760
6.1 23.44 0.740
7.1 35.77 0.734
8.1 35.24 0.724
9.0 37.26 0.714
10.0 34.38 0.704
11.1 34.88 0.684
11.9 13.50 0.670
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Figura 80

Influencia del pH sobre i, (@) y E, (M), en LSV, de disulfiram 5.0x10° mol L sobre un
electrodo de grafito-40% teflén; Britton-Robinson 0.1 mol L; tiempo de acumulacién: 300
s; £.= 0.0 V; v=50 mV s,

Este comportamiento con el pH parece indicar que se produce una adsorcién

mads eficiente de las correspondientes formas desprotonadas de ambos fungicidas.

Teniendo en cuenta estos resultados, se ha considerado apropiado para
estudios posteriores el medio constituido por regulador fosfato 0.1 mol L™ de pH

7.4, tanto para el tiram como para el disulfiram.

I.4.2.3.2.- Influencia del tiempo de acumulacion

La dependencia de la corriente de pico con el periodo de acumulacion se ha
estudiado para cada fungicida a tres niveles de concentracién: 1.0x107, 5.0x10° y
5.0x107 mol L. Los resultados obtenidos para el tiram se recogen en las Tablas

XLIII, XLIV y XLV, y se representan en las Figuras 81 y 82.
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Tabla XLII

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de tiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Tiram 1.0x107° mol L'; H,PO,/HPO /" 0.1 mol
L', pH 74, E,= 0.0 V; v=50 mV 5.

t,., S 1,, HA t,., S i, BA
0 - 210 34.2
30 99 240 36.3
60 15.8 270 384
90 20.5 300 40.0
120 24 .8 360 43.7
150 28.7 600 59.1
180 31.7

Tabla XLIV

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de tiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Tiram 5.0x10° mol L”'; H,PO,/HPO/ 0.1 mol
L', pH 7.4; E_= 0.0 V; v= 50 mV 5.

t,, S 1, HA
0 -
30 6.5
60 114
90 14.9
120 17.6
150 19.2
180 20.4
210 19.5
300 24.0
600 33.0
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Tabla XLV

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de tiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Tiram 5.0x107 mol L'; H,PO,/HPO /" 0.1 mol
L, pH 7.4; E.= 0.0 V; v= 50 mV 5.

t., s i, HA
0 .
60 0.53
120 1.37
180 1.67
240 223
300 2.35
360 243
480 2.62
600 2.73

ao -

t2

t, min

Figura 81

Influencia del tiempo de acumulacién sobre la intensidad del pico de oxidacién de tiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Tiram (@) 1.0x10° mol L, (M) 5.0x10° mol
L'; H,PO,/HPO/ 0.1 mol L', pH 7.4; E_= 0.0 V; v=50 mV s,
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Figura 82

Influencia del tiempo de acumulacién sobre la intensidad del pico de oxidacién de tiram, en
LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflén. Tiram 5.0x10” mel L'; H,PO,/HPO,* 0.1 mol
L', pH 7.4; E,.= 0.0 V; v=50 mV 57,

Para una concentracién de tiram 5.0x10”7 mol L, la corriente de pico
aumenta con el tiempo de acumulacién hasta los 300 segundos, manteniéndose
practicamente constante para tiempos mas largos. Sin embargo, para los dos
intervalos de concentracion superiores, la intensidad de pico aumenta en todo el
intervalo de tiempos estudiado, aunque mas acusadamente al principio y mas

suavemente por encima de 240 segundos.

En el caso del disulfiram, los resuitados se recogen en las Tablas XL VI,
XLVII y XLVIII, y se muestran en las Figuras 83 y 84. Como puede observarse, la
corriente de pico aumenta con el tiempo de acurmnulacién en el intervalo de tiempos
comprendido entre 0 y 20 minutos para todos los niveles de concentracion
ensayados, aunque, como en el caso del tiram, la pendiente de las curvas i-t,. va

disminuyendo conforme aumenta el tiempo de acumulacion.
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Tabla XLVI

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Disulfiram 1.0x10° mol L'; H,PO,/HPO
0.1 mol L, pH 7.4; E_.= 0.0 V; v= 50 mV 5.

t,., min i, pA
0 -
1 19.2
2 33.0
3 . 43.6
4 53.1
5 614
10 88.6 -
15 - 105.5
20 117.7

Tabla XLVII

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Disulfiram 5.0x10°° mol L'; H,.PO,/HPO *
0.1 mol L, pH 7.4; E,.= 0.0 V; v=50 mV s

ﬂ t,., min i, A t,., min 1, A

0 - 7 56.3
1 13.8 8 60.2
2 24.4 9 63.7
3 32.6 i 10 69.6
4 40.0 15 85.0
5 458 20 96.5
6

50.6
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Tabla XLVIIl

Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacion de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflon. Disulfiram 5.0x107 mol L''; H,PO,/HPO *
0.1 mol L”, pH 7.4; E_= 0.0 V; v= 50 mV 5.

t,., min i MA t,., min i, BA
0 - 6 7.09
1 1.54 8 8.63
2 2.75 10 10.1
3 4.16 15 13.0

4 5.44 20 15.2
5 6.25
125 -
100
75 -
ips HA
50
25 -
0 - T T T T T T T T
0 5 10 15 20
t, min
Figura 83

Influencia del tiempo de acumulacién sobre la intensidad del pico de oxidacién de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflén. Disulfiram (@) 1.0x10° mol L', (M)
5.0x10° mel L; H,PO,/HPO,* 0.1 mol L, pH 7.4; E_= 0.0 V; v= 50 mV s,
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Influencia del tiempo de acumulacion sobre la intensidad del pico de oxidacién de disulfiram,
en LSV, sobre un electrodo de grafito-40% teflén. Disulfiram 5.0x10”7 mel L"'; H,PO,/HPO >
0.1 mol L', pH 7.4; E,= 0.0 V; v= 50 mV s,

Como un compromiso entre sensibilidad y tiempo de analisis se ha escogido,
tanto para ¢l tiram como para el disulfiram a cualquier nivel de concentracion, un

periodo de acumulacion de 300 segundos.

Por otra parte, el periodo de acumulaciéon no afectaba a los valores del

potencial de pico en ningin caso.

IL.4.2.3.3.- Efecto de la velocidad de barrido de potencial

La influencia de la velocidad de barrido de potencial, sobre la respuesta
electroquimica de los fungicidas a un nivel de concentracién de 5.0x10° mol L™, se
ha estudiado mediante voltamperometria de barrido lineal, entre 5 y 1000 mV s,

tras la aplicacién de un periodo de acumulacion de 300 segundos a 0.0 V. Sélamente
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se ha considerado su influencia sobre el primer pico que aparece en el

voltamperograma por ser el de interés analitico.

Los resultados obtenidos para el tiram se¢ muestran en la Tabla IL y en las
Figuras 85 y 86, mientras que para el disulfiram, los resultados se recogen en la

Tabla L y se representan en las Figuras 87 y 88.

Tabla IL

Influencia de la velocidad de bamido de potencial, en LSV, sobre la sefial de oxidacion de
tiram 5.0x10°° mol L' sobre un electrodo de grafito-40% teflon. H,PO,/HPO,* 0.1 mol L',
pH 7.4; t,= 300 s; E,= 0.0 V,

m\‘// st log v | i pA | logi, Ep V AL mkll'(':‘r{rl:i/'m s'?
5 0.70 2.33 0.37 0.660 0.21
10 1.00 4.40 0.64 0.680 0.28
20 1.30 8.50 0.93 0.700 0.38
40 1.60 15.91 1.20 0.725 0.50
60 1.78 19.14 1.28 0.735 0.54
80 1.90 27.37 1.44 0.745 0.61
100 2.00 36.31 1.56 0.750 0.73
150 2.18 53.02 1.72 0.765 0.87

200 2.30 60.04 1.78 0.773 0.85
| 250 2.40 74.03 1.87 0.780 0.94
500 2.70 117.6 2.67 0.831 1.05
1000 3.00 171.5 2.23 0.885 1.08
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Figura 85

Variacién del log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrodo de grafito-40% teflén.
Tiram 5.0x10°° mo} L'; H,PO,/HPO,* 0.1 mol L', pH 7.4; t =300 s; E_ = 0.0 V.
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Figura 86

Variacién de la funcién de comiente, i /Cv'”, con log v, mediante LSV, empleando un
electrodo de grafito-40% teflén, Tiram 5.0x10° mel L'; H,PO,/HPO,> 0.1 mol L, pH 7.4;
t,=300s; E=00YV.
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Tabla L

Influencia de la velocidad de barrido de potencial, en LSV, sobre la seiial de oxidacion de
disulfiram 5.0x10° mol L sobre un electrodo de grafito-40% teflén. H,PO,/HPO 0.1 mol
L', pH 7.4; t = 300 s; E_= 0.0 V.

m\‘/, ! log v i, HA log i, E,V | AL mi;:l/'(':::z/'m 5172

5 070 | 357 | 055 | 0645 0.32

10 | 100 | 744 | 087 | 0655 0.47

20 130 | 1508 | 1.18 | 0674 | 0.68

| 40 1.60 | 2922 | 146 | 0.694 o
60 178 | 4225 | 163 | 0.714 1.09

80 190 | 5295 | 172 | 0724 1.19

| 100 | 200 | 6595 | 182 | 0.734 1.32
150 | 218 | 9286 | 197 | 0.754 1.52
200 | 230 | 1173 | 207 | 0754 1.66
250 | 240 | 1389 | 214 | 0.764 1.76
500 | 270 | 2231 | 235 | 0803 2.00
1000 | 3.00 | 3447 | 254 | 0853 2.18
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Figura 87

3.0

Variacién del log i, con log v, mediante LSV, empleando un electrode de grafito-40% teflon.
Disulfiram 5.0x10° mol L'; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4; t,.= 300 s; E_.= 0.0 V.
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Figura 88

Variacién de la funcién de comiente, i /Cv'?, con log v, mediante LSV, empleando un
electrodo de grafito-40% teflon, Disulfiram 5.0x10°° mel L'; H,PO,/HPO 0.1 mol L, pH
7.4; L= 300 s; E_= 0.0 V.
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Las representaciones de log i, frente a log v (Figuras 85 y 87) dan lugar a
lineas rectas de pendiente proxima a 1 para ambos fungicidas (0.89 para tiram y
0.93 para disulfiram), como es de esperar cuando se produce adsorcién del analito
sobre la superficie del electrodo [198]. Ademas, el potencial de pico se desplaza en
ambos casos hacia valores mas positivos cuando aumenta la velocidad de barrido
(Tablas IL y L), lo que sugiere una fuerte adsorcién de los fungicidas sobre el

electrodo compésito [199].

12 con la velocidad de barrido,

La variacion de la funcion de corriente, i /Cv
también proporciona informacion sobre la naturaleza de las seiiales de oxidacion de
los fungicidas. Dicha funcién aumenta rapidamente al aumentar la velocidad de
barrido de potencial para los dos compuestos (Figuras 86 y 88), siendo este
comportamiento tipico de los procesos en los que se produce adsorcién del analito

sobre la superficie del electrodo [170].

Todos estos datos indican que la fuerte adsorcion de tiram y disulfiram sobre
la superficie del electrodo composito es responsable de las sefiales de oxidacion tan
intensas que se obtienen para bajas concentraciones de los fungicidas mediante
voltamperometria de barrido lineal. La adsorcién sobre el electrodo de grafito-teflén
es mucho mas acusada que sobre los electrodos de pasta de carbono, modificados
o no, probablemente como consecuencia de la existencia de cargas electrostaticas

superficiales en el electrodo debidas a las particulas de teflén.

La fuerte adsorcién de los fungicidas origina también un desplazamiento de
unos 200 mV en el potencial de pico hacia valores menos positivos, respecto a las
sefiales de oxidacion obtenidas sobre un electrodo de pasta de carbono (Figuras 77
y 78), lo que contribuye a la mejora de la selectividad de las determinaciones de

estos compuestos.
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IIL4.2.4.- Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

Empleando un periodo de preconcentracion de 300 segundos a 0.0 V y
utilizando 1a técnica LSV con una velocidad de barrido de potencial de 50 mV s7,
se han obtenido relaciones lineales entre la intensidad de pico y la concentracion de
tiram y disulfiram en los intervalos que aparecen recogidos en la Tabla LI. En esta
tabla se recogen también las caracteristicas de los calibrados, cuya representacion

grafica se muestra en las Figuras 89-92.

Tabla LI

Curvas de calibrado para tiram y disulfiram, mediante LSV, empleando un electrodo de
grafito-40% teflon. H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4; t,= 300 s; E,= 0.0 V; v=50 mV s’

Intervalo lineal, Coeficiente de Pendiente, Ordenada en

Fungicida mol L correlacion HA L mol” el origen, pA
x10°®
1.0x10%-1.0x10% 0.9994 3.8%0.] 1.2+0.6
Tiram

2.0x107-1.0x10% 0.9950 4.7+0.2 -0.2+0.1

1.0x10%-8.0x10* 0.998 6.6+0.4 412
Disulfiram

2.0x107-1.0x10° 0.9997 10.1+0.2 0.140.1
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Figura 89

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, en LSV, empleando un
electrodo de grafito-40% teflén. Intervalo de concentracién: 1.0x10° - 10.0x10° mol L;
H,PO,/HPO,* 0.1 mol L, pH 7.4; .= 300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV s,
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Figura 90

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, en LSV, empleando un
electrodo de grafito-40% teflon. Intervalo de concentracién: 2.0x107 - 10.0x10”7 mel L;
H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4; t,= 300 s; E,_= 0.0 V; v= 50 mV s,
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Figura 91

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, en LSV,
empleando un electrodo de grafito-40% teflén. Intervalo de concentracién: 1.0x10°° - 10.0x10°
mel L"; H,PO,/HPO* 0.1 mol L, pH 7.4; t = 300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV s",
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Figura 92

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, en LSV,
empleando un electrodo de grafito-40% teflén. Intervalo de concentracion: 2.0x107 - 10.0x10”
mol L*; H,PO,/HPO> 0.1 mol L*, pH 7.4; .= 300 5; E_= 0.0 V; v= 50 mV s,
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En ambos casos, la pendiente de las curvas de calibrado es mayor en el
intervalo de concentraciones mds pequeifio considerado, como es de esperar cuando
tienen lugar procesos de adsorcion dado que, a concentraciones mayores, se

aproxima el exceso superficial de los fungicidas al estado de saturacion.

La desviacion de la linealidad que indica la saturacion de la superficie del
electrodo se produce para concentraciones superiores a 1.0x10”° mol L™ en el caso

del tiram y a 8.0x10° mol L en el caso del disulfiram.

Las caracteristicas analiticas de lds métodos desarrollados, empleando las
curvas de calibrado de la Tabla LI se resumen en la Tabla LII. Los valores de la
desviacion estandar relativa obtenidos para 10 alicuotas de cada fungicida a dos
niveles de concentracion diferentes ponen de manifiesto que los métodos

desarrollados poseen una buena precision.

Tabla LII

Caracteristicas analiticas de los métodos desarrollados para la determinacion de tiram y
disulfiram, mediante LSV y preconcentracién, empleando un electrodo de grafito-40% teflén.
H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4; t,.= 300 s; E_.= 0.0 V; v= 50 mV 5.

. Limite de Limite de
0
Fungicida RSD, % determinacion, mol L deteccion, mol L'
Tiram ?g" 1.8x107 5.4x10°
) 2.7 2 -3
Disulfiram 2 90 6.5x10 2.0x10

a) Nivel de concentracion: 5.0x10°° mol L' (n=10)
b) Nivel de concentracidon: 3.0x107 mol L' (n=10)
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Los criterios para evaluar los limites de determinacion y de deteccién de los
métodos son los que se definieron en el Apartado I11.1.5. Se ha tomado, en esta
ocasion, como estimador de la desviacion estandar del blanco, la calculada para una

concentracion 3.0x107 mot L de cada fungicida.

Es de destacar que los limites de determinacién y de deteccién de los
métodos desarrollados, empleando voltammperometria de barrido lineal y
preconcentracion, son similares en el caso del tiram y algo menores en el caso del
disulfiram que los obtenidos, mediante DPV, con los electrodos de pasta de carbono
modificados con ftalocianina de cobalto desarrollados en el capitulo III.1 de esta

Memoria.

Es necesario mencionar ahora que las medidas llevadas a cabo para ambos
fungicidas empleando voltamperometria diferencial de impulsos (DPV) y de onda
cuadrada (SWYV) tras la etapa de preconcentracién, no ofrecieron ninguna ventaja
respecto a la utilizacién de LSV, por lo que se escogidé esta técnica para la

caracterizacién dé los electrodos y el desarrollo de los métodos de analisis.

IML4.2.5.- Estudio de interferencias

En este aﬁértaﬂo se ha estudiado, al igual que se hizo en el capitulo
correspondiente a la determinacién de estos fungicidas con los electrodos
modificados de pasta de carbono, el efecto producido por la presencia de diferentes
sustancias que pueden encontrarse junto con estos fungicidas en diferentes tipos de
muestras como por ejemplo aguas, sobre las sefiales de oxidacién del tiram y del
disulfiram, a un nivel de concentracién de 1.0x10° mol L}, empleando el electrodo
composito de grafito-40% teflon y utilizando un periodo de acumulaciéon de 300
segundos a 0.0 V. En el caso del de tirém, los compuestos ensayados como

potenciales interferentes han sido disulfiram, ziram, fenol y Zn(I1), mientras que por
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lo que se refiere al disulfiram, dichos interferentes fueron tiram, ziram, fenol y
Zn(1l).

En las condiciones experimentales utilizadas, puede observarse un pico de
oxidacion a 0.698 V para el ziram en concentracion 1.0x10” mol L. Sin embargo,
una concentracion de este fungicida de 1.0x10° mol L' no da lugar a una sefial
analitica apreciable. La sefial de oxidacion del fenol aparece a 0.560 V, aunque solo
se obtiene un pico bien definido para una concentracion 5.0x10”° mol L' o superior
(Figura 93). Obviamente, el Zn(11) no presenta ninguna sefial de oxidacion en el

intervalo de potenciales barrido.

Figura 93

Voltamperogramas, en LSV, de: ( — ) fenol 5.0x10° mol L, ( — ) disulfiram 1.0x10°° mol
L', ( — ) tiram 1.0x10° mol L, ( - ) ziram 1.0 x10° mol L, ( — ) ziram 1.0x10"* mol
L, empleando un electrodo de grafito-40% teflon; H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4; t,.= 300
s; E.= 0.0 V; v= 50 mV s,
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Pada la proximidad de las sefiales de oxidacién que se obtienen para tiram,
ziram y disulfiram, los voltamperogramas de mezclas binarias de estos fungicidas
presentaron un solo pico global de oxidacién. Por el contrario, los voltamperogramas
de las mezclas de tiram con fenol y de disulfiram con fenol mostraron dos sefiales

separadas, como se observa en las Figuras 94 y 95.

Con objeto de establecer el grado de interferencia de cada compuesto
ensayado, se registraron los voltamperogramas de disoluciones de tiram o disulfiram
1.0x10% mol L' y concentraciones variables del compuesto interferente. Los

resultados se resumen en las Tablas LIII y LIV.

0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0

Figura 94

Voltamperogramas, en LSV, de (-----) tiram 1.0x10° mol L?, () fenol 5.0x10° mol L',
(——) mezcla de tiram 1.0x10° mol L y fenol 5.0x10° mol L', sobre un electrodo de
grafito-40% teflén, H,PO,/HPO,> 0.1 mol L, pH 7.4; t, = 300 s; E, = 0.0 V; v= 50 mV s,
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i, HA

0.0 6.2 0.4 0.8 0.8 1.0

Figura 95

Voltamperogramas, en LSV, de (-—--) disulfiram 1.0x10° mot L, (----) fenol 5,0x10"° mol
L', (——) mezcla de disulfiram 1.0x10° mol L' y fenol 5.0x10° mol L, sobre un electrodo
de grafito-40% teflén, H,PO,/HPO, 0.1 mol L™, pH 7.4; t = 300 s; E_= 0.0 V; v= 50 mV
-1

s,

Puesto que la corriente de oxidacion del disulfiram es bastante mayor que la
del tiram (Figura 93), la interferencia del disulfiram sobre la sefial de oxidacion del
tiram es mas acusada que al contrario. Como puede verse en las Tablas LIII y LIV,
para una relacion disulfiram:tiram 0.2:1, el error relativo en la medida de la corriente
de pico para el tiram es superior al 10%, superando dicho error el 100% cuando la
relacion de concentraciones es 1:1. Sin embargo, para una relacién tiram:disulfiram
0.2:1, el error relativo de la medida de i, para el disulfiram es menor del 10%,

mientras que con una relacion 1:1, dicho error es del 45%.

Por lo que respecta al ziram, su sefial de oxidacidn es considerablemente
menor que la de tiram o disulfiram al mismo nivel de concentracion (Figura 93) vy,
por consiguiente, su presencia s6lo afecta significativamente a la medida de i, a
partir de las relaciones ziram:tiram 1:1 y ziram:disulfiram 5:1 o superior,

respectivamente.
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Tabla LITI

Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico obtenida mediante
LSV, para tiram 1.0x10°° mol L sobre un electrodo de grafito~-40% teflon. H,PO,/HPO/ 0.1
mol L, pH 7.4; t .= 300 5; E_,.= 0.0 V; v= 50 mV 57,

i, MA
Relacion Sustancia interferente
interferente:tiram ;
Disulﬁram Ziram Fenol Zn(II)
0:1 4.39 4.48 4.48 5.07
0.2:1 488 (112)| 270 ] ;

i 0.4:1 5.74 (30.8) 4.60 - -
0.6:1 7.34 (67.2) 4.65 | - .
0.8:1 8.27 (88.4) | 4.60 (2.7) - -

1:1 9.08 (107) | 5.47 (22.1) 4.37 5.11
2:1 | - 6.48 (44.6) 4.55 5.09
5:1 - 10.9 (143) 4.42 5.05
10:1 - - 4.55 4.94
50:1 - - - 4.80 | 5.08
100:1 - - 4.59 5.02

En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en

%, de la medida de la intensidad de pico de tiram.
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Tabla LIV

Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico obtenida mediante
LSV, para disulfiram 1.0x10° mol L sobre un electrodo de grafito-40% teflon. H,PO,/HPO *
0.1 mol L', pH 7.4; t. = 300 5; E,= 0.0 V; v= 50 mV s~

i, LA
Relacidén .
Sustancia interferente
interferente:disulfiram

Tiram Ziram Fenol Zn(IT)
0:1 8.97 10.09 10.56 9.55

0.2:1 9.78 (9.0) ; . ]

0.4:1 10.36 (15.5) - - -

0.6:1 11.27 (25.6) - - -

0.8:1 12.07 (34.4) - - -
1:1 13.01 (45.0) 9.94 10.61 9.31

2:1 - 10.58 (4.8) 10.60 -

5:1 - 12.57 (24.6) 10.50 -
10:1 - 17.41 (72.5) 11.16 9.56
50:1 - - 10.59 9.52
100:1 - - 9.86 934

En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en

%, de la medida de la intensidad de pico de disulfiram.
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Por otro lado, la presencia de elevadas concentraciones de fenol tan sodlo
afectaron a la parte ascendiente de los voltamperogramas obtenidos para tiram o
disulfiram (Figuras 94 y 95), no observandose interferencia para la medida de i, de
ambos fungicidas incluso cuando la relacién fenol:tiram o fenol:disulfiram fue de

100:1, si se emplea una forma adecuada de medida de dicha corriente de pico.

Por 1ltimo, como era de esperar, €l Zn(II) no interfiere sobre la seiial
voltamperométrica de los fungicidas para ninguno de los niveles de concentracion

ensayados.

IIL4.2.6.- Determinacién de tiram en muestras de fresas contaminadas

Como aplicacion de los métodos desarrollados utilizando los procesos de
adsorcion de los fungicidas sobre el electrodo composito de grafito-teflén, se ha
llevado a cabo la determinacion de uno de ellos, tiram, en fresas contaminadas,

empleando el procedimiento descrito en el apartado 11.2.3.5.

En primer lugar, se aplicé dicho procedimiento a una muestra de fresas sin
contaminar. El voltamperograma de barrido lineal obtenido para esta muestra blanco
se presenta en la Figura 96. Como puede observarse, no aparecio ningin pico de
oxidacién en el intervalo de potenciales barrido, lo que pone de manifiesto la no
existencia de interferencias por parte de los componentes naturales de la muestra de
fresas. En dicha figura aparecen también los voltamperogramas obtenidos para una
muestra contaminada con 2 pg g’ de tiram. Tras la aplicacién del procedimiento
descrito, la concentracién final de tiram en la disolucién analitica fue 1.2 mg L.
Para la determinacion de la concentracion de tiram se utilizé el método de adiciones

estandar (Figura 96).
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30 -

20

10

Figura 96

Voltamperogramas de barrido lineal sobre un electrodo de grafito-40% teflon para una muestra
de fresas. (1) Disolucion blanco (en ausencia de tiram); (2) muestra contaminada con 2 ug de
tiram por gramo de fresa; (3-6) adiciones sucesivas de tiram; H,PO,/HPO, 0.1 mol L™, pH
745 =300 s; E = 0.0 V; v=50 mV s,

En la Tabla LV se recogen los resultados obtenidos para cinco
determinaciones. La concentracion experimental media obtenida fue 1.17+0.02 mg
L1, que implica una recuperacién media def 971 % (1.95+0.03 pg g') para un nivel
de significaciéon de 0.05. Estos resultados demuestran claramente la validez del

método desarrollado para la determinacion de tiram en muestras de este tipo.
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Tabla LYV

Recuperacion de tiram en muestras de fresas contaminadas empleando LSV sobre un electrodo

de grafito-40% teflon; H,PO,/HPO, 0.1 mol L”, pH 7.4;¢,= 300 s; E,= 0.0 V; v=50 mV
-1

s .

Muestra | C,nes Tiram, mg L' | C,....4. Tiram, mg L' | Recuperacién, %
1 1.20 1.18 98.5
2 1.20 : 1.15 96.0
3 1.20 _ 1.17 95.7
4 - 1.20 1.18 98.5
5 1.20 1.17 95.7
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IIL.5.- ELECTRODOS DE GRAFITO-TEFLON COMO DETECTORES
ELECTROQUIMICOS EN SISTEMAS EN FLUJO

Un aspecto particularmente interesante, desde el punto de vista practico, de
los electrodos compositos de grafito-teflon es la posibilidad de ser utilizados como
electrodos indicadores en sistemas en flujo, dado que sus propiedades mecanicas y
quimicas permiten esperar, en principio, una buena estabilidad de estos electrodos
en dichos sistemas en flujo, siendo compatibles con disolventes no acuosos y
mostrando procedimientos muy sencillos de regeneracion de la superficie electrodica
en caso de ser necesario. Es importante recordar, en este punto, la dificultad de
utilizar como detectores en continuo los electrodos de pasta de carbono modificados
desarrollados en esta Memoria, principalmente como consecuencia del hinchamiento

de la pasta que provoca grandes variaciones en la linea base (Apartado 111.2).

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos cuando se emplean los
electrodos compositos de grafito-teflon como electrodos indicadores amperométricos
en sistemas en continuo. En primer lugar, se ha desarrollado un método para la
determinacion de tiram y disulfiram mediante analisis por inyeccién en flujo,
habiéndose investigado la posibilidad de preconcentrar estos fungicidas en continuo
sobre la superficie del electrodo. Ademas, se ha puesto a punto un procedimiento de
separacion en continuo de tiram y disulfiram acoplando una pequeiia columna de
separacién al sistema FIA, En segundo lugar, se ha desarrollado un método
cromatografico para la determinacién conjunta de ambos fungicidas, con objeto de
demostrar la aplicabilidad de los electrodos compdsitos de grafito-teflon como

detectores en HPLC con eluyentes de alto contenido en disolventes organicos.
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IILS.1.- DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM MEDIANTE
INYECCION EN FLUJO CON DETECCION AMPEROMETRICA

El comportamiento de los electrodos compositos de grafito-40% teflén como
detectores amperométricos en sistemas en flujo se ha investigado, en primer lugar,
empleando un sistema de inyeccion en flujo simple (Apartado I1.3.1.1). La
determinacion de tiram y disulfiram, tras la optimizacion sistematica de las variables
experimentales, se ha llevado a cabo basandose en sus procesos de oxidacion

electroquimica comentados en el capitulo I11.4.
IIL5.1.1.- Eleccion del potencial aplicado

La eleccion del potencial aplicado al electrodo compésito, para su empleo
como detector amperomeétrico, se ha llevado a cabo a partir de la representacion de
las intensidades de pico medidas a diferentes valores del potencial aplicado en el
intervalo +0.20 - +1.10 V. En la Figura 97 se muestran los resultados obtenidos para
tiram y disulfiram cuando se inyectan 250 pL de una disoluciéon del fungicida
5.0x10° mol L' en el caudal de la disolucién portadora, constituida por regulador
fosfato 0.1 mol L de pH 7.4. En esta representacion también aparecen los valores

de la corriente de fondo para cada uno de los potenciales aplicados.

Como puede observarse, para ambos fungicidas se obtiene una meseta de
intensidades bien definida a valores de potencial comprendidos entre +0.90 y +1.05
V, habiéndose escogido en ambos casos, para estudios posteriores, un valor del

potencial aplicado al electrodo de +1.0 V.
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1.6 -

1.2 -

Figura 97

Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de pico de: (M) tiram 5.0x10°° mol L,
(@) disulfimm 5.0x10° mol L, (v) comriente de fondo, mediante andlisis por inyeccion en
flujo empleando como electrode indicador un electrode compésito de grafito-40% teflén.
H,PO,/HPO,” 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9 mL min’; Vin= 250 uL.

ITL5.1.2.- Repetibilidad de las sefiales obtenidas

Dada la capacidad de adsorcion de los fungicidas sobre la superficie del
electrodo compésito que se ha observado en discontinuo bajo condiciones de
agitacion constante (Apartado I11.4.2), parecia posible esperar un ensuciamiento de
la superficie del electrodo al efectuar inyecciones sucesivas de tiram o disulfiram en

el sistema en continuo.

Sin embargo, en las condiciones experimentales utilizadas, no se requirié
ningun pretratamiento o procedimiento de limpieza del electrodo indicador después

de cada inyeccidon para obtener una buena repetibilidad de las sefiales y una corriente
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de fondo estable. Basta con pulir diariamente la superficie del electrodo brevemente
(unos pocos segundos) sobre papel de SiC para lijar madera, para obtener una
superficie electrodica nueva que no se ensucia de forma apreciable durante toda la
jormada de trabajo. A modo de ejemplo, en la Figura 98 se muestran las seiiales
obtenidas para 21 inyecciones sucesivas de una disolucién de tiram 1.0x10”° mol L.
El valor de la desviacion estandar relativa obtenido para las medidas de la intensidad

de pico fue de 2.7%.

28 -
2.1 4
i, MA 1.4 -
N
0.0 - T T ! T
0 600 1200 1800 2400 3000
t, s
Figura 98

Fiagramas obtenidos para inyecciones sucesivas de tiram 1.0x10° mol L en medio regulador
fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4. Caudal: 1.9 mL min™; V,, = 250 pL; E= +1.0 V.
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Esta facilidad de regeneracién de la superficie del electrodo es un aspecto
muy importante desde un punto de vista practico. De hecho, un electrodo compdsito
-de grafito-tefléon puede ser utilizado, en las condiciones experimentales mencionadas
anteriormente, durante varios dias sin que se observe ningin deterioro de las sefiales
medidas. Esto constituye una gran ventaja con respecto a los electrodos
convencionales como puede ser ¢l de carbono vitrificado, o con respecto a los

electrodos modificados de pasta de carbono comentados en el capitulo I11.2.

IIL.5.1.3.- Optimizacion de las vari‘ables hidrodinamicas

Se ha estudiado la influencia de las distintas variables hidrodinamicas, como
son el candal de la disolucidn portadora y el volumen de inyeccion, sobre las sefiales

amperométricas FIA de tiram y disulfiram.

Al aumentar el caudal de la disolucién portadora (regulador fosfato 0.1 mol
L' de pH 7.4) entre 0.23 y 2.2 mL min" se observa, como era de esperar, para
ambos fungicidas, un aumento en la altura de pico y una disminucién en la anchura
de pico y en el tiempo de residencia (Tablas LVI, LVII y Figuras 99-104). Estas
variaciones son menos significativas para los caudales mas altos, de forma que las

sefiales son muy similares a partir de un caudal de 1.7 mL min™.

Por consiguiente, se ha escogido un valor de 1.9 mL min™' para experimentos

posteriores, con el fin de mejorar la sensibilidad de las medidas.
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Tabla LVI

Influencia del caudal de la disolucion portadora sobre la intensidad, i, el tiempo de residencia,
T, y la anchura, A, de la sefial obtenida mediante inyeccion en flujo con deteccion
amperométrica empleando un electrodo compésito de grafito-40% teflon. Tiram 5.0x10° mol
L en medio H PO, /HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4. Volumen de inyeccion: 250 uL. E= +1.0 V.

Caudal, mL min™’ i, HA T, s At, s
0.23 0.29 52 83
0.43 0.47 31 48
0.64 0.60 21 33
0.87 0.69 17 23
1.11 0.77 13 19
1.32 0.91 ' 11 16
1.50 1.01 9 15
1.71 1.08 7 14
1.92 1.10 6 11
2.14 1.17 6 10
|
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Tabla LYII

Influencia del caudal de la disolucidn portadora sobre la intensidad, i, el tiempo de residencia,
T, y la anchura, A, de la seiial obtenida mediante inyeccion en flujo con deteccion
amperométrica empleando un electrodo compésito de grafito-40% teflon. Disulfiram 5.0x10°°
mol L' en medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4. Volumen de inyeccion: 250 uL. E= +1.0

V.

B Caudal, mL min" i, HA = T, s At s
0.38 0.40 30 45

" 0.58 0.55 23 28
0.78 0.60 17 23
1.00 0.70 14 19
1.22 0.72 12 135
1.45 0.78 10 13
1.64 0.86 8 11
1.89 0.84 7 8
2.00 0.86 7 8
2.20 0.83 6 8
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Figura 99

Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre la intensidad de pico, i, de tram
5.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO,” 0.1 mol L' de pH 7.4, mediante analisis por
inyeccion en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compésito de grafito-40%
teflén. V, = 250 pL; E= +1.0 V.
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Figura 100

Influencia del caudal de la disolucion portadora sobre el tiempo de residencia, T, de tiram
5.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO,> 0.1 mol L' de pH 7.4, mediante andlisis por
inyeccién en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compasito de grafito~-40%
teflon. V= 250 pL; E= +1.0 V.
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Figura 101

Influencia del caudal de la diselucién portadora sobre la anchura de pico, At, de tiram 5.0x10°¢
mol L' en medio H,PO,/HPO,> 0.1 mol L de pH 7.4, mediante analisis por inyeccién en
flujo empleando como electrodo indicador un electrode compésito de grafito-40% teflén. V,, =

250 pL; E= +1.0 V.
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Figura 102

Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre la intensidad de pico, i, de disulfiram
5.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO,” 0.1 mol L* de pH 7.4, mediante andlisis por
inyeccién en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compésito de grafito-40%

teflén. V,,= 250 pL; E= +1.0 V.
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Figura 103

Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre el iempo de residencia, T, de disulfiram
5.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO 0.1 mol L' de pH 7.4, mediante anilisis por
inyeccién en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compésito de grafito-40%
teflén. V= 250 pL; E= +1.0 V.

50 -
°

40

.
30 -

°
At, & o
20 - °
°
™
10 *
a8 8
0- T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Caudal, mL min™!
Figura 104

Influencia del caudal de la disolucién portadora sobre la anchura de pico, At, de disulfiram
5.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO 0.1 mol L' de pH 7.4, mediante anilisis por
inyeccion en flujo empleando como electrodo indicador un electrodo compésito de grafito-40%
teflén. V.= 250 pL; E= +1.0 V.
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La influencia del volumen de inyeccion se ha ensayado utilizando bucles de
150, 250, 350, 650 y 1150 pL. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas
LVIII y LIX. A modo de ejemplo, en la Figura 105 se han representado los
fiagramas obtenidos cuando se inyectan volimenes diferentes de una disolucién
patron de tiram 5.0x10° mol L. Al aumentar el volumen de muestra inyectado,
aumenta la intensidad de pico pero también la anchura y el tiempo de residencia.
Como compromiso entre una buena sensibilidad y una elevada capacidad de
muestreo, se ha escogido un volumen de inyeccioén de 250 uL tanto para el tiram
como para ¢l disulfiram. En estas condiciones experimentales y utilizando un tubo
de teflon de 90 cm x 0.3 mm de didmetro interno, se pueden analizar 15 muestras

por hora realizando las inyecciones por triplicado.
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Figura 105

Influencia del volumen de inyeccién sobre las seiiales obtenidas para tiram 5.0x10° mol L'
en medio H,PO,/HPO," 0.1 mol L* de pH 7.4, empleando como electrodo indicador un
electrodo compésito de grafito-teflén, (1) 150 pL; (2) 250 pL; (3) 350 pL; (4) 650 uL; (5)
1150 pL. Caudal: 1.9 mL min'; E= +1.0 V.
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Tabla LVIID

Influencia del volumen de inyeccion sobre la intensidad, i, el tiempo de residencia, T, y la
anchura, At, de la sefial obtenida mediante inyeccion en flujo con deteccion amperomeétrica
empleando un electrodo compdsito de grafito-40% teflon. Tiram 5.0x10° mol L' en medio
H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4. Caudal: 1.9 mL min™. E= +1.0 V.

Bl Vi HL i, HA T,s At s

150 0.77 8 7

250 1.00 10 10

- 350 1.09 13 12

650 1.29 18 20

1150 1.31 28 36

Tabla LIX

Influencia del volumen de inyeccion sobre la intensidad, i, el tiempo de residencia, T, y la
anchura, At, de la sefial obtenida mediante inyeccion en flujo con deteccion amperométrica
empleando un electrodo compdsito de grafito-40% teflon. Disulfiram 5.0x10° mol L' en
medio H,PO,/HPO? 0.1 mol L, pH 7.4. Cauddl: 1.9 mL min’. E= +1.0 V.

Vinys ML 1, HA T, s At s
150 0.70 9 7
250 0.79 11 10
350 0.80 15 | 13
650 0.95 21 23
1150 0.94 33 41




226 Resultados y Discusion

IL5.1.4.- Curvas de calibrado y caracteristicas analiticas

En la Tabla LX se resumen las caracteristicas analiticas de los calibrados
obtenidos para tiram y disulfiram, los cuales se han representado graficamente en las

Figuras 106 a 111. A modo de ejemplo, en las Figuras 112 y 113 se muestran los

fiagramas obtenidos para los calibrados en el intervalo de concentraciones

intermedio.

Caracteristicas analiticas de los calibrados obtenidos para la determinacion de tiram y
disulfiram mediante inyeccion en flujo con deteccion amperométrica empleando un electrodo
compdsito de grafito-40% teflon. H,PO,/HPO,; 0.1 mol L”, pH 7.4; caudal: 1.9 mL min-1;

V= 250 uL; E= +1.0 V.

Tabla LX

TIRAM

Intervalo lineal, mol L™
Coeficiente de corelacién
Pendiente, pA L mol™
Ordenada en el origen, pA
L. determinacién, mol L™
L. deteccién, mol L*

RSD, %

1.0x107-10.0x107  1.0x10%-10.0x10°¢
0.998 0.9992

(1.90.1)x10° (1.6420.05)x10°

1.0x107°-4.0x10°°
0.99995
(1.24£0.04)x10°

0.3x0.1

-0.001+0.006 0.080.03
1.4x107
4.3x10°

27" 1.7
DISULFIRAM

Intervalo lineal, mol L
Coeficiente de conelacién
Pendiente, pA L mol™*
Onrdenada en el origen, pA
L. determinacién, mol L
L. deteccién, mol L*

RSD, %

1.0x107-10.0x107  1.0x10°-10.0x10°

0.9995 0.9994
(1.24+0.03)x10° (1.4620.04)x10°
0.0016+0.002 0.09+0.03
6.7x10*
2.0x10®

41* 5.7

1.0x10°°-4.0x10°*
0.9990
(1.3£0.2)x10°

0.6+0.58

* Nivel de concentracion 5.0x10° mol L, ® nivel de concentracién 1.0x10”7 mol L™
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La desviacion de la linearidad se produce, en ambos casos, para
concentraciones de fungicida mayores de 4.0x10” mol L', como consecuencia de la
adsorcion sobre la superficie del electrodo. Los valores de desviacion estandar
relativa se han calculado a partir de la medida de diez disoluciones diferentes de
cada fungicida a dos niveles de concentraciéon distintos, realizando siempre
inyecciones por triplicado. Los limites de determinacion y de deteccion que aparecen
en la Tabla LX se han calculado segin los criterios 10s y 3s,/m definidos en el
Apartado I11.1.5 y utilizando la desviacién estandar de las sefiales para 1.0x107 mol
L' de cada uno de los fungicidas como estimador de la desviacién estandar del
blanco. Los valores de los limites de determinaciéon y de deteccién son muy
parecidos a los obtenidos en los experimentos en discontinuo empleando un periodo

de preconcentracién de 300 segundos a 0.0 V.
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Figura 106

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i,, mediante inyeccién en
flujo con deteccion amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflén. Intervalo
de concentracién: 1.0x10°° a 10.0x10” mol L7; H,PO,7HPO* 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min™; V,_ = 250 uL, E= +1.0 V.,

iny
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Figura 107

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante inyeccién en
flujo con deteccion amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflon. Intervalo
de concentracién: 1.0x10°° a 10.0x10°° mol L"; H,PO,/HPO,* 0.1 mol L", pH 7.4; caudal: 1.9
mL min"; V, = 250 pL, E= +1.0 V.
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Figura 108

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante inyeccién en
flujo con deteccién amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflén. Intervalo
de concentracién: 1.0x107 a 10.0x10” mol L'; H,PO,/HPO,> 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min™; V, = 250 pL, E= +1.0 V.
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Figura 109

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante inyeccién
en flujo con deteccion amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflon. Intervalo
de concentracién: 1.0x10° a 10.0x10° mol L*; H,PO,/HPO > 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min’; V, = 250 pL, E= +1.0 V.
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Figura 110

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante inyeccién
en flujo con deteccién amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflon. Intexvalo
de concentracidn: 1.0x10° 2 10,0x10°° mol L*; H,PO,/HPO,> 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min”; V_= 250 uL, E= +1.0 V.

iny
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Figura 111

Influencia de la concentracion de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante inyeccidn
en flujo con deteccion amperométrica empleando un electrodo de grafito-40% teflon. Intervalo
de concentracién: 1.0x107 a 10.0x10” mol L'; H,PO,/HPO,* 0.1 mol L, pH 7.4; caudal: 1.9
mL min’; V, = 250 pL, E= +1.0 V.,
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Figura 112

Fiagrama obtenido por inyeccion de disoluciones (1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; (4) 4.0; (5) 5.0; (6)
6.0; (7) 7.0; (8) 8.0; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10 mol L de tiram en medio H,PO,/HPO} 0.1
mol L', pH 7.4, mediante inyeccién en flujo con deteccién amperométrica empleando un
electrodo de grafito-40% teflén. Caudal: 1.9 mL min™; V, = 250 pL, E= +1.0 V.
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Figura 113

Fiagrama obtenido por inyeccién de disoluciones (1) 1.0; (2) 2.0; (3) 3.0; (4) 4.0; (5) 5.0; (6)
6.0; (7) 7.0; (8) 8.0; (9) 9.0; (10) 10.0 x 10 mol L' de disulfiram en medio H,PO,/HPO*
0.1 mol L, pH 7.4, mediante inyeccién en flujo con deteccién amperométrica empleando un
electrodo de grafito-40% teflén. Caudal: 1.9 mL min™; V, = 250 pL, E= +1.0 V.

II1.5.1.1.- Estudio de interferencias

La sefial amperométrica de tiram o disulfiram puede verse afectada por la
presencia de ciertas sustancias que coexistan con el fungicida en la muestra. Asi, se
ha estudiado el grado de interferencia producida por el disulfiram sobre la sefial de
oxidacién del tiram y viceversa, asi como la influencia de ziram (N,N'-
dimetilditiocarbamato de zinc), fenol y Zn(II) sobre las sefiales de oxidacidon de

ambos fungicidas.

En las condiciones experimentales utilizadas para la deteccion de tiram y
disulfiram, tanto el ziram como el fenol dan lugar a sefiales de oxidacién bien
definidas en FIA cuando se inyectan a un nivel de concentracion de 1.0x10° mol L™
(Figura 114), siendo la altura de pico para el ziram mayor que la del fenol. Por el
contrario, como era de esperar, el Zn(II) no mostr6é ninguna respuesta al potencial

aplicado.
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1 > 100 s

Figura 114

Fiagramas obtenidos por inyeccién de 1.0x10° mol L de: (1) tiram, (2) disulfiram, (3) ziram,
(4) fenol y (5) Zn(Il), empleando como electrodoe indicador un electrodo compésito de grafito-
40% tefién. H,PO,/HPO,> 0.1 mol L, pH 7.4, caudal: 1.9 mL min"; V, = 250 pL, E= +1.0
V.

En las Tablas LXI y LXII se recogen los valores de la intensidad de pico
obtenida a +1.0 V cuando se mezclan tiram o disulfiram a un nivel de concentracion
de 1.0x10° mol L con concentraciones variables del compuesto interferente. A
excepcion del Zn(II), que no interfiere incluso cuando la relacién Zn(1I):fungicida
es 50:1, todas las demas sustancias incrementan la sefial de oxidacion de tiram o
disulfiram mas de un 10% incluso cuando la relacion interferente analito es menor

de 1:1.

El problema originado por los compuestos interferentes en la determinacion
en continuo de tiram o disulfiram pone de manifiesto la necesidad de una separacion
cromatografica previa cuando se trabaja con una mezcla de estos compuestos. El

hecho de que las sustancias ensayadas interfieran en las medidas de inyeccion en
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flujo del tiram o del disulfiram, puede transformarse en una importante ventaja para
llevar a cabo la deteccion amperométrica de estos fungicidas tras dicha separacion
cromatografica y asi, como se vera en el capitulo II1.5.2, la respuesta amperométrica
observada para todos los compuestos organicos ensayados permitira su deteccidn

electroquimica sobre los electrodos compésitos de grafito-teflon.

Tabla LXI

Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico, i, obtenida
mediante inyeccion en flujo, de tiram 1.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO 0.1 mol L,
PH 7.4, empleando como electrodo indicador un electrodo composito de grafito-40% teflon.
Caudal: 1.9 mL min'; V, = 250 uL, E=+1.0 V.

ip; LA
Relacion ..
Sustancia interferente
interferente:tiram

Disulfiram Ziram Fenol Zn(1I)
l 0:1 0.32 0.31 0.30 0.30

0.2:1 034 0.33 0.30 -

0.4:1 034 0.34 0.30 -

0.6:1 0.37 (15) 0.37 (15) 0.29 -

08:1 0.41 (28) 0.41 (28) 0.30 -
1:1 0.46 (44) 0.46 (44) 0.33 (10) 0.29
2:1 - - 0.37 (23) 0.29
10:1 - - - 0.30
50:1 - - - 0.29

En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en

%, de la medida de la intensidad de pico de tiram.
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Tabla LXII

Influencia de la presencia de diversas sustancias sobre la intensidad de pico, i, obtenida
mediante inyeccion en flujo, de disulfiram 1.0x10° mol L' en medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol
L', pH 7.4, empleando como electrodo indicador un electrodo composito de grafito-40%
teflon. Caudal: 1.9 mL min’; Vig= 250 pL, E= +1.0 V.

i, A
Relacién ‘Sustancia interferente
interferente:disulfiram Tiram Ziram Fenol Zn(1I)
0:1 0.23 0.23 0.22 0.22
| 0.2:1 0.24 0.27 (17) 0.21 .
0.4:1 0.25 0.29 (26) | 0.27 (22) -
0.6:1 0.29 (26) | 0.30 (30) | 0.28 (27) -
u 0.8:1 0.33 (43) | 0.37 (61) | 0.30 (36) -
1:1 0.37 (61) | 0.41(78) | 0.32 (45) 0.21
2:1 - - - 0.23
10:1 - - - 0.23
50:1 - - - 0.21

En esta Tabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en

%, de 1a medida de la intensidad de pico de tiram.
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I11.5.1.6.- Determinacion de tiram en agua de grifo y agua de pozo

La metodologia desarrollada se ha aplicado mediante inyeccién en flujo a
la determinacién de tiram en aguas de grifo y de pozo contaminadas con 40 pug L™
de fungicida. El procedimiento experimental utilizado se ha detallado en el Apartado
11.3.3.5. La propia disolucion portadora se ha empleado para redisolver el residuo del
extracto de fungicida llevado a sequedad, por lo que, en este caso, estd constituida
por regulador fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4 y un 2% (v/v) de metanol que permite
llevar a cabo dicha disolucién. Siguiendo el procedimiento mencionado, la

concentracion final de tiram en la disolucién analitica es de 2.0 mg L.

A partir de adiciones de alicuotas de la disolucion patron de tiram a blancos
de ambos tipos de aguas, sometidos al mismo tratamiento descrito para las muestras,
se han construido curvas de calibrado en el intervalo de 10 a 80 ug L. Para el agua
de grifo, se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.9990, siendo los valores de la
pendiente y de la ordenada en el origen de 0.43+0.04 pA L pg™' (lo que corresponde
a (1.04£0.09)x10° pA L mol™?) y -0.02+0.09 pA, respectivamente. En el caso del
agua de pozo, el coeficiente de correlacion fue 0.994 y los valores de la pendiente
y la ordenada en el origen fueron 0.5+0.1 pA L pg™’ [(1.3£0.2)x10° pA L mol ] y

-0.1£0.3 pnA, respectivamente.

La determinacion de tiram en la muestra contaminada se ha llevado a cabo
por interpolacion en el calibrado mencionado anteriormente correspondiente. Los
resultados obtenidos se recogen en la Tabla LXIII. Para cada muestra se han
realizado cinco determinaciones, obteniéndose una recuperaciéon media de 103+6 %
(41£3 ug L' de tiram) en el agua de grifo y de 97+7 % (39+3 pg L' de tiram) en
el agua de pozo, estando los intervalos de confianza calculados para un nivel de
significacion de 0.05. Estos valores de recuperacion proximos al 100% indican que
el método desarrollado es apropiado para la determinacion de tiram en este tipo de

aguas.
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Tabla LXIIT

Determinacion de tiram en muestras de aguas contaminadas con 40 ug L™ de tiram mediante
inyeccidn en flujo con deteccion amperométrica, empleando como electrodo indicador un
electrodo de grafito-40% teflon. H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4, 2% metanol v/v; caudal:
1.9 mL min'; V, = 250 ulL, E= +1.0 V.

u | AGUA= DE GRIFO )
Muestra | C,., Tiram, pg L' | C,oms. Tiram, mg L' | Recuperacién, %
1 40 43 107
I} 2 40 38 95
3 40 41 102
4 40 42 105
’[ 5 40 43 107
AGUA DE POZO
L= Muestra | Cpgica Tiram, pg L' | C,.onas Tiram, mg L' | Recuperacion, %
1 40 41 102
2 40 41 102
I 3 40 36 90
4 40 37 92
| 5 40 38 95
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IIL5.1.7.- Preconcentracién por adsorcion en disoluciones en flujo de los

fungicidas

Se ha investigado la posibilidad de aprovechar, en continuo, la capacidad que
poseen tanto el tiram como el disulfiram de adsorberse sobre la superficie de los
electrodos compositos de grafito-teflon, la cual ha sido comentada y empleada con
fines cuantitativos en discontinuo (capitulo III.4'.2). Asi, se ha intentado mejorar las
caracteristicas analiticas de la determinacion en flujo de tiram y disulfiram,
principalmente por lo que se refiere a la selectividad, adaptando a este problema la
metodologia propuesta por Wang y Freiha [200]. Esta metodologia consta de tres
etapas: 1) preconcentracién del analito sobre la superficie del electrodo, haciendo
circular por todo el sistema FIA una disolucion del fungicida durante un periodo de
tiempo determinado; 2) cuantificacion mediante un barrido anoddico lineal de
potencial; 3) regeneracion electroquimica de la supérﬁcie del electrodo, preparando

el sistema para el siguiente experimento.

Durante la etapa de preconcentracion, el electrodo compdsito se mantuvo a
un potencial de 0.0 V, que es el potencial utilizado para llevar a cabo la acumulacién

en discontinuo (Apartado I11.4.2).

IIL5.1.7.1.- Repetibilidad de los voltamperogramas

En la Figura 115 (a) se muestra el voltamperograma obtenido cuando se barre
linealmente el potencial entre +0.5y +1.2 Va 50 mV s™, después de hacer pasar por
la célula de flujo una disolucién de tiram 5.0x10° mol L' en regulador fosfato 0.1
mol L' de pH 7.4 durante 3 minutos. Después de cada medida, la superficie del
electrodo de grafito-teflén se limpid haciendo circular por la célula de flujo la
disolucién portadora de regulador fosfato y aplicando un potencial de -1.2 V durante

30 segundos (Apartado I11.3.3.6). En la Figura 115, el voltamperograma (b) es el
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correspondiente al fondo, obtenido cuando circula por el sistema la disolucién
reguladora de fosfato después de la regeneracion electroquimica de la superficie del
electrodo y el marcado como (c) es el voltamperograma obtenido para la misma
disolucién de tiram que en (a) cuando se ha repetido el procedimiento descrito por
décima vez consecutiva. En la Figura 116 se muestran los voltamperogramas
obtenidos para 10 medidas sucesivas de una disolucién de disulfiram 5.0x10° mol

L! empleando un tiempo de preconcentracion de 5 minutos.

20 -
16
12
i, HA
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04 - 08 08 10 12
E, V
Figura 115

Voltamperogramas de bamido lineal registrados tras hacer circular por la célula de flujo una
disolucién de tiram 5.0x10° mol L* en medio H,PO,/HPO,* 0.1 mol L, pH 7.4, durante 3
minutos: (a) primer bamido, (b) voltamperograma del fondo, (c) décimo barrido consecutivo.
Caudal: 2.7 mL min”; velocidad de barido: 50 mV s'; E_=0.0 V.

Las corrientes de pico se midieron trazando la linea base de valle a valle. Los
valores de la desviacion estandar relativa obtenidos para las medidas de i, fueron
1.1% y 1.5%, para tiram y disulfiram, respectivamente, 1o que demuestra la buena
repetibilidad del método desarrollado y, por tanto, la bondad de esta metodologia
para ser aplicada a la monitorizacién en continuo de estos fungicidas tras su

preconcentracién por adsorcidn.
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Figuma 116

Voltamperogramas de bamrido lineal registrados tras hacer circular por la célula de flujo, 10
veces consecutivas, una disolucién de disulfiram 5.0x10°° mol L en medio H,PO,/HPO,> 0.1
mol L, pH 7.4, durante 5 minutos. Caudal: 2.7 mL min"; velocidad de barrido: 50 mV s;
E = 0.0 V, (--—-) Voltamperograma del fondo.

NL5.1.7.2.- Influencia del caudal

Se ha estudiado la influencia del caudal al que circula la disolucidén analitica
sobre la intensidad de pico para disoluciones de fungicida 5.0x10° mol L. Los
resultados se recogén en las Tablas LXIV y LXV y se han representado en la Figura
117. A modo de ejemplo, en la Figura 118 se muestran los voltamperogramas

obtenidos en el caso del disulfiram.

Se observa como, en ambos casos, la corriente de pico aumenta con el caudal
entre 0.6 y 2.7 mL min", permaneciendo pricticamente constante para valores
superiores. En consecuencia, se escogié un caudal de 2.7 mL min' para los

experimentos subsiguientes.
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Tabla LXIV

Influencia del caudal de la disolucion analitica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LSV, tras la preconcentracion por adsorcion en continuo de tiram 5.0x10° mol L en medio
H.PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4. Tiempo de paso de la disolucion analitica por el sistema:
5 minutos; E_= 0.0 V; v= 50 mV 5.

Caudal, mL min™ 1, LA
0.6 3.26
1.0 | 4.15
1.5 . 4.75
1.9 5.06
22 5.32
2.7 5.54
3.0 5.37
Tabla LXV

Influencia del caudal de la disolucion analitica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LSV, tras la preconcentracion por adsorcion en continuo de disulfiram 5.0x10° mol L en
medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol L', pH 7.4. Tiempo de paso de la disolucion andlitica por el
sistema: 5 minutos; E,.= 0.0 V; v=50 mV s

Caudal, mL min” i, nA
0.6 3.19
1.0 4,37
1.5 512
1.9 5.67
22 6.05
2.7 6.28
3.0 6.39
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Figura 117

Influencia del caudal de la disolucién analitica sobre la intensidad de pico obtenida, mediante
LSV, tras la preconcentracién por adsorcion en continuo de 5.0x10° mol L' (@) tiram y (O)
disulfiram, en medio H,PO,/HPO 0.1 mol L de pH 7.4; E_= +1.0 V; t_=5 min; v= 50 mV
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Figura 118

T
1.10

1.30

Influencia del caudal sobre los voltamperogramas obtenidos para disulfiram 5.0x10° mol L,
mediante LSV, tras la preconcentracion por adsorcion en continuo del fungicida, en medio
H,PO,/HPO* 0.1 mol L* de pH 7.4. Caudal: (1) 0.56, (2) 1.00, (3) 1.45, (4) 1.89, (5) 2.72
mL min’; E_= +1.0 V, t_.= 5 min; velocidad de barrido: 50 mV s’
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ML5.1.7.3.- Influencia del tiempo de paso de las disoluciones de

los fungicidas

La variacién de la corriente de pico con el tiempo de preconcentracion, es
decir, con el tiempo de paso de la disolucion de fungicida por el sistema FIA, se
examiné para dos niveles de concentracion diferentes: 5.0x10° y 5.0x10”7 mol L™
Los resultados se recogen en las Tablas LXVI y LXVII y se representan en la Figura

119.

Para una concentracion 5.0x10° mol L™ de fungicida se observa un aumento
de la intensidad de pico con el tiempo de acumulacién, muy acusado para los
periodos cortos, pero poco significativo para tiempos superiores a 5 minutos. Para
el nivel de concentracion mas bajo, la corriente permanece practicamente constante
para periodos de acumulacion superiores a 3 y 4 minutos, para tiram y disulfiram,
respectivamente.

Tabla LXVI

Efecto del tiempo de acumuldacion sobre la intensidad de pico obtenida, mediante LSV, tras
la preconcentracion por adsorcion en continuo de tiram en medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol L”,
pH 7.4; E,.= 0.0 V; caudal:2.7 mL min’; v= 50 mV s

Tiram 5.0x107 mol L L Tiram 5.0x10¢ mol L
| t.., min 1, HA t,., min 1, HA
1 - 1 1.69
2 0.71 2 3.07
3 0.99 3 3.93
4 0.90 4 4.40
5 0.92 5 5.02
6 - 6 5.29
8 - 8 5.62
10 1.07 10 6.20
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Tabla LXVH

Efecto del tiempo de acumulacion sobre la intensidad de pico obtenida, mediante LSV, tras
la preconcentracion por adsorcion en continuo de disulfiram en medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol
L, pH 7.4; E = 0.0 V; caudal:2.7 mL min’; v=50 mV s,

;sulﬁram 5.0x10”7 mol L Disulfiram 5.0x10° mol L
t,., min i, MA | t,., min i, HA
1 - 1 3.44
2 0.84 2 5.27
3 - 3 5.84
4 1.53 4 6.57
5 - 5 7.00
6 1.78 6 7.06
8 - 8 7.40
10 1.37 10 7.58

lp + HA 404

Figura 119

Influencia del tempo de paso de la disolucién analitica por el sistema (tiempo de
acumulacion) sobre la intensidad de pico obtenida, mediante LSV, tras la preconcentracién por
adsorcién en continuo de (@) tiram 5.0x10° mol L, (O) disulfiram 5.0x10° mol L, (M) tivam
5.0x107 mol L*, (O) disulfiram 5.0x107 mol L'. H,PO,/HPO," 0.1 mol L', pH 7.4; E =
+1.0 V; caudal:2.7 mL min?; v= 50 mV s,
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ML.5.1.7.4.- Curvas de calibrado

En el caso del tiram, utilizando un periodo de acumulacién de 3 minutos, se
obtuvieron calibrados lineales en los intervalos de concentracién 4.0x107- 10.0x107
y 1.0x10%-5.0x10° mol L* (Tabla LXVIII y Figuras 120 y 121), observandose
desviacion de la linearidad para concentraciones superiores a 5.0x10°¢ mol L™, como
consecuencia de la saturacion de la superficie electrodica. Empleando periodos de
acumulacion mayores, no se obtuvieron relaciones intensidad-concentracién lineales

para el intervalo superior de concentreaciones.

Por lo que respecta al disulfiram, se obtuvieron.calibrados lineales en el
intervalo 2.0x107-10.0x10”7 mol L' empleando un tiempo de preconcentracion de 4
minutos, y en el intervalo 3.0x10%-8.0x10 mol L™ con un periodo de acumulacién

de 5 minutos (Tabla LXVIII y Figuras 122 y 123).

Tabla LXVHI

Curvas de calibrado para tiram y disulfiram, obtenidas mediante LSV, tras la preconcentracion
por adsorcion en continuo de los fungicidas en medio H.PO,/HPO 0.1 mol L”, pH 7.4; E_=
+1.0 V; caudal:2.7 mL min’; v= 50 mV s”.

Tiempo de Intervalo lineal, Coeficiente de Pendiente, Ordenada en
Fungicida acumulacion, mol L* correlacion uA L mol” el origen, pA
min x10%
3 1.0x10°%-5.0x10% 0.999 1.1320.09 0.6x0.3
Tiram

3 4.0x107-10.0x107 0.998 1.80.1 0.040.1

5 3.0x10°%-8.0x10°¢ 0.999 1.12+0.09 0.3+0.5
Disulfiram

4 2.0x107-10.0x107 0.999 2.3+£0.1 © 0.19+0.07




Grafito-teflon 2495

100 -
B.o - //, [ .
/
‘e
8.0
e HA
4.0 1
2.0
00 - T T T T T
[} 2 4 6 8 10

Cu"m, m0] I-.'.1 x 10.

Figura 120

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante LSV, tras la
preconcentracién por adsorcién en continuo del fungicida en medio H,PO,/HPO,* 0.1 mol L,
pH 7.4; Intervalo de concentracién: de 1.0x10° a 10.0x10° mol L' de tiram; tiempo de
acumulacién: 3 minutos; E_= +1.0 V; caundal:2.7 mL min*; v= 50 mV s.
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Figura 121

Influencia de la concentracién de tiram sobre la intensidad de pico, i, mediante LSV, tras Ia
preconcentracién por adsorcién en continuo del fungicida en medio H,PO,/HPO* 0.1 mol L,
pH 7.4; Intervalo de concentracién: de 4.0x107 a 10.0x107 mol L' de tiram; tiempo de
acumulacién: 3 minutos; E_= +1.0 V; caudal:2.7 mL min; v= 50 mV s.
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Figura 122

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante LSV, tras
la preconcentracién por adsorcion en continuo del fungicida en medio H,PO,/HPO,> 0.1 mol
L', pH 7.4; Intervalo de concentracion: de 1.0x10°° a 10.0x10"° mol L de disulfiram; tiempo
de acumulacién: 5 minutes; E_= +1.0 V; candal:2.7 mL min”; v= 50 mV s.
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Figura 123

Influencia de la concentracién de disulfiram sobre la intensidad de pico, i, mediante LSV, tras
la preconcentracién por adsorcion en continuo del fungicida en medio H,PO,/HPO,” 0.1 mol
L", pH 7.4; Intervale de concentracién: de 2.0x10”7 a 10.0x107 mol L de disulfiram; tiempo
de acumulacién: 4 minutos; E_= +1.0 V; caudal: 2.7 mL min’; v= 50 mV s,
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Como puede observarse en la Tabla LXVIII, la pendiente de los calibrados
es mayor, en ambos casos, para los intervalos de concentracién inferiores, como es
de esperar en los procesos de adsorcioén debido a que se acerca el exceso superficial

de los fungicidas al exceso superficial a saturacion.

Si se comparan las caracteristicas analiticas con las obtenidas mediante
analisis por inyeccion en flujo convencional (Tabla LX), puede deducirse que ¢l
método de preconcentracion en continuo es mas sensible puesto que los valores de
lIas pendientes de los calibrados andlogos son mayores en este caso. Sin embargo,
el intervalo de linealidad es ahora mas estrecho y no se pueden alcanzar limites de

deteccion inferiores.

IIL.5.1.7.5.- Estudio de interferencias

El aspecto mds interesante de la metodologia empleando preconcentracién en
continuo es la posibilidad de mejorar la selectividad de las determinaciones.
Siguiendo el procedimiento propuesto, sdlamente las especies electroactivas que se
adsorban sobre la superficie del electrodo originaran una seiial analitica. En este
contexto, se investigo la posible interferencia de los mismos compuestos ensayados

en FIA convencional.

En la Figura 124 se muestran los voltamperogramas obtenidos al aplicar el
procedimiento descrito cuando se hace circular por la célula de flujo disoluciones
1.0x10° mol L' de tiram, disulfiram y ziram, y una disolucién 5.0x10° mol L de
fenol. Tanto el tiram (E= 0.768 V), como ¢l disulfiram (E,= 0.780 V) y el ziram
(E,= 0.775 V) presentan seiiales de oxidacion bien definidas a este nivel de
concentracién. Sin embargo, el fenol no mostr6 ninguna respuesta en el intervalo de
potenciales barrido, a un nivel de concentraciéon 50 veces superior al de los

fungicidas, lo que indica que no se adsorbe sobre el electrodo en estas condiciones.
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0.4

Figura 124

Voltamperogramas, en LSV, tras la preconcentracion por adsorcion en continuo de: (1)
disulfiram 1.0x10* mol L, (2) tiram 1.0x10° mol L, (3} ziram 1.0x10° mol L" y (4) fenol
5.0x10° mol L', en medio H,PO,/HPO,* 0.1 mol L', pH 7.4; tiempo de acumulacion: 3
minutes; E_= +1.0 V; caudal:2.7 mL min"; velocidad de barrido: 50 mV s”.

En la Tabla LXIX se recogen los datos relativos a la interferencia de estas
especies en la determinacion de tiram y disulfiram, tras su preconcentracion en
continuo. Si se comparan estos resultados con los obtenidos mediante analisis por
inyeccion en flujo (Tablas LXI y LXII), puede destacarse la desaparicion de la
interferencia producida por el fenol, que no afecta a las medidas de los fungicidas
incluso para relaciones fenol:tiram o fenol:disulfiram 50:1. Ademas, la interferencia
producida por el ziram también se reduce considerablemente empleando
preconcentracion en continuo. Este hecho puede atribuirse a la diferente capacidad
de adsorcion de los fungicidas, en las condiciones experimentales empleadas, sobre

la superficie del electrodo compésito de grafito-teflon.
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Sin embargo, el problema de la interferencia mutua entre tiram y disulfiram
empeora ligeramente respecto al método FIA convencional, puesto que ambos

compuestos se adsorben fuertemente sobre la superficie del electrodo.

Tabla LXIX

Efecto de la presencia de diversas sustancias sobre las sefiales de tiram y disulfiram 1.0x10°
mol L, en LSV, tras la preconcentracion por adsorcion en continuo de los fungicidas en
medio H,PO,/HPO/ 0.1 mol L", pH 7.4; tiempo de acumulacion: 3 minutos para tiram y 4
minutos para disulfiram; E,=+1.0 V; caudal: 2.7 mL min’; velocidad de barrido: 50 mV s

Relacion analito:interferente 1,, LA (error relativo, %)
Interferente Tiram Disulfiram Tiram Disulfiram
- 0:1 01 2.08 235
Tiram - 1:1 - 4.20 (79%)
Disulfiram 1:1 - 3.21 (54%) -
Ziram 1:1 I:1 2.76 (33%) 2.82 (20%)
Fenol 50:1 50:1 1.95 (<10%) 2.46 (<10%)
Zn(II) 50:1 50:1 2.00 (<10%) 2.37 (<10%)

II1.5.1.8.- Separacién en continuo mediante inyeccion en flujo de tiram y

disulfiram

El grave problema de interferencia que origina la presencia de disulfiram
sobre la sefial amperométrica de tiram, y viceversa, en andlisis por inyeccién en
flujo, nos ha llevado a disefiar un esquema de separacion en continuo de ambos
fungicidas con el fin de poder conseguir su determinacidn simultanea. Para ello, se

incorporé una pequeiia columna separadora al sistema FIA. El dispositivo utilizado
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se describe en el Apartado I1.3.1.1 (Figura 3). El sentido de flujo de la disolucion
portadora a través de la columna se invierte periodicamente para evitar que la fase
estacionaria se compacte en un extremo de la columna y se produzca una
disminucién en el paso de fluido. Si no se realiza esta inversion, el caudal a la salida
de la columna disminuye de 2 a 0.5 mL min" después de una hora de empleo
continuado, dando lugar a un ensanchamiento de las seiiales y a resultados poco

reproducibles.

IL5.1.8.1.- Eleccion de la fase mdvil y optimizacion de las

variables hidrodindmicas

La adicion de metanol o de acetonitrilo a la disolucion portadora (regulador
fosfato 0.1 mol L' de pH 7.4) da lugar a una disminucién considerable de las
sefiales amperomeétricas de ambos fungicidas sobre ¢l electrodo composito de grafito-

teflon (Tabla LXX).

Tabla LXX

Efecto de la proporcion de metanol o acetonitrilo en la fase movil (H,PO,/HPO/ 0.1 mol L',
PH 7.4) sobre la corriente de fondo (iy) y la intensidad de pico (i) de tiram 5.0x10°° mol L
obtenidas mediante iny eccion en flujo con deteccion amperométrica empleando como electrodo
indicador un electrodo compdsito de grafito-40% tefion. Caudal: 1.9 mL min’'; Viy= 250 uL;
E=+10V.

Disolvente organico Proporcién en la i, HA i, HA

fase movil, %

B 0 0.15 1.20
Metanol 25 0.76 0.24
Metanol 50 1.53 0.06

Acetonitrilo 25 0.53 0.36

Acetonitrilo 50 0.95 0.07
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Como puede observarse en la Tabla LXX, la disminucién en la intensidad
de pico fue mas acusada cuando se empleé metanol. Por este motivo, se ha decidido
emplear, como fase movil, una mezcla de acetonitrilo y regulador fosfato de pH 7.4
que permite la separacion de tiram y disulfiram en la columna acoplada al sistema

FIA.

Empleando una concentracion de cada fungicida de 5.0x10°° mol L y un
volumen de inyeccion de 250 pL, se obtiene una buena resolucion utilizando una
proporcion acetonitrilo:fosfato 25:75 v/v, como puede observarse en la Figura 125
A. Si eI porcentaje de acetonitrilo en la fase movil se rebaja al 20%, se produce un

ensanchamiento y una disminucién sustancial del pico del disulfiram.

A - ; B
084 0.8 -
i, ‘JA 0.6 2 i, ’JA 0.6
2
0.4 - J 0.4 1 W

T T L R B S

0 400 800 0 400 800

1, s t, s

-Figura 125

Seiales obtenidas, mediante inyeccién en flujo con deteccién amperométrica, para una mezcla
de 5.0x10° mol L' de tiram (1) y disulfimm (2), tras su separacién en una columna
empaquetada con fase estacionaria VYDAC SC-201 RP. Fase mévil: (A) 25:75, (B) 23:77
acetonitrilo:regulador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL min™; volumen de inyeccién: (A) 250
pL, (B) 650 uL; E= +10 V.
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En la Figura 126 se muestra el efecto del volumen de inyeccién sobre las
sefiales de tiram y disulfiram. Como compromiso entre una mayor sensibilidad y una
buena resolucién de las seiiales, s¢ ha escogido un volumen de 650 pL. La
separacion hasta la linea base puede conseguirse en estas condiciones si se rebaja el
porcentaje de acetonitrilo en la fase movil al 23%, como se muestra en la Figura 125

B.
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0.2 - T T T T T
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Figura 126

Efecto del volumen de inyeccion sobre las sefiales de tiram y disulfiram obtenidas mediante
inyeccién en flujo con deteccidon amperométrica, tras su separacién en una columna
empaquetada com fase estacionaria VYDAC SC-201 RP. Fase movil: 25:75
acetonitrilo:regulador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL min™; volumen de inyeccion: (1) 150,
(2) 250 , (3) 350, (4) 650, (5) 1150 pL; E= +1.0 V.

I1L.5.1.8.2.- Curvas de calibrado

Empleando una fase mévil constituida por 23:77 acetonitrilo:regulador fosfato
0.1 mol L'! de pH 7.4, un caudal de 1.9 mL min™ y un volumen de inyeccion de 650

uL, se han obtenido relaciones lineales entre el area de pico y la concentracién de
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tiram y disulfiram entre 2.0x10° y 10.0x10° mol L' (Tabla LXXI y Figura 127).
Estos resultados demuestran la posibilidad de determinar simultaneamente tiram y

disulfiram en muestras en las que coexistan ambos fungicidas.

Tabla LXXI

Curvas de calibrado para tiram y disulfiram, obtenidas mediante andlisis por inyeccion en flujo
tras la separacion en continuo de tiram y disulfiram. Fase movil: 23:77 acetonitrilo:regulador
Josfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL min’; volumen de inyeccion: 650 uL; E= +1.0 V.

Fungicida Intervalo lineal, Coeficiente de Pendiente, Ordenada en

mol L correlacion A s L mol” el origen, A s

Tiram 2.0x10°%-10.0x10® 0.9990 3.1403 (-0.8+1.8)x10°

Disulfiram  2.0x10%-10.0x10° 0.9991 3.240.2 (1.521.6)x10°
4.0 -

4 [ a 10
c, mol L™' x 10°

o
N -

Figuma 127

Influencia de la concentracion de tiram (@) y disulfiram (O) sobre el drea de pico, mediante
andlisis por inyeccién en flujo tras la separaciéon en continuo de los fungicidas. Fase mévil:

23:77 acetonitrilo:regulador fosfato (pH 7.4). Caudal: 1.9 mL min”; volumen de inyeccién:
650 pl; E= +10 V.,
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L.5.2.- DETERMINACION DE TIRAM Y DISULFIRAM MEDIANTE HPLC
CON DETECCION AMPEROMETRICA

Como se ha visto en el apartado anterior, la determinacién conjunta de tiram
y disulfiram mediante analisis por inyeccion en flujo con deteccion amperométrica
esta sujeta a la interferencia mutua entre ambos fungicidas, siendo necesario recurrir
a su separacion previa. Ademas, la presencia de otras sustancias, tales como ziram
o fenol, también origina graves interferencias sobre las sefiales amperométricas de

tiram y disulfiram.

Por este motivo y con objeto de evaluar los electrodos compésitos de grafito-
teflon como detectores amperométricos en HPLC, se ha escogido la determinacion
conjunta de tiram y disulfiram en presencia de ziram como problema analitico para

desarrollar un método cromatografico apropiado.

La optimizacion de las condiciones experimentales, tales como la eleccion del
disolvente organico utilizado en la fase movil, asi como su porcentaje, el potencial
aplicado al electrodo compdsito y el tiempo transcurrido entre la mezcla de
carbamatos y la inyecci(’)ﬁ de dicha mezcla se ha llevado a cabo empleando una
configuracion de célula de flujo de tipo wall-jet. La composicion del electrodo
indicador, es decir, una mezcla de grafito y 40% de teflon, asi como €l componente
acuoso de la fase movil (regulador fosfato de pH 7.4) son los mismos que los

utilizados en capitulos precedentes.

IIL.5.2.1.- Eleccion de la fase movil

Antes de incorporar la columna cromatografica al sistema, se realizaron
experimentos con el fin de evaluar la variacion de la respuesta amperométrica del

electrodo composito de grafito-40% teflon cuando se rebaja la polaridad de una



Grafito-teflon 255

disolucién de regulador fosfato 0.01 mol L™ de pH 7.4, empleada como portador,
debido a la adicién de diferentes proporciones de metanol o acetonitrilo. Para ello,
se inyectaron en el sistema desprovisto de la columna cromatografica, alicuotas de
disoluciones de 60 ug L' de tiram, preparadas en el mismo medio que el portador,
empleando un caudal de 2.0 mL min" y aplicando al electrodo indicador un

potencial de +1.0 V.

Al aumentar el contenido de disolvente organico se observd una fuerte
disminucion de la intensidad de pico y un aumento de la corriente de fondo (ver
Tabla LXX). Asi, empleando un 25% de metanol en la fase movil, la sefial
amperomeétrica disminuia un 80%. Si el porcentaje de metanol se incrementa hasta
un 50%, la disminucién en la intensidad de pico era del 95%. Cuando se utilizé una
proporcion de metanol del 75%, el ruido de la linea base era mayor que la seifial

analitica obtenida.

12-
1 2
1.0 -
I, HA 0.8 4
0.6 -
S
0.4 - T T T
0 100 200 300 400
t, s
Figura 128

Seriales obtenidas cuando se inyectan 0.15 pg de tiram en el sistema desprovisto de columna
separadora, empleando como fase movil H,PO,/HPO/ 0.1 mol L, pH 7.4 modificada con
un 25% de: (1) metanol, (2) acetonitrilo. Caudal: 2.0 mL min”’; V., = 10 uL; E= +1.0 V.
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Cuando se empleo acetonitrilo como modificador organico de la fase movil,
la disminucion de la sefial fue algo menor. Por e¢jemplo, cuando el contenido de
acetonitrilo en la fase movil era del 25%, la intensidad de pico era un 70% menor
que la obtenida en medio regulador fosfato 0.01 mol L. Sin embargo, el nivel de
ruido y la corriente de fondo son considerablemente menores que cuando se empled
metanol (Figura 128). Para una proporcion del 75% de acetonitrilo se observo

precipitacion de fosfato.

Teniendo en cuenta estos resultados, se ha escogido acetonitrilo como

modificador de la fase movil.

IILS5.2.2.- Influencia del potencial aplicado-

En el apartado I11.5.1.1 se ha discutido la eleccioén de un valor del potencial
aplicado al electrodo indicador de +1.0 V cuando se llevd a cabo deteccion
amperométrica de tiram y disulfiram en un sistema FIA empleando una disolucion
portadora acuosa. Con objeto de averiguar si la presencia de acetonitrilo en la fase
movil puede alterar el valor de potencial mas apropiado para realizar 1a deteccion
amperométrica, se efectuaron medidas de la corriente de pico para distintos valores
de potencial, en el intervalo +0.50-+1.20 V, cuando se inyectaron 10 uL. de una
disolucion de 180 pg mL"' de tiram en una fase mévil constituida por una mezcla
de acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L de pH 7.4 40:60 v/v, en ausencia de

columna separadora. Los datos obtenidos se representan en la Figura 129,

La forma de la curva es muy parecida a la obtenida en ausencia de
acetonitrilo en la disolucién portadora (véase la Figura 97), con una meseta de
intensidades bien definida entre +0.90 y +1.1 V. Por consiguiente, se ha escogido
para estudios subsiguientes el mismo valor de potencial de +1.0 V para ser aplicado

al electrodo composito de grafito-teflon utilizado como indicador.
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Figura 129

Influencia del potencial aplicado sobre la intensidad de pico de 180 ug L' de tiram, sobre un
electrodo composito de grafito-40% teflon, empleando como portador acetonitrilo: regulador
fosfato 0.1 mol L* (pH 7.4) 40:60; caudal: 2.0 mL min™.

IIL5.2.3.- Comparacién de la respuesta del electrodo compésito de grafito-

teflon con un electrodo de carbono vitrificado

Un aspecto muy importante por lo que respecta a la aplicabilidad y a la
utilidad reai como detector amperométrico en sistemas en flujo del electrodo de
grafito-teflon, es comprobar si este material mejora las prestaciones de los materiales
electrdédicos normalmente empleados en los detectores electroquimicos. Entre éstos,
el electrodo de carbono vitrificado puede considerarse como el mas ampliamente
utilizado, por lo que parece conveniente comparar la respuesta de ambos tipos de
materiales electrodicos frente a los analitos estudiados. Para ello, se comparé dicha
respuesta cuando se realizaron inyecciones sucesivas de 2.25 pg de disulfiram en el
sistema desprovisto de columna cromatografica, por el que circula la fase movil
(40:60 v/v acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L™ de pH 7.4) a un caudal de 2.0

mL min™. En la Figura 130 se muestran las sefiales obtenidas.
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Figura 130

Inyecciones sucesivas de 2.25 pg de disulfiram en una disolucién portadora constituida por
40:60 v/v acetonitrilo: regulador fosfato 0.1 mol L (pH 7.4) que circula a un caudal de 2.0
mL min’, empleando como electrodo indicador: (A) un electrodo compésito de grafito-40%
teflon y (B) un electrodo de carbono vitrificado.
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Como puede observarse, con el electrodo de grafito-teflon se obtiene una
respuesta muy reproducible, mientras que empleando el electrodo de carbono
vitrificado se produce un fuerte ensuciamiento de la superficie electrédica que
conduce a una drastica disminucion de la sefial analitica, la cual desaparece tras 6

inyecciones consecutivas.

Ademas, puede apreciarse como la mégnitud de la intensidad de pico
obtenida es mucho mayor sobre el electrodo de grafito-tefléon. Otra importante
diferencia ventajosa del empleo del electrodo compdsito es el menor tiempo que se
necesita para alcanzar una linea base estable. Como puede verse en la Figura 130,
al cabo de aproximadamente 400 segundos se obtuvo una corriente de fondo estable
con el electrodo de grafito-teflon, mientras que fue necesario esperar al menos 1500
segundos para estabilizar la linea base cuando se utilizé el electrodo de carbono

vitrificado.

Todas estas importantes ventajas practicas demuestran la potencialidad de los
electrodos compositos de grafito-teflon para ser utilizados como detectores

amperométricos en sistemas en flujo.

IT1.5.2.4.- Separacion de tiram, disulfiram, ziram y fenol

Con objeto de lograr las condiciones experimentales Optimas para poder
proceder a la separacion de las cuatro especies estudiadas, en primer lugar se ha
" estudiado el efecto de la proporcion de acetonitrilo empleado en la fase moévil sobre
las caracteristicas de retencién de tiram, disulfiram, ziram y fenol. En la Tabla
LXXII se muestran los factores de capacidad obtenidos para estos compuestos
cuando se inyectaron 0.6 pug de cada uno de ellos individualmente en las fases
moviles con diferentes proporciones de acetonitrilo. Como puede deducirse, el ziram

no interacciond con la fase estacionaria utilizada y su tiempo de retencién coincide
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practicamente con el valor de t, calculado a partir de los datos de control de calidad
de la columna. No obstante, cuando se inyecto acetonitrilo puro en el sistema, no se
observé ninguna perturbacion de la linea base a t,, por lo que la determinacion de
ziram podria llevarse a cabo sin dificultad. Los valores de k' que aparecen en la

Tabla LXXII se han calculado tomando el tiempo de retencidén de ziram como t,.

Tabla LXXI1

Factores de capacidad obtenidos para tiram, disulfiram, ziram y fenol en fases moviles
constituidas por proporciones diferentes de acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L' (pH 7.4).
Cantidad inyectada: 0.6 ug de cada sustancia Caudal: 2.0 mL min”.

Fungicida Fase movil

Acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L'

40:60 45:55 50:50 60:40

Ziram 0 0 0 0
Fenol 2.0 1.3 1.1 0.9
Tiram 7.0 4.2 3.0 2.0
Disulfiram 323 28.6 15.9 79

Cuando se utilizaron porcentajes de acetonitrilo en la fase movil iguales o
menores al 40%, el disulfiram present6 tiempos de retencion mayores de 30 minutos
y, por consiguiente, su sefial se ensanchaba demasiado y el tiempo de analisis

aumentaba considerablemente.

Por otra parte, como era de esperar, al aumentar el contenido de acetonitrilo
en la fase mévil, el 4rea de pico disminuyé considerablemente, tanto para el tiram
como para el disulfiram, como consecuencia de la disminucién en el coeficiente de

difusién al variar la fuerza idnica y la viscosidad del medio. La resolucion hasta la
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linea base de las seiiales de ziram, tiram y disulfiram se consigut6 empleando un

contenido de acetonitrilo del 45% en la fase movil (Figura 131).
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Figura 131

Cromatogramas obtenidos para una mezcla de 45 ug mL" de ziram (1), 80 pg mL"' de tiram
(2) y 80 pg mL' de disulfimm, empleando como fase mévil una mezcla 45:55
acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L' (pH 7.4); caudal: 2.0 mL min™; V= 10 uL; E=
+1.0 V.

Un aspecto analitico importante del problema planteado con esta separacion
es que se observo que al inyectar una mezcla de tiram y disulfiram inmediatamente
después de su preparacion, aparecian los dos picos correspondientes en el
cromatograma, pero que, si la inyeccion se realizaba transcurridos unos pocos
minutos después de preparar la disolucion, aparecia un tercer pico en el
cromatograma con un tiempo de retencion intermedio (k'= 6.9 para un 50% de
acetonitrilo). Este pico corresponde probablemente al N,N-dietil-N',N'-dimetiltiuram
disulfuro, habiéndose descrito este efecto previamente por Smith y col. [77], que
puede atribuirse a la rotura del enlace -S-S- central y posterior recombinacién de los

fragmentos procedentes de moléculas diferentes.
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En la Figura 132 se muestran los cromatogramas correspondientes a
inyecciones de 10 pL de una disclucidén que contiene 60 ug mL™' de tiram y 60 pug
mL* de disulfiram, realizadas justo después de la preparacioén de la mezcla y al cabo

de diferentes tiempos transcurridos desde dicha preparacion.

N

0 5 10 15

Tiempo de retencidn, min

Figura 132

Cromatogramas obtenidos para una mezcla de 60 pg mL' de tiram (1) y 60 pg mL"' de
disulfiram (2), cuando la inyeccion se realizé inmediatamente después de la mezcla (a), y al
cabo de: (b) 15 minutos, (¢) 90 minutos, (d) 180 minutos después de su preparacién. (3) N,N-
dietil-N',N'-dimetiltiuram disulfuro. Fase moévil: 50:50 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol
L' (pH 7.4); caudal: 2.0 mL min"'; V, = 10 pL; E= +1.0 V.,
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A medida que aumenta el tiempo transcurrido entre la preparacion de la
disolucion y su inyeccion, disminuye el area de pico del tiram y del disulfiram,
mientras que aumenta la seiial correspondiente al compuesto de retencion intermedia,
hasta aproximadamente 90 minutos. Para tiempos superiores, no se observo ninguna
variacién apreciable en las sefiales, por lo que se dedujo que, en estas condiciones,

se alcanzaba el estado de equilibrio.

El compuesto de retencion intermedia mencionado no aparecia en los
cromatogramas cuando se inyectaron mezclas de tiram y ziram, incluso aunque dicha
inyeccion se realizara después de 90 minutos de haber preparado la disolucién de la
mezcla binaria. Por el contrario, cuando se cromatografi¢ una mezcla de ziram y
disulfiram transcurridos unos pocos minutos desde su preparacion, aparecieron cuatro
picos en el cromatograma, con factores de capacidad de 0, 3.0, 6.4 y 15.7 cuando
se empled un 50% de acetonitrilo en la fase moévil (Figura 133). El tiempo de
retencion del segundo eluato coincide con el tiempo de retencién del tiram en estas
mismas condiciones, de forma que puede deducirse que en la disolucién coexistian

ziram, tiram, disulfiram y el mencionado N,N-dietil-N',N'-dimetiltiuram disulfuro.

La resolucion hasta la linea base de los picos correspondientes a estos cuatro
compuestos se consignié utilizando una fase moévil constituida por
acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L' de pH 7.4 45:55 y un caudal de 2.0 mL
min"'. Por consiguiente, estas condiciones experimentales han sido las escogidas para
la realizacion de los calibrados y la determinacion de tiram en muestras de

manzanas.

Sin embargo, si la disolucién de trabajo contiene fenol, su seiial solapa con
el pico del ziram, aunque no interfiere en la determinacidn de tiram y disulfiram. Si
se quiere llevar a cabo una separacion completa de todos los compuestos, incluido
el fenol, es necesario rebajar el porcentaje de acetonitrilo utilizado en la fase mavil,

asi como modificar el caudal durante el desarrollo del cromatograma con-el fin de
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evitar una excesiva retencion del disulfiram. Dicho aumento del caudal provocé
deriva en la linea base, como ocurriria si el problema se¢ resolviera empleando un
gradiente de fase mévil. En la Figura 134 se muestra el cromatograma obtenido para
una mezcla de ziram, fenol, tiram y disulfiram, empleando un 38% de acetonitrilo
en la fase mévil y un caudal de 1.5 mL min™ entre los puntos marcados con (a) y
(b), y de 5 mL min" a partir de (b). La inyeccién de una alicuota de 10 pL se

realizd inmediatamente después de la preparacion de 1a mezcla.
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Figura 133

Cromatograma obtenido para una mezcla de 60 pg mL' de ziram (1) y 60 pg mL"' de
disulfiram (4), cuando la inyeccién se realizé después de 90 minutos de la preparacién de la
disolucién. (2) tiram y (3) N,N-dietil-N'N'-dimetiliuram disulfuro. Fase mévil: 50:50
acetonitrilo:regulador fosfato (.01 mol L (pH 7.4); caudal: 2.0 mL min™; V= 10 pL; E=
+1.0 V,
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Figura 134

Cromatograma obtenido para una mezcla de 30 pg mL" de ziram (1), 30 ug mL" de fenol (2),
30 pg mL* de tiram (3) y 60 pg mL" de disulfiram (4), inyectada inmediatamente después
de la preparacién de la disolucion. Fase mdvil: 38:62 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol
L' (pH 7.4). Caudal: 1.5 mL min" desde (a) hasta (b) y 5.0 mL min" a partir de (b). V=
10 pL; E= +1.0 V. '

ITL.5.2.5.- Curvas de calibrado. Comparacién de las configuraciones wall-jet

y thin-layer

En este apartado se han realizado calibrados tanto para tiram como disulfiram
en presencia de una concentracién constante de ziram (45 pg mL™' en el caso del
intervalo de concentraciones superior considerado y 4.5 pg mL"' para el intervalo de

concentraciones inferior).

Con fines comparativos, se han empleado dos configuraciones diferentes de

la célula de flujo para obtener dichas curvas de calibrado, una la ya empleada de tipo
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wall-jet y otra con la configuracion thin-layer. En la Tabla LXXIII se recogen las
caracteristicas de los calibrados obtenidos. A modo de ejemplo, en la Figura 135 se
muestran los cromatogramas utilizados para construir el calibrado correspondiente
al intervalo superior de concentraciones ensayado cuando se utiliza la configuracion

thin-layer en la célula de flyjo.

Tabla LXXIII

Calibrados obtenidos para tiram y disulfiram, en presencia de ziram, mediante HPLC con
deteccion amperométrica sobre un electrodo compdsito de grafito-40%teflon, empleando
configuracion wall-jet y thin-layer; E = +1.0 V; Fase mgvil: 45:55 acetonitrilo:regulador
Sfosfato 0.01 mol L' (pH 7.4). Caudal: 2.0 mL min’'; Viw= 10 pL.

Fungicida  Configuracién Intervalo Coeficiente de Pendiente, Ordenada en el
célula de flujo  lineal, mg L~ correlacién pA s mg! origen, pA s
- +
Wallet 2-10 0.998 0.212+0.008 -0.039+0,05
. 10-100 0.9990 0.24£0.03 -0.7£0.9
Tiram
A 1-10 0.9993 0.200.02 0.01+0.06
Thin-layer
10-100 0.9998 0.1343+0.0002 0.4+0.2
. - . 1910, 00,
Wall-jet 6-10 0.99997 0.19+0.02 0.0+0.1
: 10-100 0.9992 0.16+0.01 - 0.3+06
Disuifiram
- . 1320, 0140,
Thin-layer 4-10 0.9990 0.13x0.01 0.01+0.09
10-100 0.9998 0.123£0.003 0.1£0.2

Como puede apreciarse en la Tabla LXXIII, la sensibilidad es siempre
ligeramente mayor cuando se emplea la configuracién wall-jet. Sin embargo, la
corriente de fondo es considerablemente mayor para esta configuracion, asi como el
ruido en la linea base y el tiempo necesario para la estabilizacion de dicha linea base
antes de efectuar la inyeccion. Dicho tiempo depende de que el electrodo compoésito
de grafito-teflon sea completamente nuevo o haya sido ya utilizado en experimentos
anteriores. Cuando el electrodo se emplea por primera vez, se requiere un mayor

tiempo de acondicionamiento hasta ofrecer una linea base estable (35-40 minutos en
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el caso de la configuracidn wall-jet y 10-15 minutos en el caso de la configuracién
thin-layer), mientras que para realizar el segundo o posteriores cromatogramas este
periodo de estabilizacion se reduce considerablemente (aproximadamente 10 minutos
para la configuracion wall-jet y menos de 5 minutos para la configuracion thin-

layer).

Como consecuencia de que la magnitud y el ruido de la corriente de fondo
son menores empleando la configuracidn thin-layer, es posible determinar cantidades

algo mas bajas de ambos fungicidas con esta configuracion.

0.2 uA

15 min

b
L_g
4‘ 9 \
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Figura 135

Cromatogramas obtenidos cuando se inyectan disoluciones constituidas por mezclas de 45 pg
mL" de ziram con las siguientes cantidades de tiram y disulfiram: (1) 10, (2) 20, (3) 40, (4)
60, (5) 80, (6) 100 pg mL"’, empleando configuracion thin-layer. E,= +1.0 V; Fase mévil:
45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L (pH 7.4). Caudal: 2.0 mL min™; V=10 pL.
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En la Tabla LXX1V se recogen las caracteristicas analiticas obtenidas a partir
de los calibrados correspondientes. Los valores de la desviacion estandar relativa se
han calculado a partir de la medida de 10 disoluciones diferentes que contenian 2.0
pg mL™! de tiram, 6.0 pg mL" de disulfiram y 4.5 pg mL" de ziram en el caso de
la configuracién wall-jet y 1.0 ug mL™" de tiram, 4.0 ug mL™' de disulfiram y 4.5 pg
mL" de ziram en el caso de la configuracion thin-layer. Los limites de determinacién
y de deteccion se han calculado empleando los criterios 10 s y 3s,/m definidos en

del Apartado III.1.5.

Tabla LXXIV

Caracteristicas analiticas obtenidas para la determinacion de tiram y disulfiram en presencia
de ziram, mediante HPLC con deteccion amperométrica sobre un electrodo compdésito de
grafito-40% teflén, empleando configuracion wall-jet y thin-layer; E_= +1.0 V; Fase mévil:
45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L (pH 7.4). Caudal: 2.0 mL min"; V, = 10 pL.

Fungicida  Configuracion RSD, % Limite de Limite de
célula de flujo determinacién, mg L  deteccién, mg L™
. 1-j 5.3 . .
Tiram Wall-jet 1.2 0.4
Thin-layer 34 0.49 0.14
Disulfiram Wall-jet 6.4 3.4 1.0
Thin-layer 4.9 23 0.7

Como puede deducirse a partir de los datos de la Tabla LXXIV, se han
obtenido limites de determinacién y de deteccion inferiores, asi como una mejor
repetibilidad, tanto para tiram como para disulfiram, cuando se utilizé una

configuracion thin-layer en la célula de flujo.
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111.5.2.6.- Determinacion de tiram en manzanas contaminadas

Como aplicacion del método desarrollado mediante HPLC con deteccion
amperométrica sobre el electrodo compasito de grafito-teflon, se ha llevado a cabo
la determinacion de tiram en muestras de manzanas contaminadas con 0.5 mg de
tiram por Kg de manzana, siguiendo el procedimiento descrito en el Apartado
11.4.3.3. Como ya se puso de manifiesto en el apartado de Introduccion, el tiram se
utiliza ampliamente como un activo fungicida, habiéndose encontrado en este tipo
de fruta. Las cantidades permitidas en aplicaciones agricolas son de 0.03-0.01 g Kg™'.
En primer lugar, el procedimiento propuesto se aplicé a una muestra de manzanas

sin contaminar (muestra blanco).

1 0.05 pA

1 2 4 5 8
I L} T L} 1
o 10 20 3o
t, min
Figura 136

Cromatogramas obtenidos para un extracto de una muestra de manzanas sin contaminar: (1)
inyeccién del blance, (2-6) adiciones sucesivas de 5 pg mL™ de tiram a alicuotas de este
extracto. Fase mévil: 45:55 acetonitrilo:regulador fosfato 0.01 mol L' (pH 7.4); caudal: 2.0
mL min™; V, = 10 pL; E = +1.0 V.
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En la Figura 136 se muestran las sefiales obtenidas cuando se inyect6é una
alicuota del extracto de la muestra blanco (1), asi como las seiiales correspondientes
a las adiciones sucesivas de 5 pg mL™ de tiram a alicuotas de dicho extracto (2-6).
Los valores de la pendiente y de la ordenada en el origen de la curva de calibrado
construida de este modo fueron 0.120+0.006 pA s L mg’ y 0.1 = 0.1 pA s,
respectivamente (1= 0.9995). Como puede observarse, antes del pico correspondiente
al tiram, aparecid otra sefial en el cromatograma, qué puede corresponder a algun
compuesto endégeno presente en ¢l extracto de las manzanas, pero que no interfiere

en absoluto en la cuantificacién del tiram en las condiciones de trabajo escogidas.

El procedimiento mencionado se aplicé seguidamente a la determinacion
de tiram en 3 muestras de manzanas contaminadas a un nivel de concentracion de
0.5 ug g, lo que implica una concentracioén final de tiram en la disolucion analitica
de 5.0 pg mL" La concentracién media encontrada fue de 4.840.2 pg mL’
(0.48+0.02 ug g, lo que supone una recuperacion media del 97+3 % para un nivel
de significacion de 0.05. Esta recuperacién es mejor que la obtenida por otros
autores para el mismo tipo de muestra y el mismo nivel de concentracion de tiram,
utilizando diferentes métodos basados en HPLC con deteccion ultravioleta
[75,79,93], lo que indica que el método propuesto por nosotros es apropiado para la

determinacion de tiram en este tipo de muestras.
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I.- En este trabajo se han desarrollado dos tipos de electrodos compésitos
diferentes que contienen grafito en polvo como fase conductora mezclado en cierta
proporcion con un material aislante que ofrece consistencia a la matriz electrédica.
Las caracteristicas fisico-quimicas de cada fase y la proporcién en que se mezclan
confieren a los materiales resultantes diversas propiedades que hacen que su
utilizacién como electrodos indicadores presente miiltiples ventajas frente al empleo

de electrodos convencionales.

Electrodo de pasta de carbono modificado con ftalocianina de cobalto

2.- El primer electrodo desarrollado ha sido un electrodo de pasta de carbono
modificado con el mediador redox ftalocianina de cobalto. La pasta de carbono es
una matriz electrodica facil de modificar por mezélado directo con los materiales
modificadores para conseguir el efecto deseado, lo que constituye una primera

ventaja frente a otros materiales electrodicos.

3.- La utilizacién de la ftalocianina de cobalto como mediador redox mezclada
intimamente con la pasta de carbono disminuye el sobrepotencial necesario para que
se produzca la oxidacidn electroquimica de los fungicidas tiram y disulfiram sobre
el electrodo. Para ambas sustancias se produce un desplazamiento del potencial de
pico hacia valores menos positivos (alrededor de 100 mV) y un aumento de la
intensidad de pico (+40% en términos de relacion sefial-ruido) cuando se emplea el
electrodo modificado en comparacién con el electrodo de pasta de carbono sin

modificar.

4.- Ambos fungicidas se adsorben a circuito abierto sobre la superficie del
electrodo de pasta de carbono modificado. Este proceso de adsorcion puede utilizarse
como etapa de preconcentracion efectiva antes de llevar a cabo las medidas

cuantitativas de los fungicidas, lo que se traduce en un aumento considerable de la
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intensidad de los picos de oxidacion obtenidos. La capacidad de preconcentracion
es mucho mas acusada en el caso del disulfiram, probablemente debido a su caracter
mas hidrofobico y, por tanto, a su mayor afinidad por el aglutinante apolar de la

pasta de carbono.

5.- A pesar de que la adsorcion irreversible de los fungicidas sobre el electrodo
hace necesaria la renovacion de la superficie electrédica después de cada medida, la
reproducibilidad de las sefiales analiticas puede considerarse aceptable incluso a los
niveles de concentracion mas bajos. Empleando voltamperometria diferencial de
impulsos en la etapa de redisolucién se obtuvieron limites de deteccion de 7.1x10®

y 2.2x10® mol L' para tiram y disulfiram, respectivamente.

6.- Estos resultados permiten concluir que los electrodos de pasta de carbono
modificados con ftalocianina de cobalto combinan dos éspectos fundamentales que
les confieren gran utilidad analitica para la determinacién voltamperométrica de
fungicidas como el tiram y el disulfiram, como son preconcentracion vy
electrocatalisis. Como prueba de ello, el método desarrollado se aplico a la

determinacion de tiram en muestras contaminadas de fresas.

7.- Sin embargo, este. electrodo modificado no ofrece tan buenos resultados
cuando se pretendioé utilizarlo como detector amperométrico en analisis por inyeccion
en flujo. Por una parte, cuando se aplica un potencial constante al electrodo de pasta
de carbono modificado, la intensidad de las sefiales FIA va disminuyendo al realizar
inyecciones sucesivas de fungicida, probablemente como consecuencia del
ensuciamiento progresivo de la superficie electrodica dada la capacidad de los
compuestos estudiados para adsorberse sobre la superficie del electrodo modificado.
Este problema pudo resolverse de forma satisfactoria aplicando al electrodo indicador
un programa de deteccidn amperométrica de impulsos que alterna polarizacion

anodica (para la deteccién) y catddica (para la limpieza) del electrodo.
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8.- Por otro lado, cuando se trabaja en condiciones de elevada sensibilidad, se
observa que la corriente de fondo no es estable, sino que aurnenta considerablemente
con el tiempo, lo que da lugar a una falta considerable de exactitud en las medidas
que impide Ia determinacién de los fungicidas a bajos niveles de concentracién (~
107 mol L!). Este efecto se debe al hinchamiento de la pasta de carbono por el

contacto prolongado con el caudal de la disolucion portadora.

Evaluacion cuantitativa de tiram y disulfiram mediante técnicas quimiométricas

multivariantes

9.- La proximidad entre los respectivos potenciales de las sefiales de oxidacion
electroquimica de tiram y disulfiram mediante voltamperometria diferencial de
impulsos sobre el electrodo de pasta de carbono modificado, da lugar a que se
obtenga un tunico pico de oxidacién cuando se analizan mezclas de estos dos
fungicidas, lo que, obviamente impide su determinacién conjunta en una misma
muestra con un analisis voltamperométrico directo. Una manera de resolver este
problema es mediante la aplicacion de técnicas quimiométricas multivariantes, como
regresién por componentes principales (PCR), regresion por minimos cuadrados
parciales (PLSR) e incluso el empleo de redes neuronales. Los mejores resultados,
en términos de menor error en la prediccidon cuantitativa de mezclas de ambos
fungicidas, se han obtenido mediante la aplicacion de redes neuronales de
propagacion hacia atras que introducen elementos de calculo no lineales en el
modelo, siendo posible asi explicar una posible pérdida de linealidad en las sefiales

analiticas obtenidas para las mezclas de los fungicidas.



276 Conclusiones

Electrodo compdsito de grafito-teflon

10.- El segundo electrodo desarrollado ha sido un electrodo compoésito de grafito-
poli(tetrafluoroetileno) -teflon-. El material resultante, con un contenido en teflon del
40%, presenta una resistencia mecanica y quimica muy superior a la de la pasta de
carbono, lo que proporciona al electrodo resultante una serie de cualidades para su
empleo como electrodo voltamperométrico y como detector electroquimico en

sistemas en flujo.

11.- Mediante voltamperometria de barrido lineal se observé que la adsorcion de
tiram y disulfiram sobre la superficie del electrodo compdsito es mucho mas fuerte
que sobre el electrodo de pasta de carbono modificado con ftalocianina de cobalto.
Este efecto, que puede estar relacionado con la presencia de cargas electrostaticas
superficiales, confiere al clectrodo una gran sensibilidéd en la respuesta obtenida
para la oxidacion voltamperométrica de los fungicidas. Esta fuerte adsorcion también
es responsable del desplazamiento del potencial de pico de los fungicidas hacia
valores de potencial aproximadamente 200 mV menos positivos con respecto a la

respuesta obtenida con un electrodo de pasta de carbono.

12.- Después de cada medida voltamperomeétrica, la superficie del electrodo se
regenera electroquimicamente aplicando un potencial de -1.2 V durante 30 segundos,
lo que constituye una gran ventaja con respecto al empleo de los electrodos de pasta
de carbono modificados, que requieren una renovacion de la superficie del electrodo
con pasta nueva después de cada medida. Ademas, gracias a la consistencia del
material electrodico, es posible lijar la superficie del electrodo para obtener un

electrodo nuevo cuando sea necesario.

13.- En sistemas en flujo, el empleo del electrodo de grafito-teflon como detector
amperométrico ofrece importantes ventajas practicas, en contraposicion a lo

comentado con el electrodo de pasta de carbono modificado. Empleando la
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metodologia caracteristica del analisis por inyeccion en flujo, no se ha observado
ensuciamiento de la superficie del electrodo cuando se realizan inyecciones sucesivas
de tiram y de disulfiram a cualquier nivel de concentracion, a pesar de la fuerte
adsorcién de los fungicidas sobre este material electrddico observada en discontinuo.
Normalmente, la respuesta del electrodo se mantiene constante durante toda la
jornada de trabajo sin necesidad de efectuar ningiin procedimiento de limpieza o
pretratamiento del mismo. Ademas, el material electrédico no se deteriora en
contacto con la disolucioén portadora, incluso cuando ésta contiene proporciones
elevadas de un disolvente organico. Los limites de deteccién obtenidos son 4.3x10°8
y 2.0x10® mol L™ para tiram y disulfiram, respectivamente. La determinacion de
tiram en aguas contaminadas a un nivel de concentracion de 40 ug L™ proporciona

recuperaciones entre el 97 y el 103%.

14.- Los procesos de adsorcion que tienen lugar sobre la superficie del electrodo
se han aprovechado para desarrollar un método de analisis basado en la
preconcentracion por adsorcién en continuo de los fungicidas. Puesto que solo
originan una sefial analitica las especies capaces de adsorberse sobre la superficie del
electrodo en las condiciones de trabajo, la técnica es potencialmente mucho mas

selectiva que el analisis por inyeccién en flujo convencional.

15.- Mediante el acoplamiento de una pequefia columna de separacion al sistema
FIA es posible llevar a cabo la separacién on-line de tiram y disulfiram de forma

sencilla en mezclas binarias de ambos fungicidas.

16.- El electrodo compdsito de grafito-teflon es también apropiado como detector
amperométrico en HPLC. La integridad de la matriz electrodica en medios de
elevado contenido en disolventes organicos, como los que se emplean en
cromatografia, constituye una gran ventaja frente a otras matrices electrodicas como

puede ser la pasta de carbono.
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17.- Otra importante ventaja es, sin duda alguna, el hecho de que el electrodo no
se ensucia tras inyecciones sucesivas de compuestos que presentan gran afimdad por
adsorberse sobre su superficie, como pueden ser tiram y disulfiram, al contrario de
lo que ocurre con los materiales electrodicos normalmente empleados en deteccion
electroquimica en HPLC, como es el carbono vitrificado, cuya respuesta disminuye
dristicamente, e incluso desaparece al cabo de 6 o 7 inyecciones sucesivas de

fungicida.

18.- Mediante cromatografia liquida de alta resolucion es posible determinar tiram
y disulfiram en presencia de ziram. Estos tres fungicidas presentan un
comportamiento electroquimico muy similar. Todos ellos se adsorben sobre la
superficie del electrodo y sus sefiales voltamperométricas se superponen, de forma
que interfieren entre si, tanto en continuo como en analisis por inyeccién en flujo,

por lo que se ha recurrido a su separacioén cromatografica previa a la determinacion.

19.- La introduccion en el sistema cromatografico de mezclas de derivados del
acido ditiocarbamico que poseen sustituyentes alquilicos diferentes (metilo en el caso
del tiram y ziram, y etilo en el caso del disulfiram), da lugar a cromatogramas con
un namero de picos superior al numero de compuestos que se mezclan, lo que
implica que, de alguna manera, las moléculas interaccionan entre si e intercambian
los grupos amino, dando lugar a la formacidn de compuestos que no estaban

inicialmente presentes en la mezcla.

20.- Con fines comparativos, se han empleado dos configuraciones diferentes de
la célula de flujo: wall-jet y thin-layer. La configuracion thin-layer resulta mas
apropiada para la deteccion amperométrica puesto que se obtiene una mejor
repetibilidad de las seiiales, una corriente de fondo mas pequeiia y con menos ruido

y un limite de deteccion mas bajo tanto para el tiram como para el disulfiram.
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21.- A modo de aplicacion, se llevo a cabo la determinacion de tiram en muestras
de manzanas contaminadas a un nivel de 0.5 mg de tiram por Kg de manzana,
obteniéndose una recuperacion media del 97+3%. Esta recuperacion es mejor que las
reportadas en la literatura, para el mismo tipo de muestra y el mismo nivel de
concentraciéon del fungicida, empleando distintas metodologias de HPLC con

deteccion ultravioleta.
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