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1. Resumen

La vainillina (4-hidroxi-3-metoxi-3-metoxibenzaldehido) es ampliamente utilizada en la
industria alimentaria, siendo la industria de los helados y bebidas l&cteas el area la principal,
por lo que es importante evaluar su concentracion en este tipo de productos para evitar
posibles adulteraciones o mala calidad, que podrian tener efectos dafiinos a la salud de los

consumidores.

En los Gltimos afios se han desarrollado electrodos para la determinacion de la vainillina. Sin
embargo, su rango de deteccidn esta por debajo del rango de concentracion de vainillina
presente en helados y bebidas lacteas aromatizadas, que oscila entre 0,6 mM y 3,3 mM; o
bien en el caso de otros electrodos se requiere un tratamiento previo de la muestra, lo que
implica un mayor consumo de reactivos y tiempo, haciendo menos practica la evaluacion de

las muestras.

En este trabajo se propuso un método electroquimico de deteccion y cuantificacion de
vainillina mediante el uso de un electrodo de carb6n vitreo recubierto con una tinta de
nanoparticulas de oro soportadas en carbdn vulcan y dispersas en Nafion (AuNP/carbon
vulcan-Nafion) y con una tinta de un compdsito de nanoparticulas de oro e hidroxidos doble
laminares soportadas en carbén vulcan y dispersas en Nafion (LDH-AuNP/carbén vulcan-
Nafion), con el propoésito de evaluar las propiedades cataliticas y electroquimicas que exhiben
las nanoparticulas de oro y poder comparar como afecta su dispersion en el método de

deteccion.

En este trabajo de tesis, la sintesis de AuNPs se llevd a cabo por el método de reduccion
quimicay coprecipitacion para la sintesis de LDH-AuUNPs. Posteriormente, ambos materiales
se caracterizaron por SEM vy se utilizaron para evaluar la concentracion de vainillina en

soluciones buffer, helados y bebidas lacteas saborizadas.

Los métodos de deteccion fueron electroquimicos y a partir de ellos se pudo realizar la curva
de calibracion, se obtuvieron las ecuaciones de disefio y el limite de deteccidn en cada uno
de los productos donde se evalud la vainillina (buffer, leche saborizada y helado). Los
resultados mostraron que ambos materiales son capaces de detectar vainillina dentro del

rango esperado, son sensibles y especificos y presentan un buen nivel de reproducibilidad.



Los procesos de deteccion y cuantificacion de vainilla fueron rapidos, tomando alrededor de
10 minutos por prueba, por lo que se comprobd su rapidez y eficiencia. Este método
proporciona un tiempo de respuesta rapido y un bajo coste, en comparacion con los métodos

convencionales de deteccion de vainillina en la industria alimentaria.

Palabras clave: vainillina, AUNP, LDH-AuUNP, sensor, electroquimica.



2. Abstract

Vanillin  (4-hydroxy-3-methoxy-3-methoxybenzaldehyde) is widely used in the food
industry, being the ice cream and dairy beverage industry the main area, so it is important to
evaluate its concentration in this type of products to avoid possible adulterations or poor
quality, which could have harmful effects on the health of consumers. In recent years,
electrodes have been developed for the determination of vanillin. However, their detection
range is below the concentration range of vanillin present in ice cream and flavored milk
drinks, which ranges from 0.6 mM to 3.3 mM; or in the case of other electrodes, a previous
treatment of the sample is required, which implies a higher consumption of reagents and time,

making the evaluation of the samples less practical.

In this work we proposed an electrochemical method for the detection and quantification of
vanillin using a glassy carbon electrode coated with an ink of gold nanoparticles supported
on vulcan carbon and dispersed in Nafion (AuNP/vulcan carbon-Nafion) and with an ink of
a composite of gold nanoparticles and double lamellar hydroxides supported on vulcan
carbon and dispersed in Nafion (LDH-AuNP/vulcan carbon-Nafion), in order to evaluate the
catalytic and electrochemical properties exhibited by the gold nanoparticles and to compare

how their dispersion affects the detection method.

In this thesis work, the synthesis of AuNPs was carried out by the chemical reduction and
coprecipitation method for the synthesis of LDH-AuUNPs. Subsequently, both materials were
characterized by SEM and used to evaluate the concentration of vanillin in buffer solutions,
ice cream and flavored milk drinks. The detection methods were electrochemical and from
them it was possible to perform the calibration curve, the design equations were obtained and
the detection limit in each of the products where vanillin was evaluated (buffer, flavored milk
and ice cream). The results showed that both materials are capable of detecting vanillin within
the expected range, are sensitive and specific and present a good level of reproducibility. The
vanillin detection and quantification processes were fast, taking about 10 minutes per test,
thus proving their speed and efficiency. This method provides fast turnaround time and low

cost compared to conventional methods for vanillin detection in the food industry.

Keywords: vanillin, AUNP, LDH-AUNP, sensor, electrochemistry.
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4. Introduccion

La vainilla, es un agente saborizante de amplio uso en las industrias de alimentos, fragancias

y farmacéuticas (Walton et al., 2003). El mercado de vainas de vainilla es altamente

fluctuante en términos de disponibilidad, precio y calidad, debido a variaciones en el

rendimiento de las cosechas a causa de fluctuaciones del clima, enfermedades, descritas en

la Tabla 1, asi como motivos econdmicos y politicos. La calidad, asi como la disponibilidad

de la vainilla no se debe ver afectado por la cantidad limitada de vainas cultivadas a

consecuencia de estos factores, lo que ha conducido al desarrollo de vainillinas sintéticas

(Luis-Rojas et al., 2020).

Tabla 1. Principales enfermedades de las plantaciones de vainilla (Hernandez, 2011).

Origen

Efectos

Hongo Fusarium oxysporum

Hongo Colletotrichum sp.

Hongo Uromyces joffrini

Causa la pudricion de las raices, tallos y frutos,
y la mortalidad de las plantas. Se encuentra
hasta cierto punto donde se cultiva la vainilla,
principalmente donde el manejo es deficiente y

/ 0 en plantas que estan dando fruto.

Cuando Fusarium infecta la planta, es muy

dificil o imposible de eliminar.

Ataca hojas, frutos, tallos y flores. Se identifica
por pequefias manchas hundidas que son de
color marrén oscuro. Las frutas infectadas caen
de la planta antes de que maduren, por lo que el
rendimiento general disminuye, a veces hasta en
un 50%.

La roya se identifica por la presencia de pastulas
redondas de color amarillo anaranjado en el

envés (lado abaxial) de las hojas. A medida que




se desarrolla el 6xido, las pustulas crecen y se

fusionan, y finalmente secan toda la hoja.

Las plantas infectadas con Oxido dejan de
desarrollarse y, por lo tanto, su capacidad
productiva se reduce. Sin tratamiento, el 6xido

puede desfoliar plantas o plantaciones enteras.

Las hojas infectadas se sacan del vainillal y se

entierran.

El amarillamiento y la caida de la fruta
inmadura se manifiestan a altas temperaturas

Complejo de especies Fusarium incarnatum-

— . superiores a 32 ° C y baja humedad relativa
equiseti y Colletotrichum sp.

(<80%), durante meses de luz solar intensa.

La caida de la fruta ocurre 2 meses después de
la polinizacion, principalmente en junio,
después de una fuerte lluvia. La caida de fruta
varia del 15 al 90%, dependiendo del sistema de

cultivo.

La chinche es la plaga de vainilla mas dafiina
. . . que causa dafios en los tejidos de las hojas, tallos
La “chinche roja” (Tenthecoris confusus)
y frutos. Las heridas dejadas por la chinche
permiten la colonizacién de hongos y bacterias
que causan podredumbre, marchitez y

defoliacién.

En la industria de los alimentos el 75% de la vainillina se destina a las industrias del
chocolate, helados y productos lacteos. En 2010 la produccion global de helado fue de 16.3
billones de litros donde los sabores mas populares fueron vainilla, chocolate, fresa,
napolitano y limon, en ese orden. Sin embargo, en la mayoria de formulaciones la vainillina

representa un ingrediente base (Goff & Hartel, 2013). Dependiendo del sabor, origen,



contenido de grasa y aditivos, la concentracion de la vainillina varia entre 0.6 a 3.3 mM

mientras que el pH se mantiene alrededor de 6.5 (Anklam, et al. 1997; Ohmes, 1998).

La vainillina es el compuesto principal de la vainilla, lo que le da su distintivo sabor y aroma.
La vainillina natural es una de las especias mas caras y falsificadas del mundo, mientras que
la vainillina artificial tiende a ser adulterada y en caso de no ser adecuadamente purificada,

Ilega a tener trazas de solventes, reactivos y subproductos.

Estos representan problemas tanto de calidad del producto como un riesgo a la salud de los
consumidores. Por lo que es importante cuantificar la cantidad real de vainillina en los

extractos iniciales y en el producto final.

Dentro de la industria, el tiempo y costo de los procesos de produccidn marcan un eje central,
por lo que es necesario métodos asequibles, selectivos, sensibles, simples y de rapida
deteccion para monitorear la concentracion de la vainillina. Sin embargo, los métodos
actuales de deteccidon (cromatografia liquida de alta resolucion, cromatografia de gases,
electroforesis capilar y espectrofotometria UV) requieren equipos de grandes dimensiones
que también son costosos, preparacion y transporte de muestras en algunos casos, lo que

también involucra un costo de tiempo.

Los sensores electroquimicos representan una solucion por su bajo costo de construccion y
operacion, analisis rapidos, sensibilidad mejorada y simplicidad. Para mejorar la selectividad
y sensibilidad se han investigado nanomateriales, sobre todo nanomateriales metalicos, ya
gue mejoran notablemente la transferencia electronica por su alta capacidad de transferencia
de carga, esto los vuelve altamente sensibles a los cambios en la carga, la cual es dependiente
directamente de la concentracion del analito que se desea cuantificar.

Gracias a que la vainillina es un compuesto electroactivo es posible cuantificarla a través de
su oxidacion, es decir, por la transferencia de electrones al incidir sobre ella un voltaje

especifico.

Hasta ahora se han investigado diferentes materiales para desarrollar electrodos para la
deteccion y cuantificacion de la concentracion de vainillina, sin embargo, ain existen pocos
sensores para esta aplicacion y el nimero se reduce alin mas si especificamente nos

enfocamos en el rango de concentracion de vainillina en productos especificos como helados



0 bebidas lacteas saborizadas, ya que involucra también la evaluacién de las caracteristicas
particulares de estos productos como pH, temperatura, incorporacion de aire e interferentes
propios del producto, como lactosa, sacarosa y glucosa, por lo que el desarrollo de un sensor
de vainillina en estas areas resulta en un desarrollo de alto impacto industrial y de

investigacion.

Algunos ejemplos de sensores que se han investigado para la determinacion de la vainillina
se encuentran en la tabla 2, donde la mayoria han sido evaluados en productos como
extractos, galletas, chocolate y galletas cubiertas de chocolate, sin embargo, en la mayoria
no se encuentran dentro del rango de la concentracion de vainillina en helados y bebidas
lacteas saborizadas; el electrodo modificado con PVVC/grafito es el inico que se encuentra en
el rango de la concentracion de vainillina en helados y bebidas saborizadas, sin embargo el
proceso de deteccidn requiere que la muestra sea acidificada, lo que implica un tratamiento
previo de la muestra a analizar y, por lo tanto, conlleva un mayor consumo de reactivos y

tiempo, haciendo menos practica la evaluacion de muestras.

Tabla 2. Sensores desarrollados para la identificacion y cuantificacion de vainilla.

Electrodo Rango de | Limite de Referencia
operacion | deteccion
CFME cilindrico 10-700puM 4.2uM (Agui et al., 1999)
Electrodo de grafito 5-400uM 0.4uM (Bettazzi et al., 2006)

Carbon vitreo 50-300uM 0.16uM (Hardcastle et al., 2001)

Grafito/PVC 0.66-9.2mM | 0.29mM (Luque et al., 2000)

Microelectrodo de fibra de
carbono / A“',AQNPS/ Carbono 1 5 soum | 0.04uM (Zheng et al., 2010)
vitreo
Carbon vitreo/grafeno 0.1-7uM 0.056uM (Peng et al., 2012)
AuPd- grafeno/carbén vitreo 10-40uM 0.02uM (Shang et al., 2014)




Por esta razon el desarrollo de un sensor especifico que sea capaz de determinar la presencia
de vainillina y los cambios de concentracion de forma sensible representan un gran avance

en las etapas de evaluacion de calidad de productos alimenticios dentro de la industria.

5. Planteamiento del problema

Puesto que la vainillina, ya sea de origen sintético o natural, es uno de los principales
saborizantes dentro de la industria alimentaria en México como en el resto del mundo (Luis-
Rojas et al., 2020; Walton et al., 2003), la cuantificacion de la misma se ha convertido en un
proceso imperante dentro de todas las industrias que la incluyen como una de sus materias
primas, ya que se requiere que los productos finales contengan las cantidades adecuadas de
vainillina, y por tanto, poder garantizar los mas altos estandares de calidad de los mismos,
principalmente en aquellos productos que pasan a través de procesos que pueden degradarla,
como es el caso de la pasteurizacion de productos lacteos, donde se pueden sufrir alteraciones
en la temperatura y el pH, y con ello, alterar la concentracion en el producto final.

Por otro lado, al ser una de las especias mas empleadas en el mundo y de las méas costosas
cuando se trata del extracto natural, se ha vuelto también una de las especias mas falsificadas,
principalmente mediante la adulteracion de la misma a través de compuestos con propiedades
organolépticas muy similares a la molécula de la vainillina, lo cual, dentro de sus
consecuencias, ademas de traer dafios severos a la economia relacionada al mercado de la
vainilla, asi como al de los extractos obtenidos de manera sintética, la adicion de estos
adulterantes también pueden llegar a producir efectos nocivos en la salud de los
consumidores finales y aunado a su amplio uso en una gran cantidad de productos lacteos,

sus alcances pueden llegar a ser graves.

Por si mismo, el exceso de vainillina puede generar efectos severos incluyendo dolores de
cabeza por migrafia, emesis, disnea, nduseas y vomitos, y podria dafiar las funciones
hepaticas y renales (Serginoglu & Ozbek, 2018), asi como reacciones alérgicas en algunos
consumidores (Cheraghi et al., 2017) mismo efecto que podria desarrollarse al emplear

adulterantes ya que no se encuentran especificados en su composicion.



La cuantificacién es sin duda un proceso que debe llevarse a cabo en cualquier industria
alimentaria para asegurar la méas alta calidad y la seguridad alimentaria publica, sin embargo,
los procesos de cuantificacion en la concentracion de la misma que se utilizan actualmente,
tienden a ser procesos largos y excesivamente costosos, poco amigables con el medio

ambiente y con un rango de sensibilidad no tan amplio.

Como consecuencia a estos factores, no todas las industrias cuentan con equipos que
permitan el sensado dentro del mismo lugar de produccién por lo que son enviadas muestras
representativas del lote para su analisis, esto involucra un mayor consumo de tiempo y
recursos, lo que puede llegar a retrasar los procesos de produccion. En algunos otros lugares
no se hacen pruebas especificas de la calidad de la vainillina, ya que se miden otros
parametros de calidad méas generales correspondientes al producto final, como pH,
consistencia, color, olor y sabor. En estos casos no es posible medir si la concentracion de la

vainillina es la adecuada, o bien, si ha habido una adulteracion.

En este sentido es necesario desarrollar dispositivos para sustancias especificas de amplio
uso dentro de la elaboracion de alimentos en productos de alta demanda ya que, a partir de
ellas, se pueden obtener mejores perfiles de la calidad del producto final y ofrecer una mayor
seguridad alimentaria a los consumidores finales. Es importante que estos analisis sean
rapidos, seguros y confiables para no sacrificar los tiempos establecidos en las industrias, y

que, a su vez, garanticen la seguridad y calidad de sus ingredientes.

Esto vuelve al sensado de la vainillina un area de oportunidad que podria ayudar tanto a la
economia nacional e internacional, para disminuir el uso de sustancias adulteradas o

falsificadas, como a generar productos de mejor calidad y confiabilidad.

6. Justificacion

En consideracidn a los problemas actuales respecto a la cuantificacion de la vainillinay a las
areas de oportunidad de las técnicas de analisis, el desarrollo de un sensor que brinde un
mayor rango de sensibilidad, alta especificidad y que permita obtener informacion acerca de
la concentracion de la vainillina en menor tiempo, permitiria generar mejores controles de

calidad de la materia prima, en el producto a lo largo del proceso, asi como de la verificacion



de la calidad del producto final, que permita asegurar a las empresas la mejor calidad de sus
productos, que al mismo tiempo proveerian de un alto grado de confiabilidad y por otro lado,
obtener beneficios colaterales, tal como una reduccion en los costos para las industrias
alimentarias, especificamente del sector de las bebidas lacteas saborizadas y helados, al
abaratar los procesos de analisis y cuantificacion, ademas de reducir los tiempos al ser un

analisis rapido en tiempo real.

Los nanomateriales presentan propiedades particulares que permiten desarrollar sensores con
propiedades importantes como andlisis rapido, sensibles y de un rango de deteccion apto para

concentraciones y variaciones pequefias.

Las propiedades observadas y estudiadas en la literatura para las nanoestructuras de oro
muestran que este elemento presenta una superficie altamente reactiva, lo que le provee de
muy buenas propiedades de conduccion y a su vez una alta sensibilidad, que podria detectar
los cambios de concentracion de los productos lacteos saborizados, asi como de helados, aun
cuando estos cambios llegasen a ser poco significativos. Por otro lado, la mayor rapidez de
deteccion permite abrir nuevas posibilidades, tal como encontrar el punto en el cual la
vainillina pueda manifestar una degradacion, y con esto, establecer medidas y mejoras dentro

de la industria para generar procesos mas eficaces en la elaboracion de dichos productos.

El uso de nanoparticulas de oro presenta multiples ventajas a los materiales en bulto
utilizados para el sensado que podria conferir a las industrias de bebidas lacteas y helados
una solucion mas econdmica, rapida y precisa que permitira mejorar los procesos de control

de calidad en cuanto a las mediciones de este componente.

Con fines comparativos y a propoésito de elegir el material mas adecuado para la elaboracion
de este sensor se evalUa también un composito de hidréxidos doble laminares de magnesio y
aluminio con nanoparticulas de oro soportadas superficialmente (LDH-AuUNPS) para
observar los cambios que se presentan en cuanto a la sensibilidad de deteccion al proveer a

las nanoparticulas de oro de un material de soporte adicional.

Los hidréxidos doble laminares por si mismos cuentan con caracteristicas que le permiten
ser un buen material de soporte y conduccion gracias a su alta capacidad de adsorcion,

funcionalizacion, gran estabilidad quimica y térmica, de sintesis sencilla y economica



(Martinez & Carbajal, 2012), por lo que nos permite cubrir las necesidades que se reconocen

dentro de la industria para mejorar los procedimientos de analisis de calidad.

7. Hipotesis

El uso de un compdsito de oro con hidroxidos doble laminares de MgAl permitira llevar a
cabo la deteccidn de vainilla y se podra desarrollar electrodos sensibles, de rapida respuesta,
estables para su aplicacion en sensores electroquimicos de vainillina en helados y leches

saborizadas.

8. Objetivos

8.1 Objetivo general

Sintetizar y evaluar nanoparticulas de oro soportadas en hidroxidos doble laminares de MgAl
para el desarrollo de electrodos con aplicacion en sensores de vainillina en helados de crema

y bebidas lacteas saborizadas.

8.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar mediante el método de reduccion quimica nanoparticulas de oro y mediante
el método de coprecipitacién nanoparticulas de oro compuestas con hidroxidos doble

laminares de magnesio y aluminio.

e Caracterizar las nanoparticulas de oro (AuNPs) y las nanoparticulas de oro
compuestas con hidréxidos doble laminares de magnesio y aluminio (LDH-AuNPs)
electroquimicamente, mediante voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria
de pulso diferencial (DPV) vy, fisicamente mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM).

e Evaluar los electrodos con las AuNPs y las LDH-AuUNPs para la deteccion de

vainillina en soluciones sintéticas en buffer mediante la técnica de voltamperometria



ciclica (CV) y voltamperometria de pulso diferencial (DPV) asi como la
determinacion de los limites de deteccidn, la curva de calibracién y el factor de

correlacion.

Realizar la deteccién de vainillina en helados de crema y bebidas lacteas saborizadas
con concentraciones de vainillina conocidas mediante las técnicas electroquimicas de
voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de pulso diferencial (DPV) para
la determinacién de la curva de calibracion, el factor de correlacion y la ecuacién de

disefio del sensor.



9.-Marco teorico

9.1 Vainillina

La vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es el compuesto principal de la vainilla, la
cual posee su distintivo sabor y aroma (Zheng, 2010). Algunas propiedades importantes de
la vainillina estan detalladas en la Tabla 3.

Tabla 3. Identidad quimica y propiedades fisicoquimicas de la vainillina (Sinha et al., 2008).

Propiedad Datos
Formula molecular CsHsOs3
Numero CAS 121-33-5
Estructura quimica (CH30)CeH3(OH) CHO
Estado fisico Agujas blancas o ligeramente amarillas
Peso molecular 152.15 g/mol
Punto de fusion 80-81°C
Punto de ebullicion 285°C
Solubilidad en agua 19/100 mL
Densidad 1.056 g/mL
Densidad de vapor (aire=1) 5.2
Presion de vapor 2.2 x 10 mmHg (a 25°C)
Punto de inflamabilidad 147°C

Constante de disociacion pKa1=7.40, pKay;=11.4 (a 25°C)

9.2 Vainilla

La vainilla tiene denominacion de origen mexicana, ya que esta proviene de la vaina de la
orquidea endémica mexicana vanilla planifolia, la cual es originaria especificamente de
Totonacapan (region norte de Veracruz, Meéxico) Actualmente los principales productores

son México, Madagascar, Tahiti e Indonesia (Cervantes-Castillo, et al., 2018).

En México cerca del 70% de la vainillina es producida en el estado de Veracruz, mientras

que los estados de Oaxaca y Puebla producen juntos cerca del 30% restante, mientras que



cantidades mas pequefias son provistas por San Luis Potosi, Hidalgo, Chiapas y Quintana
Roo. El aroma de la vainilla mexicana es descrito como intenso, dulce, ligeramente picante
con notas de tabaco. La vainilla mexicana es la preferida en los mercados internacionales
para usos gourmet y para consumo domestico por su exquisito sabor y aroma. Se diferencia
en su aroma y sabor de otros paises por sus compuestos Unicos y en el método de curado que

recibe (Hernandez-Hernandez, 2011).

Ademas de la vainillina, la vainilla natural contiene una gran cantidad de otros compuestos
organicos. Hasta el momento, se han identificado alrededor de 200 de estos constituyentes,
de los cuales solo 26 aparecen en concentraciones superiores a 1 mg / kg. Los constituyentes
mas importantes son la vainillina (2 — 2.8%), p-hidroxibenzaldehido (~0.2%), &cido vanilico
(~0.2%), p-hidroxibenzal-metil-éter (~0.02%) y &cido acético (~0.02%) (Anklam et al.,
1997).

O/C H3

OH

Figura 1. Estructura de la vainillina

9.3 Usos de la vainillina

La vainillina se utiliza en aplicaciones alimentarias, como confiteria, panaderia, alimentos y
bebidas; y no alimentarias, en fragancias, cosmética, aromatizantes y como saborizante en
productos farmacéuticos (Walton, et al., 2003). En contraste con la vainillina natural, la
composicion de la vainilla sintética tiende a ser mucho mas simple, ya que consiste en uno o

dos componentes principales, usualmente vainillina o etil vainillina (Cheraghi, et al., 2017).



9.4 Interés cientifico de la vainillina

Dentro del sector de investigacion, la vainillina es de interés cientifico por cuatro razones
principales. La primera se refiere a la relacion de la vainillina con la via fenilpropanoide y
con los mecanismos de formacion de acidos benzoicos, incluido el acido 4-hidroxibenzoico
y el compuesto de sefializacion, acido salicilico (acido 2-hidroxibenzoico). En particular, los
mecanismos de acortamiento de la cadena de precursores de fenilpropanoides putativos a
acidos benzoicos en plantas han permanecido esquivos durante décadas. La segunda se
refiere al estudio de la molécula de la vainillina por si misma, ya que esta tiene propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, anticancerigenas y antisickling® en enfermos de anemia
falciforme, lo que lo la vuelve interesante para su estudio (Alpar et al., 2018; Silva et al.,
2015). Se ha reportado que la vainillina tiene efectos beneficiosos para la salud, como la
inhibicion de la oxidacion de las lipoproteinas humanas de baja densidad, lo que lleva a tasas

de mortalidad mas bajas por enfermedades cardiacas (Bensaid et al., 2002).

Por otro lado, en la actualidad, aproximadamente el 50% de la produccion de la vainillina
sintética es usada como un intermediario en las industrias quimicas y farmacéuticas para la
produccidn de herbicidas, agentes antiespumantes o medicamentos como paverina, I-dopa, I-
metildopa y el agente antimicrobinano, trimetoprima El cuarto interés cientifico de la
vainillina se relaciona con la importancia comercial de la vainillina y con las posibilidades

de producir el compuesto (Walton, et al., 2003).

9.5 Obtencién de vainillina natural

Debido a la oferta limitada, al elevado precio de la vainilla natural y al predominio de la
vainillina sintetizada quimicamente, en los afios 80 y 90 surgié un incentivo para explorar y
desarrollar fuentes bioldgicas de vainilla y saborizante de tipo vainilla "natural” que podrian
comercializarse como una alternativa factible a la sustancia sintetizada quimicamente
(Walton, 2003). Actualmente hay mas interés en la produccion de vainillina mediante
conversiones biotecnoldgicas en lugar de la sintesis quimica. Estos métodos incluyen la
produccion mediada por tejidos vegetales/cultivos celulares, hongos y transformaciones

microbianas de sustratos de biomasa adecuados. Algunos métodos mediante la bioconversion

! Prevenir o contrarrestar la formacion de células falciformes de los glébulos rojos (como en la anemia de células
falciformes)



parten de precursores naturales como lignina, eugenol, isoeugenol, &cido ferulico y estilbenos
fendlicos. La biocatélisis de &cido ferulico se ha vuelto uno de los mas estudiados por su baja
toxicidad y facil obtencion a partir de materia prima barata de deshechos agricolas (Sinha et
al., 2008; L. Zheng et al., 2007). Sin embargo, estos métodos aln se estan investigando y no

se han adoptado de forma generalizada a nivel comercial (Sinha et al. 2008).

Desde la perspectiva del sector econdémico, la vainillina alcanza un mercado de alrededor de
12000 toneladas por afio donde menos del 1% es de origen natural, en gran medida esta cifra
es consecuencia de su dificil cultivo. En Meéxico existen poco mas de mil doscientos
productores en casi mil novecientas hectareas, donde se calcula que cerca de 4000 familias
se dedican al cultivo de la vainillina, en su mayoria indigenas, que venden exclusivamente

vainilla verde (Hernandez-Hernandez, 2011).

También existen seis empresas privadas y cuatro cooperativas de agricultores que participan
en el curado y la venta de vainilla a los mercados nacionales e internacionales. La produccion
anual en México varia de 80 a 200 toneladas de vainilla verde (10-30 toneladas de vainas de
vainilla curadas), dependiendo de las condiciones climéticas y la intensidad de la floracion,
entre otros factores. En 2008/2009, segun estimaciones del Consejo Nacional de Productores
de Vainilla, se produjeron 150 toneladas de vainas de vainilla verde (alrededor de 20

toneladas de vainas de vainilla curada) (Hernandez-Hernandez. 2011).

Sin embargo, en un panorama mas amplio, se e estima que entre 2004 y 2019 el volumen de
produccién de la vainilla en México disminuyé un 70%, lo cual esta principalmente asociado,
como en muchas especies de plantas de citricos frutales, con factores bioldgicos,

nutricionales, climaticos, fisioldgicos y genéticos (Hernandez-Hernandez. 2011).

Los vainillales estan distribuidos en regiones donde la elevacion va de los 61 a los 678m
sobre el nivel del mar, con clima semicalido. La precipitacion oscila entre 1,540 y 2,740 mm
anuales con una temperatura media anual que va de los 22 a 25°C. En esta zona, la planta de
vainilla se ha adaptado a las condiciones agroforestales, en donde las especies arboreas sirven
de sostén y sobra para mantener su habito de crecimiento epifito y su intolerancia a la plena

exposicion solar (Cervantes-Castillo, et al., 2018).



El aborto de frutos de vainilla se ha asociado al estrés a que es sometida la planta, debido a
la frecuencia con la que se presentan temperaturas mayores de 32°C y humedad relativa
menor de 80%, condiciones que se han registrado principalmente cuando han existido sequias
prolongadas. Dicho estrés climatico aparentemente provoca un desbalance hormonal en la
planta, disminuyendo aquellas hormonas que favorecen la fijacion del fruto, como las
auxinas, giberelinas y citocininas e incrementando el etileno y &cido absicico que promueven
su abscision (Hern&ndez-Hernandez et al., 2019) por otro lado el hongo Fusarium
Oxysporum también es un factor importante ya que causa mortalidad y reduce la vida
productiva de las areas cultivadas (vainillales), asi como los altos costes de produccién y los

bajos precios de la vainilla (Hernandez-Hernandez, 2011).

Por otro lado, los motivos politicos, como falta de apoyo a los productores, incentivos al
campo Yy capacitacion, asi como la falta de esquemas gubernamentales de proteccidn y avance
tecnoldgico, se suman como factores para que existan menos cultivos de vainilla

paulatinamente (Luis-Rojas et al., 2020).

9.6 Obtencién de vainillina sintética

El resto de vainillina utilizada en la industria se sintetiza mucho mas barato a través de
procesos quimicos o bioquimicos, de los cuales los mas importantes son a través de la
industria quimica del guayacol, de la industria del papel a partir de la lignina, y en menor
porcentaje partiendo de compuestos como coniferina, eugenol y safrol (Betazzi, et al., 2006).

9.7 Mercado de la vainillina

Actualmente, un litro de extracto de vainillina natural cuesta alrededor de $1,000 MXN
mientras que el litro de extracto de vainillina artificial varia entre $60 a $100 MXN. Por otro
lado, el kilogramo de vainas de vainilla natural ronda alrededor de los $1,000 a $10,000 MXN

dependiendo de su tamafio, calidad y origen (Walton, 2013).

Los principales compradores de vainilla mexicana son compafiias internacionales como Aust

Hatchman, McCormick, Eurovanille, Vanipro, Coca-Cola, Vanilla Saffron Imports,



International Flavor & Fragances (IFF), Nielsen-Massey Vanilla, y Dammann & Co., entre
otras. La mayoria de estos estan establecidos en Estados Unidos, Francia, Canada y
Alemania. Dentro de México hay también empresas que compran vainilla para la fabricacion
de extracto y para su reventa. La mayor parte de la vainilla mexicana es destinada a la
exportacion, sin embargo, cuando el precio es de menos de $1000 MXN por kilogramo la
vainilla remanente es guardada en almacenes hasta que el precio mejore. El precio de la
vainilla curada esté establecido por compafiias internacionales y es normalmente similar al

precio de Madagascar (Hernandez-Hernandez, 2011).

Usualmente México exporta de 20 a 30 toneladas de vainilla curada, cerca del 1% del
suministro mundial anual. Estados Unidos es el comprador principal de vainilla mexicana,
seguido por Alemania, Francia, Japdn y Canada. Cerca del 5% del suministro de la vainilla
mexicana es vendida dentro de México para extractos y para la elaboracion de artesanias
(Hernandez-Hernandez, 2011).

Hoy en dia la vainillina sintética representa mas del 90% del mercado de vainilla
aromatizante en Estados Unidos, cerca del 50% en el mercado francés, mientras que en
México llega a mas del 96% (Walton, 2013).

9.8 Fraude y seguridad alimentaria relacionada con la vainillina

La vainillina natural, se considera una de las especias mas caras e importantes del mundo, lo
que también la ha convertido en una de las diez sustancias mas falsificadas. El fraude
alimentario consiste en la comercializacién de productos con declaraciones manipuladas en
la etiqueta o la adicion, sustitucion, alteracion o falsificacion deliberada de algun ingrediente
por la introduccidn al mercado de productos sintéticos con sabor y aroma similar al original
y a precios mas bajos. En el caso de la vainillina esto sucede principalmente mediante la
adulteracion de la misma a través de compuestos con propiedades organolépticas muy
similares a la molécula de la vainillina tales como malto etilico, etil vainillina, maltol y
compuestos provenientes de la cumarina sintética (altamente toxica) ya que estas permiten

mimetizar el sabor (Sinha, et al., 2008).



Esto impacta directamente en la seguridad alimentaria y en la calidad del producto. Dentro
de sus consecuencias, ademas de traer dafios severos a la economia nacional de la vainilla,
asi como de los extractos obtenidos de manera sintética, la adicion de estos adulterantes
también puede llegar a producir efectos nocivos en la salud de los consumidores finales, tales
como alguna reaccion adversa, alergias e interacciones, que, aunado a su amplio uso en todos
los rangos de edad, puede tener consecuencias graves para la salud a corto y mediano plazo
(Jiang, et al., 2014).

En su contraparte la vainillina sintética, también puede presentar casos de adulteraciones o
pequenias trazas de subproductos, solventes o reactivos al no ser bien purificada. Ambos casos
ponen en riesgo la salud de los consumidores, asi como la calidad del producto, por lo que
resulta necesario impulsar esquemas de procesos de control y calidad de los extractos de
vainillina tanto natural como artificial, no solo por seguridad alimentaria, sino también para
proteger a los productores al impulsar métodos mas rigurosos de control de calidad y reducir
la cantidad de productos falsificados en el mercado de vainilla (Jiang, et al., 2014).

9.9 Vainillina en helados

En la industria de alimentos, el 75% de la vainillina se destina a las industrias del chocolate,
helado y productos lacteos. Mientras que el 25% restante se usa en la industria de la confiteria
y pasteleria. En 2010 la produccion global de helado fue de 16.3 billones de litros, de los
cuales, 31% se encontraban en Asia del Pacifico, 29% en América del Norte, 20% en Europa

Occidental, 7% en Europa Oriental y 6% en Latinoamérica.

El gasto anual en helado per céapita en délares estadounidenses por pais, proporciona no solo
una medida del tamafio del mercado sino también una indicacion de la sofisticacion de los
productos en ese mercado, aungue el costo de vida promedio en estos paises también deben
tenerse en cuenta. Segun esta medida, en 2010 Italia ocupa el primer lugar con $2287 MXN
per capita, seguida de Australia con $2084 MXN, Finlandia con $1781 MXN, Noruega con
$1700 MXN, Suecia con $1437 MXN y Dinamarca con $1315 MXN. Estados Unidos tiene
$1012 MXN per capita, mientras que China tiene $60 MXN per capita en gastos de helados
(Goff & Hartel, 2013).



Globalmente la distribucién de sabores de helado preferidos se encuentra liderada por
vainilla, seguido por chocolate, fresa, napolitano y limén, respectivamente. Sin embargo, en
la mayoria de formulaciones de helados lacteos, la vainillina constituye un ingrediente base
dentro de la formulacion. Esto nos permite dimensionar la importancia de la cuantificacion
de la vainillina al no ser solo uno de los sabores méas populares, sino también formar parte
importante de las formulaciones de otros productos lacteos, como bebidas lacteas saborizadas
y helados de diferentes sabores, dirigidos al publico en general con un alto grado de consumo
(Goff & Hartel, 2013).

9.10 Factores a considerar en la cuantificacion de la vainillina

Para cuantificar la vainillina es importante conocer la etapa en la que esta se integra al helado.
El proceso de fabricacion del helado se muestra en la figura 5. Este comienza con el
procesamiento de la formulacion de helado base, primero mediante una pasteurizacion y
homogeneizacion de los ingredientes, posteriormente se enfria y se deja envejecer al menos
4 horas, posteriormente se mezclan a fondo los saborizantes y edulcorantes justo antes del

congelamiento, el mezclado y la incorporacién de aire (Goff & Hartel, 2013).

En este sentido podemos asumir que la incorporacion de vainilla ocurre después de los
cambios bruscos de temperatura ocurridos durante la pasteurizacion, por lo que para esta
investigacion se considera siempre una temperatura de 4°C para el caso de los helados,
mientras que para las bebidas lacteas saborizadas de 25°C (temperatura ambiente). También
es posible asumir que el pH se mantiene constante ya que la incorporacién de todos los

ingredientes que podrian alterarlo ocurre antes de la adicion de la vainillina.
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Figura 2. Diagrama esquematico de la produccion de helados de crema (Goff & Hartel, 2013).

Cabe sefialar que la cantidad de saborizantes utilizada depende de la composicién e
ingredientes de la mezcla. La cantidad de vainillina debe aumentarse a medida que se
incrementa la concentracion de grasa lactea y el contenido de sélidos lacteos no grasos.
Cuando la concentracion de edulcorante es baja, hay que aumentar la cantidad de vainilla,
pero a intensidades altas de dulzor, las variaciones en la cantidad de vainilla marcan
diferencias comparativamente pequefias en la preferencia del consumidor. La mezcla
preferida de vainilla varia con el contenido de grasa. Es importante sefialar también que el
pH del helado varia por el sabor, ingredientes y contenido de grasas, tendiendo a ser
ligeramente acido en las formulaciones estandar con un pH promedio de 6.5 (Goff & Hartel,
2013).

Especificamente dentro de productos de pasteleria, helados de crema y bebidas lacteas las
concentraciones estandarizadas se encuentran en 3.3mM (Ohmes, 1998) para el caso de la
vainillina sintética, mientras que para capsulas de vainilla o extractos naturales de vainilla es
de 0.6mM (Anklam, et al. 1997).



9.11 Efectos de una concentracién diferente de vainillina

Es importante cuantificar la cantidad de vainillina en el producto final, ya que se ha reportado
que la vainillina puede ser oxidada a acido vanilico ante cambios de temperatura, cuyo
proceso puede ser mas rapido si se trata de vainillina natural. Por otro lado, se ha reportado
la dependencia de la oxidacién de la vainillina con respecto a la variacion del pH. Se ha
observado que, a pH mas bajos, como 3.5 y 4, no se forma acido vanilico, y la cantidad de
vainillina se mantiene. Sin embargo, la degradacion de la vainillina y la formacion de &cido
vanilico pueden observarse por encima de un pH 4 en muestras de leche pasteurizada. En
valores de pH de 6 a 8 solo se observan cantidades minimas de acido vanilico en crema. A
valores de pH mas altos (arriba de 8) la vainillina vuelve a presentar estabilidad en la leche

pasteurizada (Anklam, at al., 1997).

Esto puede traer cambios en cuanto al sabor y calidad del producto, por lo tanto, la
concentracion de vainillina debe mantenerse dentro del rango de lo ideal de acuerdo a los
estandares de calidad (Anklam et al., 1997). En el caso de presentar un exceso de vainillina
existen afectaciones al consumidor como dolores de cabeza, nduseas, vomitos e incluso
puede afectar las funciones del higado y del rifién (Vilian et al., 2016), por lo que, de acuerdo
con the Food and Agriculture Organization (FAQ), la ingesta diaria de vainillina debe ser
menor de 10 mg kg™X. En su contraparte, una baja concentracion de vainillina denota una mala
calidad del producto (Vilian et al., 2016).

9.12 Cuantificacion tradicional de vainillina dentro de la industria

Dentro de la industria, el tiempo y costo de los procesos marcan un eje central, por lo que es
necesario métodos asequibles, selectivos, sensibles, simples y de rapida deteccion para
monitorear la concentracion de la vainillina real, determinar si se ha sufrido alguna

degradacion o bien, algun tipo de adulteracion (Ziyatdinova, 2018).

Hasta ahora, se han desarrollado varios métodos de deteccion de vainillina, como
cromatografia liquida de alta resolucién, cromatografia de gases, electroforesis capilar y
espectrofotometria UV, con los cuales se consiguen buenos resultados de cuantificacion

debido a que pueden detectar concentraciones muy bajas, sin embargo, muchos de estos



métodos generalmente involucran un considerable uso de solventes organicos, lo que resulta
en un proceso poco amigable con el medio ambiente, por otro lado el uso de equipo de
grandes dimensiones y de alto costo comparado con los métodos electroanaliticos resulta en
una desventaja (Zhang, 2011; Silva et al., 2015). Como resultado la frecuencia de andlisis
tiende a reducirse, ya que en algunos casos el lugar donde se fabrican estos productos no
tiene el equipo necesario para su cuantificacion, por lo que es necesario considerar que las
muestras a analizar deben ser transportadas a un laboratorio para realizar analisis, lo que

puede ser muy costoso e involucrar consumo de tiempo (Baez-Gaxiola, 2017).

En este sentido se han propuesto muchas soluciones como la eleccién de un potencial
anodico, electrolitos de soporte, nuevos materiales para electrodos o electrodos modificados
(Zhang et al., 2011).

9.13 Sensores

El sensado es fundamental y un elemento principal de cualquier sistema de control y
medicién, cuya funcion basica es medir el cambio en una propiedad o el cambio en el estado
del analito. Dicho sistema emplea el elemento de sensado, mediante interaccion quimica o
fisica con el analito y el entorno de la atmosfera, lo cual causa la interrupcion o iniciacion de
una sefial. Es entonces seguido por el uso de un elemento de transduccidn para convertir una
sefial fisica 0 quimica media en un pardmetro relativo que puede ser después convertido
usando algun tipo de convertidor, para, finalmente, obtener informacion de salida que nos

permita describir al analito (Paladiya & Kiani, 2018).

Actualmente, los sensores estan siendo utilizados en la gran mayoria de las industrias
(aeronduticas, electronicas, de agricultura, biomédicas, de alimentos, etc.) para la
automatizacién y los procesos de control. Por otra parte, es l6gico clasificar los sensores
basandonos en el tipo de estimulo de la sefial de entrada, que nos puede indicar una medicion
en cuanto a la calidad o cantidad del analito de interés. Estas interacciones primarias cambian
el estado o la propiedad del analito, que puede ser mediante radiacion, mecanica, eléctrica,

termal, magnética, quimica o una combinacién de ellas. (Paladiya & Kiani, 2018).



De esta manera, el cambio en cualquiera de estas propiedades puede indicarnos una
propiedad de manera directa o indirecta que puede ser medible mediante un transductor. Por
otro lado, la precision del sensado puede ser alterado positivamente por el cambio de las

caracteristicas de la superficie (Paladiya & Kiani, 2018).

9.14 Sensores quimicos

En la figura 6 se muestra la estructura basica del sensor quimico donde hay dos unidades
funcionales: el transductor y el receptor. El transductor es un dispositivo analito que
proporciona una energia de salida que tiene una determinada relacion con la energia de
entrada. En este sentido, el transductor recibe la informacién quimica del receptor y la
transforma en una sefial eléctrica medible. Los transductores se pueden clasificar segln su
principio de operacion, pueden ser opticos, electroquimicos, eléctricos, sensibles a masa,
magnéticos y termomeétricos. En este caso, se tratard de un sensor electroquimico. El receptor
es el componente del sensor quimico que se encuentra en contacto directo con el analito e
interactla con él, en este caso el disco de carbdn vitreo que puede o no estar revestido con la

deposicién de algin material para mejorar sus propiedades (Baez-Gaxiola, 2017).

Esta interaccion genera una informacion quimica que es transmitida hacia el transductor, el

cual esta en contacto directo con el receptor (Baez-Gaxiola, 2017).

<— Sensor quimico

analito

- A/

Figura 3. Estructura basica de un sensor quimico

El principio de operacion de los sensores quimicos basados en transduccion electroquimica

es la conversidn del resultado de una reaccion electroquimica, la que sucede entre el analito



y el receptor en una sefial medible. En este tipo de sensor se requiere la aplicacion de un
potencial eléctrico controlado para inducir la reaccion de oxidacion. En este caso se obtiene
una sefial de corriente por medio de la variacion del potencial del sistema (Baez-Gaxiola,
2017), esta sefial de corriente nos permite medir la concentracion de analito ya que varia en

funcién de la concentracion de la misma.

9.15 Sensores electroquimicos

Para llevar a cabo este tipo de técnica, se requiere una celda electroquimica, la cual se define
como un dispositivo donde se producen corrientes eléctricas como resultado de una reaccion
de oxido-reduccién. En la figura 7 se muestra una representacion grafica de una celda
electroquimica tipica, la cual tiene una configuracion de tres electrodos: de trabajo, de
referencia y auxiliar. Los primeros dos representan al anodo de la celda, mientras que el
electrodo auxiliar representa al catodo (Malkov, 2009).

El electrodo en color negro, es el electrodo de trabajo es donde se lleva a cabo el proceso de
oxidacion-reduccion, por lo que es el electrodo que realiza la funcidn de sensado, asistido
por los electrodos consiguientes. El electrodo auxiliar que en la representacion se muestra
como el electrodo gris oscuro, asiste el flujo de corriente (1) a través de la celda. La corriente
producida por la reaccidn ocurrida en el electrodo de trabajo viaja a través del electrodo
auxiliar hasta el potenciostato. Por tltimo, el electrodo de referencia, que graficamente es el
electrodo gris claro, se encarga de mantener el potencial (V) constante ante los cambios de
condiciones experimentales. Asi, el potencial del electrodo de trabajo siempre referencia

contra el potencial de este electrodo.

Potenciostato

Electrodo de referencia

. Contra-electrodo

. Electrodo de trabajo

Figura 4. Celda electroquimica conectada a un potenciostato para la obtencion de informacién de la muestra.



A través del funcionamiento de esta configuracion de celda electroquimica podemos llevar
a cabo anélisis de voltamperometria ciclica (CV, por sus siglas en inglés), la cual consiste
en la exploracion del potencial de un electrodo sumergido inmdvil desde su potencial

inicial predeterminado en un valor final y luego se obtiene el analisis inverso.

La CV es una técnica utilizada para el estudio de una amplia gama de propiedades
electroquimicas de un analito o un sistema. Los experimentos de voltamperometria se
realizan aplicando un barrido de potencial a un sistema electroquimico y luego medir la
corriente resultante. La curva resultante aplicando un potencial contra una corriente se Illama
voltamperogramas y una vez que el barrido lineal de potencial alcanza su valor determinado,
es aumentado en la direccion opuesta hacia el potencial inicial. Los voltamperogramas
muestran especificamente las sefiales correspondientes a ciertas propiedades del analito, tales

como la oxidacién-reduccion o potencial redox. (JoOVE Science Education Database, 2020).

Los sensores electroquimicos son una combinacion de sensores eléctricos y quimicos que
tienen ventajas como bajo costo de construccion y operacion, analisis rapido y sensibilidad.
Debido a la simplicidad, portabilidad, bajo costo y andlisis répido, la electroquimica
representa una alternativa para la deteccion de vainillina mejorada (Li, 2017). La vainillina
es un compuesto electroactivo y por lo tanto es posible cuantificarla a través del estudio de
su oxidacion. Sin embargo, la deteccion en el electrodo desnudo tiene un sobrepotencial
relativamente alto y la interferencia conduce a que su selectividad y sensibilidad no sean lo
suficientemente buenas. Para mejorar la selectividad y la sensibilidad deficientes, se han
estudiado diferentes tipos de electrodos modificados (Wang, 2015).

9.16 Implementacién de la nanotecnologia en el sensado

Se define como nanoparticula a cualquier particula cuyo tamafio se encuentra en un rango
entre 1-00 nm. Cuando la materia se reduce a la nanoescala tiende a poseer propiedades
fisicas Unicas diferentes a su contraparte bulk. Estas propiedades fisicas son en gran parte

derivadas de su tamafio, forma y naturaleza del entorno de las particulas (Shah, et al., 2014).

Los nanomateriales pueden mejorar la transferencia interfacial electronica por lo que pueden

ser usados para modificar los electrodos, tales como nanomateriales de carbén o



nanoparticulas metalicas. Estos ultimos en particular presentan propiedades superiores a su
contraparte en bulto, por lo que se vuelven especialmente atractivas para el desarrollo de
sensores ya que tienen una alta capacidad de transferencia de carga, esta caracteristica los
hace adecuados para lograr una mayor sensibilidad y limites de deteccion mas bajos (Silva
et al., 2015), ademas tienen una buena selectividad, un alta actividad catalitica y una mejor

resistencia a la desactivacion (Li et al., 2017; Ying et al., 2018).

9.17 Nanoparticulas de oro

Dentro de la clasificacion de particulas del tamafio nanométrico, o nanoparticulas, de metales
nobles, las nanoparticulas de oro (AuNPs, por sus siglas en inglés) reciben especial interés
debido a sus propiedades particulares eléctricas, dpticas y termales, ademas de una amplia
relacion de volumen-superficie, una alta actividad de superficie, pequefio tamafio de particula
y buenas propiedades de superficie, asi como propiedades cataliticas Unicas (Silva et al.,
2015). Una de las caracteristicas mas destacables es la alta energia superficial de las
nanoparticulas de oro, lo que las hace extremadamente reactivos y a su vez, provoca que en
la mayoria de los casos se agreguen cuando estos se encuentran sin proteccion o pasivacion
de la superficie. (Guo & Wang, 2007). Para evitar la agregacion y generar una mejor
dispersion de las AuUNPs se emplea Nafion®, que ademas provee de una mejora en cuanto a

la cantidad de sitios activos para el sensado (Cao et al., 2015).

Dentro de las caracteristicas principales del Nafion® se encuentran que se trata del primero
de una clasificacion de electrolitos poliméricos Ilamados iondmeros. EI Nafion® destaca
especialmente por su excelente estabilidad tanto térmica como mecanica y, por otro lado,
posee muy buenas propiedades conductoras (Mirsky & Yatsimirsky, n.d.). El uso de
electrodos de carbon vitreo modificados con Nafion® como sustrato de electrodo esta bien
establecido, principalmente debido a su buena capacidad de intercambio de cationes y su
estabilidad, asi como a la fuerte capacidad de absorcion del Nafion®, por lo cual es

ampliamente utilizado en electrocatalisis (Zhang, et al., 2011).

Gracias a todas las propiedades de las nanoparticulas de oro, este material se ha usado

ampliamente para el desarrollo de multiples sensores ya sean biosensores, para aplicaciones



electroquimicas como bioensayos, sensores quimicos Yy electrocatalisis. Dentro de las
aplicaciones electroquimicas destacan los nanosensores electroquimicos amperomeétricos y
voltamperométricos. Se han estudiado también diversos métodos para la elaboracion de
sensores utilizando nanoparticulas de oro, como la deposicion electroquimica, el anclaje por

interaccion electrostatica, enlace covalente, drop casting, entre otras (Guo & Wang, 2007).

El funcionamiento propuesto del sensor se muestra en la Figura 8. En (A) se deposita la tinta
AUNP-Nafion® sobre la superficie del electrodo de trabajo mediante la técnica de drop
casting. Posteriormente, se coloca el electrodo con la tinta depositada dentro de la muestra a
analizar, junto con el contra electrodo y el electrodo de referencia para llevar a cabo la
experimentacién mediante voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de pulso
diferencial (DPV). La reaccion electroquimica de oxidacion llevada a cabo en la superficie
del sensor se muestra en la Figura 8 (B), que, como consecuencia, se obtiene un pico de
corriente en el voltamperograma el cual sera usado en la determinacion de la concentracion
de la vainillina.
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Figura 5. (A) Deposicion de la tinta de AUNP en el electrodo para la construccion del sensor (Silva et al.,
2015) y (B) propuesta de reaccion electroquimica involucrada en la deteccidn de la vainillina (Cheraghi et.
al., 2017)

9.18 Nanoparticulas de oro soportadas en hidroxidos doble laminares

Los hidroxidos dobles laminares (LDH) tienen muchas aplicaciones en la catalisis

heterogénea como catalizador o precursor de catalizador. Estos son conocidos como arcillas



anionicas o como compuestos tipo hidrotalcita porque estructuralmente son muy similares a
la brucita, donde el magnesio esta rodeado de forma octaédrica por seis &tomos de oxigeno
en forma de hidroxido. Las capas se forman compartiendo los bordes de las unidades
octaédricas adyacentes, creando laminas bidimensionales que se apilan para formar

estructuras tridimensionales mediante enlaces de hidrogeno (Silva, et al., 2013).

Como resultado, dichos materiales disponen de propiedades fisicas y quimicas Unicas, como
lo es la habilidad de adsorber iones en su interfaz. Los LDHs son una de las familias de
arcillas mas llamativas, gracias a su alta capacidad de adsorcion, funcionalizacion, gran
estabilidad quimica y térmica, de sintesis sencilla y econdmica, asi como excelente
biocompatibilidad (Martinez & Carbajal, 2012).

Las nanoparticulas de oro presentan un excelente desempefio catalitico, como la oxidacion
electrocatalitica y su alta area superficial reactiva (Silva, et al., 2015) lo que las hace
extremadamente reactivas a cambios eléctricos, por lo que es un excelente material para el
desarrollo de sensores electroquimicos (Cuo & Wang, 2007). A su vez, presentan una gran
relacion volumen-superficie lo que permite mejorar la cantidad de sitios activos para el

sensado.

Una de las formas propuestas para obtener nanoparticulas de oro (AuNPs) es mediante la
formacion de hidroxidos doble laminares (LDHSs), ya que mediante este método no solo se
obtienen nanoparticulas de oro dispersas sobre este material, sino también representa un
método de obtencion sin el uso de agentes reductores (Silva, et al., 2013). Muchos reactivos
pueden actuar como agentes reductores para la formacion de nanoparticulas de oro, como
ciclodextrinas, citrato de sodio, sulfato de hidracina y borohidruro de sodio. Sin embargo,
obtener nanoparticulas en la ausencia de estos reactivos puede reducir los costos de los

procesos y ser amigable con el medio ambiente (Silva, et al., 2013).

En la figura 9 se muestra una propuesta del mecanismo de formacién de las nanoparticulas
de oro soportadas en el LDH en el cual se sugiere que la N-N-dimetilformamida, ademas de
ser el disolvente, es también el agente reductor en un proceso redox mediado por el LDH
(Silvaetal., 2013).



LDOH

Figura 6. Posible método de formacién de nanoparticulas de oro mediante la formacién de LDH con
N, N — dimetilformamida (Silva, et al. 2013).

En este trabajo se propone evaluar las nanoparticulas de oro soportadas en el LDH obtenidas
por Silva, et al. 2013 para la deteccion y cuantificacion de vainillina. Ademas, se plantea la
misma evaluacion y estudio para las nanoparticulas de oro (AuNP) Unicamente soportadas
en carbén vulcan y Nafion®. Con este trabajo presenta buscamos tener un impacto
significativo en el desarrollo de un sensor electroquimico que permita garantizar la calidad y
control de los procesos en la elaboracion de bebidas lacteas saborizadas y helados
saborizados con extractos de vainillina (natural o sintética), dando una determinacién mas
rapida, altamente sensible y menos costosa comparada con las técnicas de analisis que se
utilizan en la actualidad (Guo & Wang, 2007).



10.-Metodologia

10.1 Sintesis de las AuUNPs

La sintesis de nanoparticulas de oro se realiz6 por reduccion quimica en presencia de NaBH4
(99%, Aldrich) que actu6 como agente reductor. Como agente de transferencia de fase, se
afiadio una solucion acuosa 0.31mM de HAuCl4s-3H2O al bromuro de tetraoctilamonio
(TOAB, 98% Fluka) en tolueno (99,98% Aldrich). A esta solucion se le afiadié dodecanotiol
(98%, Aldrich), seguido de la adicion de NaBH4 en exceso. La reaccion se mantuvo bajo

agitacion constante a 2°C durante 2,5 h.
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Figura 7. Modelo esquematico de la sintesis de AuNPs por reduccion quimica (parte 1 de 2; Cuevas-
Mufiiz, et al., 2011).
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Una vez realizado el proceso anterior, se separd el s6lido obtenido y se lavé con una cantidad
considerable de etanol (J.T. Baker), lo que permiti6 la purificacion del material resultante.
Las nanoparticulas obtenidas se dispersaron en hexano (99,7%, J.T. Baker) por el método de
impregnacion en Vulcan XC-72 en proporcion 30:70 (p/p). Posteriormente, se realizd un
tratamiento termico a 300 ° C durante 3 h (Cuevas-Muiiiz, et al., 2011).
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Figura 8. Modelo esquematico de la sintesis de AuNPs por reduccién quimica (parte 2 de 2; Cuevas-
Mufiz, et al., 2011).

10.2 Sintesis del LDH-AuUNPs

Todas las sustancias utilizadas fueron sustancias de grado reactivo o analitico y se utilizaron
sin purificacion adicional. Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. Los
hidréxidos doble laminares de Mg/Al fueron obtenidos usando una solucién que contenia
0.006 mol de Mg(NO3)-6H20 (Vetec, 99%) y 0.003 mol de Al(NO3)3-9H.0 (Vetec,99%)
(Mg(11)/Al(111)=2) en 100mL de agua destilada.

Se preparé el LDH bajo agitacion vigorosa por coprecipitacion constante a pH=10 durante
19h. Se ajusto el pH con una solucion de 1.0 mol-L"* NaOH (98%, Macron) a temperatura

ambiente.
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Figura 9. Modelo esquematico de la sintesis de LDH-AUNPs por el método de coprecipitacion (parte 1
de 3; Silva, et al., 2013).

La suspension obtenida fue filtrada para retirar el sobrenadante y posteriormente se realizé
un lavado con agua destilada. EI material se dejé secar y posteriormente se agregd a una

solucion de 0.025 mol-L* de AuCls-2H20 (Aldrich,99%) en N,N dimetilformamida (DMF)
(Aldrich,99%) (Au:LDH; 1:4) a 80°C durante 24h.
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Figura 10. Modelo esquemaético de la sintesis de LDH-AuUNPs por el método de coprecipitacion (parte 2 de
3; Silva, et al., 2013).

El sélido ligeramente morado se filtro y se lavd con DMF, posteriormente se dejo secar a
50°C. (Silva, etal., 2013).
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Figura 11. Modelo esquematico de la sintesis de LDH-AUNPs por el método de coprecipitacion (parte 3
de 3; Silva, et al., 2013).



10.3 Reactivos y Equipo

Los ensayos electroquimicos se realizaron en una celda convencional de tres electrodos. Se
utiliz6 KCI como electrodo de referencia. Como electrodo auxiliar se utilizé una varilla de
grafito y como electrodo de trabajo una varilla de carbon vitreo modificada, primero con la
tinta de AuNP, posteriormente con la tinta de LDH-AuUNP. Todos los experimentos se
Ilevaron a cabo a una temperatura de 25 °C. Se utilizd un potenciostato/galvanostato/ZRA de
Gamry Instruments 3000 para realizar voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de
pulso diferencial(DPV). Esto permite determinar si el material es adecuado para su aplicacion
como sensor. Las soluciones de vainillina se prepararon en una solucién buffer de fosfato
0,01M pH 6,5 (Cuevas-Mufiiz, et al., 2011). De esta manera se determinaron los limites de
deteccion, se realizaron las pruebas de interferentes y se determiné que el material es el

adecuado para ser aplicado como sensor electroquimico.

10.4 Preparacion de tinta a) AUNP/carbon vulcan - Nafion

La tinta se preparo dispersando las AuNP en alcohol isopropilico y Nafion al 5% en un bafio
de ultrasonidos durante 30 minutos. Para la preparacion de la tinta se utilizd 120 uL de

alcohol isopropilico y 14 uL de Nafion al 5% por cada miligramo de AuNP (Cuevas-Mufiiz,

etal., 2011).
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Figura 12. Sintesis de tinta AuNPs/carbdn vulcan — Nafion (Cuevas-Mufiiz, et al., 2011).



10.5 Preparacion de la tinta b) LDH-AuNP/Carbdn Vulcan - Nafion

Se dispersé 1 mg de LDH-AuNP en 120 uL de alcohol isopropilico y 14 uL. de Nafion® en
bafio ultrasonico durante 30 minutos. Se obtuvo una tinta ligeramente morada.
Posteriormente se tomé una alicuota de 10 uL y se dispersd en una tinta de carbon vulcan
durante 30 minutos para llevar acabo la impregnacion con el material LDH-AuUNPs. La tinta
de carbdn vulcan se prepar6 con 1 mg de material en 120 pL de alcohol isopropilico y 14 uLL

de Nafion en bafo ultrasénico durante 30 minutos.

—
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14 uL de Nafion por 30 minutos morada. De ella
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Figura 13. Sintesis de tinta LDH-AuNPs/carbdn vulcan — Nafion (Cuevas-Mufiiz, et al., 2011).

10.6 Preparacion del sensor de vainillina

Para el estudio de la deteccion de la vainillina, la tinta a) AuNP/carbén vulcan - Nafion® y
b) LDH-AuNP/carbén vulcan - Nafion® fueron, cada una respectivamente, depositadas
sobre un sustrato conductor, en este caso, se utilizé un disco de carbono vitreo, que fue pulido
con alimina. Sobre él se depositaron 2,0 uL de la tinta de @) AuNP/carbon vulcan - Nafion y
b) LDH-AuNP/carbdn vulcan - Nafion®, respectivamente preparadas. Una vez seca la tinta,

se introdujo el electrodo de trabajo con la tinta en la celda para su evaluacién electroquimica.



-’

P
Tinta de i
AuNPs

-
Potenciostato P N

_——

Obtencién de sefiales

Deposicién de 2ul de tinta de
AuNPs Configuracién de celda
electroquimica para llevar a
cabo la oxidacién de la
vainillina mediante un voltaje
aplicade

Figura 14. Proceso de deteccion electroquimica de la vainillina en solucion muestra usando un
electrodo recubierto con las tintas a) AuNP/carbén vulcan - nafion y b) LDH-AuNP/carbon vulcan —
Nafion.



11.- Resultados y Discusion

11.1 Caracterizaciones fisicoquimicas

11.1.1 Microscopia UV-vis
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Figura 15. Espectro UV-vis para las AuNP/carbon vulcan y LDH-AuUNPs.

Las propiedades épticas de las AuNPs pueden ser facilmente investigadas mediante
espectroscopia de UV-vis (Leifert, et al., 2013). En la figura 15 se ilustra el espectro UV-vis
obtenido tanto para las AuNPs/carb6n vulcan como para el material compuesto de los
hidréxidos doble laminares de magnesio y aluminio con las AuNPs (LDH-AuNPS) donde
para ambos materiales el pico de absorbancia aparece a una longitud de onda de 436.09 nm;
para el caso de las AuNPs soportadas en los hidroxidos doble laminares de magnesio y
aluminio (LDH-AuNPs) se tiene una sefal de absorbancia de 0.013, la cual tiene una mayor
intensidad comparada con el pico de absorbancia que se tiene Unicamente con las
AuNPs/carbén vulcan, cuyo pico de absorbancia es de 0.011. Habitualmente el pico de
absorbancia para las AuNPs, de acuerdo a la literatura, se encuentra alrededor de los 518 nm

(Hou, et. al., 2015), que se atribuye a la susceptible absorcion de ondas electromagneticas en



el espectro cercano al rango visible como consecuencia de la banda de resonancia plasmonica
superficial de las AuNPs (Das, et. al., 2012).

El espectro se mantiene alrededor de los 500 nm cuando se trata de oro nanométrico con un
tamafio de particula de alrededor de 30 — 60 nm (Hong&Li, 2013), sin algin material de
soporte 0 conjugacion, sin embargo, al encontrarse unido a algin material de soporte el pico
de absorbancia puede presentar desplazamiento como resultado de la interaccion de las AUNP

con el material de soporte (Hou, et. al., 2015).

La posible correlacion del desplazamiento podria estar vinculada con dos factores, donde el
primero puede deberse a la tasa de nanoparticulas de oro con respecto al material de soporte,
de forma que al incrementar el porcentaje de este ultimo se tiene un mayor desplazamiento a
longitudes de onda més cortas (Cvak, et al., 2012; Mei et. al., 2012). Con ello podriamos
suponer que el corrimiento a longitudes de onda mas cortas podria estar asociado a la
presencia de carbon vulcan como material de soporte y, y en el caso del material que compone
los hidréxidos doble laminares estos también podrian contribuir. En ambos casos al tener la
maxima absorcion a la misma longitud de onda, podemos suponer que la concentracién de

AUNPs en relacion a su material de soporte es bastante similar en los dos materiales.

Por otro lado, la segunda posible correlacion podria deberse al tamarfio de particula del oro
nanomeétrico, donde a menores tamarfios de particula la longitud de onda donde se alcanza el
maximo de absorcion disminuye en la misma proporcion (Hong&Li, 2013) vy, al tener un
tamafo de particula menor 30 nm, la longitud de onda también en la que se presenta el pico

de absorbancia también disminuye.



11.1.2 Microscopia SEM para las AuNPs/carbon vulcan
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Figura 16. Microscopias SEM de las AuNP/carbdn vulcan.

La microscopia electronica de barrido (SEM) nos permite caracterizar el tamafio, morfologia
y distribucién de las nanoparticulas de oro soportadas en carbon vulcan (AuNP/carbon
vulcan).

En la figura 16 se muestran las microscopias SEM con diferentes aumentos (a — d) donde es
posible observar que a menor aumento (16a) se observan con claridad nanoparticulas
metalicas brillantes bien definidas y separadas con agregacion ocasional. La agregacion
puede deberse a la porosidad del carbon vulcan que podria inducir una mayor concentracion
en las zonas porosas del material. De esta manera podemos visualizar que hubo formacion
de oro nanometrico disperso homogeneamente y este presenta una forma esferica.



Esto ultimo se puede percibir con mayor claridad en la imagen con el aumento superior
inmediato (16b); por la dispersion se sugiere que la densidad de AuNP es homogenea en ese
tamarfio de particula. En 16c podemos apreciar como las AuNP se depositan en la superfiie

del carbon vulcan, sin que exista una diferencia visible entre el carbon vulcan y las AuNPs.

Esta primera observacion nos permite suponer que la adhesion de las AuNPs en el carbon
vulcan se llevo a cabo de forma exitosa. La morfologia del AuNPs/carbon vulcan juega un
rol significativo en el funcionamiento de la electrocatalisis del disefio del sensor en
desarrollo. Se puede observar que todo el material se encuentra monodisperso en el carbon
vulcan, es decir, que todas las nanoparticulas presentan una distribucion de tamafio de

particula relativamente estrecha.

En 16d observamos la formacion de granulos de carbon vulcan. La forma del material de
soporte nos permite observar la formacion de granulos poco compactos con una estrucura
porosa, donde podemos percibir la distribucion de las AuNPs de forma extendida sobre la
superficie La superficie porososa no solo aumento la superficie de la zona reactiva del

material, sino que tambien favorecio la incrustacion de las nanoparticulas de oro.

La distribucion de tamafio se encuentra principalmente alrededor de 20 nm
aproximadamente. Esto puede deberse a que el metodo de sintesis mediante reduccion

quimica nos permite obtener tamafio de particula con un buen margen de control.

El carbon vulcan y las AuNPs tienen intrinsecamente una alta conductividad electrica y una
gran area superficial. La dispersion de las AuNP/carbon vulcan sobre la superficie del

electrodo promovio un aumento de la densidad de sitios activos.



11.1.3 Microscopia SEM para las LDH-AuNPs/carbdn vulcan
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Figura 17. Microscopias SEM de las LDH-AuNP/carbén vulcan.

La morfologia y distribucion de las AuNPs depositadas sobre los hidroxidos doble laminares
de magnesio y aluminio (LDH-AuUNPS), y, estos a su vez sobre el carbon vulcan (LDH-
AuNPs/carbén vulcan) se nos muestran en la Figura 17. La estructura de los compdsitos nos
muestra que gran cantidad de nanoparticulas de oro fueron distribuidas en la superficie del

material. Estas se observan como puntos brillantes extendidos por la superficie.

Al magnificar la imagen, como se observa en 17ay 17c se puede apreciar la distribucién y la
adhesion de las AuNPs sobre los hidréxidos doble laminares de magnesio y aluminio. Esta
correcta adhesion puede haber sido producida por absorcidn fisica durante el proceso de

coprecipitacion catalizado por los tratamientos de temperatura.

Mientras que en el caso de las AuNP/carbdn vulcan se mostraban formas granulares debido

al carbon vulcan como Unico material de soporte, en el caso de los LDH-AuNPs/carbén



vulcan, la figura 17a nos permite estudiar también la forma que presentan las laminas de estos
ultimos, los cuales presentan una textura escamosa Yy estratiforme, de forma que es
ligeramente rugosa. También podemos sefialar que la superficie de los hidroxidos doble
laminares muestra una estructura con abundantes arrugas y ondulaciones. No se observa
saturacion de nanoparticulas de oro sobre la superficie por lo que podemos deducir que las
AUNPs se encuentran distribuidas de manera uniforme sobre las finas capas de los hidroxidos
doble laminares. En 17b podemos observar la formacion de un granulo, lo que podemos
interpretar como la formacion granular que nos mostraba el comportamiento del carbon

vulcan como soporte.

Estas superficies no presentan pliegues, sino una morfologia de ldmina corrugada que no
muestra una separacion entre los hidroxidos doble laminares con las nanoparticulas de oro,
sino al contrario, nos permite suponer que la adhesion se llevo a cabo de manera exitosa con

una fuerte interaccion entre ambos materiales.

El proceso de formacién del material compdsito fue inerratico y no aleatorio. Esto puede
estar relacionado con la estructura superficial de las capas de los hidréxidos doble laminares,
la cual, presenta una estructura tipo brucita, del tipo de arcillas aniconicas, las capas se
forman compartiendo los bordes de las unidades octaédricas adyacentes, creando laminas
bidimensionales que se apilan para formar estructuras tridimensionales mediante enlaces de
hidrogeno (Silva, et al., 2013).

Los hidroxidos doble laminares y las AuNPs tienen AuNPs tienen intrinsecamente una alta
conductividad eléctrica y una gran area superficial, asi como la estructura de laminadas
conectadas que puede servir como canal de conduccion electronica rapida para la deteccion

en el electrodo.

La distribuciéon de las nanoparticulas sobre los sitios activos de los hidroxidos doble
laminares nos permite suponer que es posible que se pueda favorecer la incrustacion de
electrones sobre la superficie. Es de esperar que la elevada area superficial, asi como la
conductividad y las propiedades cataliticas mejoren el rendimiento electroquimico del

sensor, asi como su sensibilidad al aumentar la distribucion de los sitios activos del material.



11.1.4 Microscopia XRF para las LDH-AuNPs/carbdn vulcan
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Figura 18. Analisis XRF de la muestra de LDH-AuNPs donde es posible apreciar las sefiales
correspondientes a las nanoparticulas de oro.

De forma adicional para confirmar la presencia del oro nanométrico (AuNPs) el material
compuesto por hidréxidos doble laminares de Mg-Al soportados en carbén vulcan fueron
caracterizados por espectroscopia XRF (espectroscopia de fluorescencia de rayos X), donde
en el eje de las ordenadas se muestra la intensidad de conteos, es decir la cantidad de fotones
secundarios recibidos por el detector al analizar el material, mientras que en el eje de las
abscisas se nos muestra la energia de la longitud de onda en la que el material emitié los

fotones caracteristicos (expresados en keV).

La radiacion de longitud de onda obtenida con mayor intensidad nos permite confirmar la
presencia de oro, el cual se nos muestra como el elemento con la presencia mayoritaria
50.32%). Como es de esperarse, el oro aparece a 10 keV aproximadamente (Parreira, et. al.,

2009) y aparece con una intensidad de alrededor de 140 conteos.



11.1.5 Analisis Raman para las LDH-AuNPs/carbdn vulcan
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Figura 19. Espectro Raman del LDH-AuUNPs/carbon vulcan.

Una vez que se llevd a cabo el estudio morfologico de las LDH-AuNP/carbon vulcan, la
caracterizacion para confirmar la presencia de las nanoparticulas de oro fue llevada a cabo

mediante espectroscopia Raman, la cual se ilustra en la figura 19.

El espectro raman para el material compuesto LDH-AuNP/carbon vulcan muestra una banda
ancha con una intensidad maxima de alrededor de los 1350 cm™ que comienza a crecer
alrededor de los 1150 cm™ y comienza a decrecer alrededor de los 1650 cm™. Este
comportamiento de bandas poco definidas se muestra de forma usual en materiales
recubiertos con otro material metalico, siendo el rango del cambio de raman el rango
caracteristico para materiales recubiertos con oro nanometrico (Vaka, 2017), esto debido a
que la presencia de nanoparticulas de oro muestra picos caracteristicos en la region desde
1300 hasta 1600 cm™ (Jedrzejczak-Silicka, et al., 2020). Se puede observar que el ancho de
la banda coincide con el ancho de banda para un material composito por lo que podemos

suponer que la deposicion del oro sobre el material de soporte se llevo a cabo exitosamente.



11.2 Caracterizaciones electroquimicas de las AuNPs/carbén vulcan-
Nafion

11.2.1 Voltamperometrias ciclicas (CV) con la tinta de AuNP/carbdn vulcan - Nafion en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5

Las soluciones de vainillina se hicieron en buffer de fosfatos 0.1 M en agua desionizada
(CAS 7732-18-5) donde se comprobd que la vainillina era muy soluble. El pH del buffer se
utiliz6 a pH 6.5. Para ajustarlo se utilizaron soluciones de NaOH 1.0M y HCI 1.0M. Las
soluciones de vainillina de diferentes concentraciones fueron preparadas con vainillina grado
quimico (99%, ChemCenter) partiendo de una solucion de vainillina 5.0 mM. Para la
preparacion de las soluciones derivadas de la solucion con concentracién de vainillina 5.0

mM se empled la siguiente formula:

C,V, = GV, (Ec. 1)
Donde:
C; = concentracion inicial
Vi, = volumen inicial
C, = concentracion final

V5, = volumen final

De forma que, al despejar el volumen inicial, que en este caso representa el volumen que

necesitamos tomar de la solucion original para preparar la solucién deseada, obtenemos:

y, = 2% (Ec.2)

Cy

Donde la C, es la concentracion a la que queremos llegar, el V, es el volumen del matraz
donde haremos la solucion deseada y la C; es la concentracion de la solucion original (5mM).
Para estas pruebas el V; fue tomado con micropipeta para asegurar una buena precision. Cada
una de las concentraciones se muestran en las graficas. La concentracion mas baja probada
fue de 0.1mM, y a partir de ella, se hicieron pruebas en soluciones con un incremento de
0.1mM hasta llegar a 1.0 mM, posterior a ello, el volumen fue incrementando 0.4mM, hasta

alcanzar concentraciones superiores a 3.3 mM.



El rango que se buscé cubrir fue de 0.6mM a 3.3mM, ya que en este rango de concentracion
se encuentra la vainillina en los productos comerciales. Los resultados obtenidos para las

primeras evaluaciones en buffer de fosfatos pH 6.5 se ilustra en la figura 20.

El &rea de deposicion de la tinta sobre el electrodo de carbon vitreo se mantuvo constante
durante todas las pruebas (el area superficial del electrodo se consider6 igual a 1). Se
realizaron 5 ciclos por cada prueba de voltamperometria ciclica en cada solucién y se uso el
ciclo 3 como ciclo de referencia. Para calcular la desviacion estandar y las barras de error se
comparé con el ciclo 2 y 4. Se usaron estos ciclos porque se observo eran los que tenian
mayor estabilidad. El primer ciclo no se consideré al dar una curva incompleta, de la misma

forma que el ciclo 5.
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Figura 20. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 1.0mM en buffer de fosfatos
0.01M pH 6.5 usando la tinta de AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de
corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

En la figura 20a se muestran las respuestas electroquimicas medidas a 20 mV/s en una
ventana de potencial entre -1.0 y 1.0 V vs KCI. En esta primera grafica las concentraciones
que fueron evaluadas fueron las concentraciones menores, es decir, las correspondientes a
las soluciones de vainillina que van de 0 a 1 mM, incrementando 0.1mM. Dado que en este
trabajo se utilizd un sensor electroquimico fabricado con una tinta polimérica, todas las

mediciones electroquimicas se realizaron en un medio de pH controlado.

Tener la respuesta electroquimica de una solucion de vainillina de 0 mM nos permite

establecer un control y conocer como se comporta el electrodo en ausencia de vainillina. En



este caso se puede denotar que en ausencia de vainillina no se obtiene ningun pico de
oxidacion utilizando el electrodo de carbdn vitreo recubierto con la tinta de AuNP/carbon

vulcan- Nafion.

Los picos asociados al proceso de oxidacion de la vainillina se registraron tanto en barridos
hacia adelante como hacia atras. El potencial de inicio de la electrooxidacion partié de 0.2V
y se observa que la variacion en el rango de potencial en donde aparecio el pico es altamente

estrecha.

En estos voltamperogramas se obtuvieron sefiales bien definidas alrededor de 0.6mM que de
acuerdo al estado del arte corresponde a la sefial de corriente caracteristica de la vainillina en
un pH de 6.5 (Cheraghi, et al., 2017). Este hecho esta relacionado con la transferencia de un
electrén (de acuerdo al modelo propuesto por Cheraghi, et. al., 2017) por enlace roto para la
formacion de la vainillina oxidada. Los picos adicionales que presentan las curvas de los
voltamperogramas ciclicos fuera del rango de voltaje caracteristico para la vainillina se
atribuye a oxidaciones de otras moléculas contaminantes presentes en la solucion de
vainillina. Se observo que tanto la corriente de fondo como el ruido también aumentaron al

aumentar la concentracién de vainillina en las soluciones.

Todas las mediciones se realizaron en celdas cerradas con 10 mL de las soluciones de
vainillina en buffer de fosfatos con diferente concentracion. Durante el proceso se observo
que, si el pH o la dispersion de la tinta cambian, estas sefiales pueden desplazarse en el
espectro de potencial afectando a su identificacion. En este sentido, es importante conocer

previamente el pH y mantenerlo constante durante todas las mediciones.

Tras llevar a cabo cada andlisis electroquimico de las concentraciones presentadas en 20a
una curva de calibracion linear (R?= 0.9988) para la vainillina se obtuvo por CV en un rango
de concentracion de 0.1 a 1mM, con una pendiente de 59.745 pA mM™ y una intercepcion
de 7.7693 pA (como se muestra en 20b). Se calculd una desviacion estandar relativa de 4.93%
para el rango de concentracion de vainillina 0.1 a 1.0 mM para las pruebas del sensor con la

pelicula de AuNP/carbédn vulcan-Nafion en soluciones buffer de fosfatos pH 6.5.
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Figura 21. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 4.2mM en buffer de fosfatos
0.01M pH 6.5 usando la tinta de AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de
corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

En la figura 21a, se tiene los voltamperogramas para concentraciones de vainillina de 0.2mM
a 4.2 mM, con un intervalo de concentracion de 0.4 mM

Las sefales de corriente caracteristicas de igual manera como se mostro en la figura 21, se
realizaron en la misma ventana de potencial de -1.0 a 1.0 V vs KCI, con una tasa de
exploracion de 20 mV/s. Se incluye en esta grafica una curva correspondiente al control
(solucion en buffer de fosfatos pH 6.5 con una concentracion de vainillina de 0 mM) donde
se puede reconocer que en ausencia de vainillina no se presenta ninguna sefial o respuesta a

una reaccion de oxidacion o reduccion.

Se muestra que el pico de oxidacién caracteristico de la vainillina a diferentes
concentraciones se ubica alrededor de 0.6mV, sin embargo, en este caso se percibe una mayor
variacion en el potencial donde aparecid el pico de oxidacién para cada caso.

Esto puede deberse a que, al efectuarse varias pruebas sobre las mismas soluciones, la
cantidad de iones de hidrogeno libres en la solucion aumentd progresivamente, de forma que
las soluciones se volvieron méas acidas al llevarse a cabo varias pruebas sobre una misma
solucion. Al reducir el valor de pH (incrementando los iones de hidrogeno libres) el potencial
en el que se presento el pico de oxidacion aumentd (Cagri, et. al., 2018), por lo que vemos

algunos picos de oxidacion con mayor corrimiento hacia valores altos de potencial.



En la figura 21b se elabor6 una curva de calibracion con los valores de corriente obtenidos
con cada pico de oxidacion de vainillina correspondientes a una concentracion especifica.
Con esta informacion fue posible definir la ecuacion caracteristica (I(uA) = 60.162 -
C(mM) + 7.9422 pA) para el rango de concentraciones evaluados, en la cual, hubo una
ligera variacion con los datos obtenidos en el rango de concentraciones menores, sin embargo
tanto el valor de pendiente como el de intercepcion se mantienen bastante cercanos a los
obtenidos en el primer grafico de concentraciones menores. El grafico de calibracion lineal
obtenido presenta un valor de R?=0.9999 y una desviacion estandar relativa de 2.54%. Se
determino un limite de deteccion de 0.03637 mM de acuerdo al criterio 3Sp/m, donde m, es
la pendiente de la funcién que describe la curva de calibracion y Sy es la desviacion estandar
(0.7293).

Mediante este altimo valor es posible evaluar la confiabilidad y la reproducibilidad de la
curva de calibracion obtenida en relacion a la linealidad que esta curva presenta. Esta
ecuacion puede estandarizarse para la elaboracion y disefio fisico del sensor para su

aplicacion industrial.

11.2.2 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de AuNPs/carbdn vulcan-
Nafion buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5
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Figura 22. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 1.0 mM en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5 usando la tinta de AuNPs/carbdn vulcan-Nafion como sensor. b)
Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).



El rendimiento electroanalitico tambien fue probado empleando tecnicas de
voltamperometria de pulso diferencial (DPV). Es importante mencionar que para este tipo de
pruebas no se realizaron optimizaciones de los parametros para mejorar la sensibilidad. La
ventana de potencial en la que se llevo a cabo el escaneo fue desde 0 a 0.7 V vs KCI, con un
tamanio de escalon de 5 mV, un tamafio de pulso de 20 mV, un periodo 0.2 s y un tiempo de
pulso de 0.05 s. En todas las pruebas de voltamperometria de pulso diferencial el area del
electrodo se considero igual a 1.

La grafica presente en la figura 22a nos muestra el comportamiento electroquimico de la
oxidacion de vainillina partiendo de una solucion de 0.1 hasta 1.0 mM, con un aumento de
concentracion de 0.1 mM. En esta grafica se incluye la respuesta electroquimica obtenida
para un control de vainillina 0 mM en el mismo buffer de fosfatos pH 6.5. Se observa que no
hay evidencia de algun pico de oxidacion correspondiente a alguna otra sustancia presente
en la solucion de vainillina, por lo cual los picos de oxidacion de vainillina podemos

atribuirlos a la presencia de vainillina.

Estas sefiales correspondientes a los picos de corriente de oxidacion de la vainillina se
encuentran alrededor de 0.6 V con un ligero corrimiento hacia 0.55 V. La separacién de
densidad de corriente al aumentar la concentracion de vainillina en 0.1mM es de alrededor
1 pA, donde la primera sefial, correspondiente a la concentracion de 0.1mM se encuentra
cerca de 14 pA. Los picos se encuentran bien definidos pero se percibe que en las
concentraciones mas bajas estos se suavizan. Esto puede deberse a que se encuentra muy
cerca del limite de de deteccion del sensor y que en esas concentraciones el ruido involucrado

en la deteccion es mas significativo.

Para evaluar la linealidad de la ecuacion de disefio y lo cercana que esta se encuentra a la
regresion realizada con los datos obtenidos se calculo un factor de correlacion R? donde
obtuvimos R?=9.9954, como se muestra en 22b. Para la ecuacion de disefio del sensor en este
rango de concentraciones menores se obtuvo una pendiente de de 9.9752 pA mM™? y una
intercepcion de 13.097 pA.

Al realizar el calculo de la de desviacion estandar relativa se obtuvo un valor de 1.733%.
Para calcular la desviacion estdndar se llevaron pruebas por triplicado para cada
concentracion de vainillina evaluada en solucion de buffer de fosfatos pH 6.5. Las barras de



error nos indican que la mayor variabilidad se encuentra en las sefiales obtenidas en las
concentraciones menores, sin embargo, al comenzar a aumentar la concentracion las barras

de error se vuelven menos significativas.
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Figura 23. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 4.2 mM en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5 usando la tinta de AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b)
Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Para evaluar el comportamiento electroquimico de la vainillina en concentraciones mayores,
se hicieron evaluaciones con el electrodo de AuNPs/carbon vulcan-Nafion en soluciones de

vainillina partiendo de 0.2 mM hasta 4.2 mM, con un incremento entre ellas de 0.4 mM.

La figura 23a muestra la aplicacion del potencial sobre el electrodo de trabajo para la
determinacion de densidad de corriente obtenida en cada una de las concentraciones
evaluadas de vainillina en las soluciones en buffer de fosfatos pH 6.5. Se incluye el control
representado por la primera curva que nos muestra el comportamiento electroquimico para
una solucion de vainillina 0 mM; con ello podemos apreciar que incluso a concentraciones
mayores no tenemos presencia de algun otro material que pudiese estar siendo oxidado o

reducido, por lo que las sefiales obtenidas podemos atribuirlas a la deteccién de vainillina.

Los picos de oxidacion se muestran mas definidos que a concentraciones menores, Sin
embargo, aln se logra apreciar que el ruido presente hace que las curvas se muestren mas

suaves. Las sefiales se vuelven mas definidas al aumentar la concentracion; esto podemos



atribuirlo a que la densidad de corriente obtenida por la oxidacion de vainillina se vuelve

mayor en relacion al ruido generado durante el barrido de potencial.

Los picos de oxidacion aparecen alrededor de 0.55V con una variacién en el rango de
potencial sumamente estrecha. El coeficiente de correlacion mejora a concentraciones
mayores siendo de R?=0.9992. Se puede observar que las barras de error tienen un rango de
variacion mas estrecho en este rango de concentraciones, lo que podria significar que a
concentraciones mayores las variaciones se vuelven menos significativas. EIl sensor muestra
un buen grado de precision en la determinacion de vainillina dentro del rango de

concentraciones presentes en los productos lacteos comerciales objetivo (0.6 a 3.3 mM).

El valor de pendiente obtenido es de 10.176 pA mM™ mientras que el valor de intercepcion
es de 12.878 pA. La desviacion estandar relativa es de 1.148% para el rango de
concentraciones mayores de vainillina partiendo de 0.2 a 4.2 mM. Se determiné un limite de
deteccion de 0.0377 mM de acuerdo al criterio 3Sp/m, donde m, es la pendiente de la funcion

que describe la curva de calibracion y Sy es la desviacion estandar (0.1279).

11.2.3 Voltamperometrias ciclicas (CV)con la tinta de AuNPs/carbdn vulcan - Nafion en
leche entera
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Figura 24. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 5.0 mM en leche entera
Avraceli usando la tinta de AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de
corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).



Tras realizarse las voltamperometrias ciclicas y de pulso diferencial en soluciones de
vainillina en buffer pH 6.5 con el sensor de carbon vitreo recubierto con la tinta de
AuNP/carbon vulcan-nafion, se llevaron a cabo las mismas pruebas en soluciones de
vainillina en leche comercial (para estas pruebas se uso leche de la marca Araceli). De la
misma forma que en las soluciones de buffer, para obtener cada una de las soluciones se
partio de una solucion de vanillina 5mM en leche, y, a partir, de ella se tomaron alicuotas

con micropipeta para preparar las soluciones de menor concentracion.

En la figura 24a se presentan los picos de oxidacion obtenidos para un rango de concentracion
de 0 a 5.0 mM, utilizando la misma velocidad de exploracion (scan rate) que en el caso de
las pruebas realizadas en buffer de fosfatos pH 6.5 (20 mV/s). El control nos muestra que el
electrodo se mantiene estable en ausencia de vainillina por lo que las contribuciones en las

sefiales que podrian presentarse por componentes de la leche no se consideran significativas.

Los barridos se hicieron en una ventana de potencial de -1.0 a 1.0 V, hacia adelante y hacia
atras, para observar el comportamiento electroquimico de la vainillina al llevarse a cabo la
oxidacion y la reduccion. Los barridos no coincidieron hacia adelante y hacia atrés, como
podriamos esperar en un sistema reversibe por lo que podemos suponer que se trata de una

reaccion irreversible.

Por otro lado, en la figura 24a se muestra que los picos obtenidos por la oxidacion de la
vainillina en soluciones de leche se muestran menos definidos que los obtenidos en
soluciones buffer de fosfatos pH 6.5, lo cual podemos suponer que guarda relacion con los
posibles interferentes y los componentes presentes en la leche que generan ruido a lo largo
del barrido de potencial. Sin embargo, los picos se mantienen bein definidos por lo que es
posible inferir que el electrodo recubierto con la tinta de AuNP/carbon vulcan-nafion
mantiene una buena conductividad en las soluciones en leche con todas las concentraciones

de vainillina.

La densidad de corriente obtenida para el pico de oxidacion de la concentracion mas baja
evaluada (solucion en leche de vainillina 0.2mM) fue de 21.46 pA, mientras que para la
concentracion mas alta (solucion en leche de vainillina 5.0 mM) el pico de oxidacion alcanz6
239.5 pA, se mantuvo una consistencia en el potencial en el que aparecieron los picos de

oxidacion para las concentraciones dentro de este rango manteniendose alrededor de los 0.6



V, lo que nos permite observar que el pH de la leche no provoca cambios significativos en la

aparicion del pico de oxidacion caracteristico de la vainillina.

En la figura 24b se ilustra la ecuacion correspondiente a la regresion lineal generada por las

sefiales obtenidas. La barras de error nos muestran que la variacion entre los resultados
obtenidos es muy estrecha, por lo que podemos inferir que existe un buen grado de
reproducibilidad.

La curva de calibracion lineal (R? = 0.9999) nos muestra la relacion correspondiente entre la
corriente obtenida (expresada en pA) y la concentracion de la solucion (expresada en mM),
de forma que se obtiene un valor de pendiete de 45.524 pA mM™ y una intercepcion de 12.06.
La desviacion estandar relativa calculada para este rango de concentraciones fue de 2.7885%,
mientras que la desviacion estandar tuvo un valor de 2.5413. Utilizando el criterio 3S,/m,

se obtuvo un limite de deteccion de 0.16747 mM.

El limite de deteccion se continua encontrando por debajo de la concentracion minima de
vainillina de productos lacteos comerciales (0.6mM) por lo que esta curva de calibracion
puede ser util para la construccion de un sensor de vainilla en productos lacteos a escala

industrial.

11.2.4 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de AuNPs/carbdn vulcan-
Nafion en leche entera
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Figura 25. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.4 mM en
leche entera Araceli usando la tinta de AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las
sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).



Al obtener la informacion de que el pico de oxidacion caracteristico para la vainillina se
presenta alrededor de 0.55V al llevar a cabo voltamperometria de pulso diferencial, la
ventana de potencial en la que se realizé el escaneo partio de 0.2 hasta 0.8 V, donde se evaluo
la corriente obtenida para cada una de las concentraciones de vainillina en soluciones de leche
entera (marca Araceli) partiendo de una concentracion de 0.2mM hasta 3.4mM, con una
separacion de concentracion de 0.4mM. Este rango de concentraciones propuestos para las
evaluaciones de oxidacion de vainillina se eligio con el proposito de abarcar las
concentraciones presentes en helados comerciales (0.6 a 3.3 mM) de la misma forma que en

las pruebas de voltamperometria ciclica.

Por otra parte, de la misma forma que en las voltamperometrias de pulso diferencial (DPV)
realizadas para las soluciones de vainillina en buffer de fosfatos pH 6.5, las pruebas se
realizaron con un tamafio de escalon de 5 mV, un tamafio de pulso de 20 mV, un periodo 0.2
S y un tiempo de pulso de 0.05 s. En todas las pruebas realizadas el area del electrodo se

considero igual a 1.

En la grafica expuesta en 25a es posible percibir que se incluye el control donde podemos
notar que tiene sefiales muy debiles en 0.25V y alrededor de 0.58 V. Estas sefiales podemos
atribuirlas a la presencia de componentes inherentes de la leche que se oxidan durante el
barrido del potencial, con una contribucion poco significativa; a medida que la concentracion
de vainillina aumenta, estos picos se vuelven apenas perceptibles. Los picos de oxidacion
obtenidos para las concentraciones de 0.2 y 0.6 mM se muestran anchos y suavizados, sin

embargo a partir de 1.0 mM se muestran mas definidos.

En comparativa, los picos de oxidacion obtenidos en buffer de fosfatos pH 6.5 para todo el
rango de concentraciones de vainillina, estos se perciben mas suavizados, mientras que los
picos obtenidos en las pruebas realizadas en leche se perciben mas definidos. Este
comportamiento puede deberse a las contribuciones de otros componentes de la leche que
ayudan a tener una densidad de corriente mas significativa. Esto puede verse tambien con el
grosor de los picos, ya que para las sefiales obtenidas en soluciones de vainillina en buffer de

fosfatos pH 6.5 los picos son mas estrechos, mientras que en los voltamperogramas realizados



en soluciones de vainillina en leche los picos de oxidacion son mas gruesos. Esto nos da un

incidicio se que las sefiales obtenidas pueden ser el resultado de una contribucion de sefiales.

El primer pico de oxidacion correspondiente a una concentracion de 0.2 mM exhibe una
densidad de corriente de 15.68 pA, mientras que para la concentracion mayor
(correspondiente a una concentracion de 3.4 mM) la densidad de corriente alcanzada por el
pico de oxidacion es de 47.14. La diferencia de corriente entre un pico y otro es de 4 pA.
Este comportamiento resulta muy similar al comportamiento observado en los

voltamperogramas de pulso diferencial llevados a cabo en soluciones en buffer (figura 19a).

En la figura 25b se ilustra la curva de calibracion lineal (R? = 0.9988) obtenida para la
vainillina en el rango de concentraciones de 0 a 3.4mM mediante voltamperometria de pulso
diferencial (DPV). La ecuacion que describe la regresion lineal obtenida con los datos reales
se ilustra en la la figura 25b donde se obtiene una pendiente de 0.9154 pA mM™ con una
intercepcion de 13.982 pA. Se calculo una desviacion estandar relativa de 1.2991%, lo cual
nos muestra que la variaicion en los picos obtenidos es estrecha. Esta inferencia se confirma
con el comportamiento de las barras de error mostradas en 25b donde podemos apreciar que
los resultados de las pruebas por triplicado para cada una de las concentraciones son muy
similares. Las mayores variaciones se observan en las concentraciones de 0.2 mM y 2.6mM,

mientras que en el resto no se observa una variacion importante.

En cuanto al limite de deteccion, se obtuvo un valor de 0.1048 mM, esto nos permite
confirmar que mediante la tecnica de voltamperometria de pulso diferencial en muestras de
leche aun es posible cuantificar concentraciones menores a las encontradas en productos
comerciales, donde el valor minimo de concentracion es de 0.6 mM. Este calculo se llevo a

cabo utilizando el criterio 35, /m en el cual se considero una desviacion estandar de 0.34626.



11.2.5 Voltamperometrias ciclicas (CV) con la tinta de AuNPs/carbdn vulcan - Nafion en
helado
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Figura 26. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.4 mM en helado elaborado
en el laboratorio con concentraciones de vainillina conocidas usando la tinta de AuNPs/carbén vulcan-
Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Finalmente se realizaron evaluaciones en muestras de helado con concentraciones de
vainillina conocidas preparadas en el laboratorio. El helado en el laboratorio se prepar6
utilizando aztcar comun, leche entera (marca Araceli), crema para batir (marca Lyncott) en
la proporcion: 0.5:1:3. Para incorporar la vainillina se utiliz6 vainillina grado quimico (99%,
ChemCenter). Todos los ingredientes se mezclaron perfectamente aplicando un mezclado en
frio por aproximadamente 90 minutos. Este proceso permitio incorporar el aire y lograr la

textura de un helado firme.

De la misma forma que en las pruebas anteriores, se partio de una solucion de vainillina 5
mM preparada en el helado de crema, y a partir de ella se tomaron alicuotas para realizar las
soluciones de concentraciones menores, utilizando un helado sin sabor para formar cada una

de las muestras.

Las pruebas se realizaron dentro de una celda cerrada con 10 mL de helado. De la misma
forma que en las voltamperometrias ciclicas realizadas para soluciones en buffer de fosfatos
pH 6.5y leche, la ventana de barrido de potencial fue de -1.0 a 1.0 V, la tasa de exploracion

fue de 20 mV/s y se realizaron ciclos hacia adelante y hacia atras. Las graficas obtenidas en



la figura 26a nos muestran la relacion entre la concentracion de vainillina y el pico de
corriente obtenida para cada una de ellas al efectuarse la oxidacion. Las pruebas se realizaron
en concentraciones a partir de 0 mM hasta 3.4 mM.

En la figura 26a es posible observar que el control (muestra de helado en ausencia de
vainillina) no muestra la aparicién de ninguna sefial, el ruido de fondo no es tan significativo,
por lo que podemos descartar la aparicion de algun pico o sefial procedente de algin otro
compuesto presente en los ingredientes empleados para la elaboracion del helado. La
aparicion de los picos de oxidacion caracteristicos de la vainillina se percibe en un barrido

de potencial entre 0.6 y 0.7 V.

Estas sefiales se muestran menos estrechas que las obtenidas en soluciones de vainillina en
buffer de fosfatos pH 6.5 o las obtenidas en soluciones de leche. Este efecto puede estar
relacionado a la integracion de aire presente en el helado que podria estar generando
resistencia en la conductividad sobre la superficie del electrodo recubierto con la tinta de
AuNP/carbon vulcan-Nafion, por lo que los picos de oxidacién se ven mas anchos y
suavizados, especialmente el correspondiente a la concentracion mayor, el cual es de
vainillina 3.4 mM. En ella podemos percibir que el pico es mucho més ancho que en las

concentraciones menores.

Este hecho podemos relacionarlo con la posibilidad de que, a concentraciones mayores, y en
presencia del aire integrado en el helado, la conductividad de la superficie del electrodo se
vea perturbada. A concentraciones mayores es posible que los sitios de deteccion del
electrodo se vean saturados, mientras que la presencia del aire puede generar resistencia y
aumentar el ruido de fondo. En contraste, los picos de concentraciones mas bajas al mostrar
picos bien definidos en cada uno de los voltamperogramas, nos permiten suponer que
presentan una buena sensibilidad a la deteccidn de vainillina dentro de los productos objetivo

en el rango de concentraciones comerciales.

Al observar el comportamiento, tanto del barrido de potencial hacia adelante como hacia
atras, los barridos no coincidieron en ninguno de los casos, por lo que podemos suponer, que
al igual que en los voltamperogramas anteriores, se trata de una reaccion de oxidacién

irreversible.



La figura 26b nos muestra la grafica correspondiente a la curva de calibracion obtenida con
los datos reales de la densidad de corriente para cada una de las concentraciones de vainillina.
En ella se aprecia que se obtuvo un factor de correlacion R? = 0.9990. Esto nos demuestra
que el aumento de densidad de corriente es altamente lineal en relacion con el aumento de

concentracion de vainillina.

Por otro lado, se realizd la comparacion entre tres curvas de cada una de las concentraciones
evaluadas para obtener las barras de error. Como se observa en 26b se puede percibir que la
distancia es estrecha entre cada grupo de datos, con una distancia de densidad de corriente
mas significativa que las obtenidas en graficas en el mismo rango de concentraciones en
soluciones de buffer de fosfatos pH 6.5 y soluciones de leche, sin embargo, el factor de

correlacion nos indica que presenta un buen nivel de reproducibilidad.

La ecuacion de disefio se ilustra de la misma forma en 26b, para la cual tenemos una
pendiente de 70.251 pA mM™ y un valor de intercepcion de 22.284 pA. La desviacion
estandar relativa calculada para la vainillina en este rango de concentracion es de 4.692% y
el limite de deteccion es de 0.21608 mM usando el criterio 3S, /m, donde m, es la pendiente
de la funcidn que describe la curva de calibracion y Sy es la desviacion estandar (5.0599). A
pesar de que el limite de deteccion aumento, este valor se sigue encontrando por debajo de
la concentracion minima de vainillina encontrada en productos lacteos comerciales (0.6
mM). Es posible sugerir que el comportamiento del sensor de AuNP/carbon vulcan-Nafion
es adecuado para usarse como un material para la determinacion de vainillina en helados
dentro del rango de concentracion de vainillina en productos lacteos comerciales (de 0.6 a
3.3 mM).



11.2.6 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de AuNPs/carbén vulcan-
Nafion en helado

a) b)
140 140 T T T T T T T T T T
130 | :
o L | §
£ £
< 100 Lmor ]
- o100 b q
= =
2 g 2 wr ]
3 3 e 4
@ @
T8 Z .
o ! o
hod i T 0L ]
Z 40 Z
[T} te @ B) [ -
] ] I (wA) = 24,015(mM) + 36.301
20 40 - R?=0.9988 b
L 1 1 1 L 1 30 PR NN S NN S N T [N TR [ S TR [T N N S N
0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0 02 02 06 10 14 18 22 26 30 34 38 42
Potencial (V vs. KCl) Concentracion (mi)

Figura 27. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.8 mM en
helado elaborado en el laboratorio con concentraciones de vainillina conocidas usando la tinta de
AuNPs/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de corriente en los
voltamperogramas obtenidos en a).

Se realizaron voltamperometrias de pulso diferencial para evaluar el comportamiento
electroquimico de la vainillina en muestras de helado realizadas en el laboratorio con
concentracion conocida. Se emplearon las mismas muestras de helado realizadas para las
voltamperometrias ciclicas (CV) por lo que la composicion de las muestras de helado es la
misma que las mostradas en la figura 27. Las concnetraciones empleadas comenzaron con un
control, es decir una muestra de helado sin vanillina, posteriormente se probo una muestra
de helado de vainillina 0.2 mM y a partir de ella se incremento la concentracion de vainillina

0.4 mM. La concentracion maxima probada fue 3.8 mM.

La ventana de barrido de potencial fue de 0 a 1.0 V, se utilizaron las mismas condiciones de
exploracion: un tamafio de escalon de 5 mV, un tamafo de pulso de 20 mV, un periodo e
muestra de 0.2 y un tiempo de pulso de 0.05 segundos. Se considero un area de electrodo
igual a 1 en todas las pruebas. Al igual que en todos los voltamperogramas realizados en
todas las pruebas anteriores, se uso un electrodo de referencia con una solucion saturada de
KCI.



En la figura 27a se puede apreciar que los picos de oxidacion se encuentran desplazados a
la izquierda apareciendo alrededor de los 0.8V, sin embargo el crecmimento del pico
comienza desde alrededor de 0.5V. El control nos muestra que hay un crecimiento lineal en
ausencia de vainillina, lo que podemos atribuirlo a ruido de fondo, ya que no hay alguna sefial

sobresaliente a lo largo del barrido del potencial.

La primera sefial correspondiente a una muestra de helado con una concentracion de
vainillina 0.2 mM es apenas perceptible, cuyo valor de densidad de corriente fue de 41.14
pA. La forma de los picos de oxidacion se mantuvo muy similar para todas las
concentraciones donde todos los puntos maximos se presentan con una variacion altamente
reducida en el eje del potencial. La densidad de corriente obtenida para la concentracion mas
alta de vainillina 3.8 mM fue de 128.46 pA. El aumento de densidad de corriente entre un

pico de oxidacion y otro fue de alrededor de 10 pA.

En la figura 27b se ilustra la curva de calibracion obtenida con los resultados globales de las
pruebas realizadas en 27a. La ecuacion obtenida que describe la curva de calibracion se
realizo mediante regresion lineal, para la cual el factor de correlacion nos muestra una
linealidad de R? = 0.9988. Este dato nos permite conocer que el comportamiento de las

sefiales reales obtenidas en los picos de oxidacion se ajustan muy bien a la ecuacion lineal.

La reproducibilidad se evaluo realizando cada uno de los voltamperogramas por triplicado
para cada concentracién. La variacion entre las densidades de corriente obtenidas para cada
concentracion se ilustra mediante las barras de error. Se puede apreciar que la variacion es
estrecha y solo resaltan dos concentraciones (0.6 y 3.0 mM) con mayor variabilidad, aunque
no llega a ser altamente significativa, por lo que, podemos sugerir que el sistema de sensado
nos provee de un metodo con buena reproducibilidad.

La ecuacion de disefio elaborada con regresion lineal mediante los datos obtenidos muestra
la relacion entre la densidad de corriente (expresada en pA) esperada para una concentracion
especifica de vainillina (expresada en mM), de forma que I(pA) = 24.015-C(mM) + 36.301.
La desviacion estandar relativa calculada para este rango de concentraciones es de 1.1972%,
y el limite de deteccion calculado es de 0.1114 mM, , bajo el criterio 3Sp/m, donde m es la
pendiente de la grafica de calibracion y Sy es la desviacion estandar, que para este rango de

concentraciones se considera como Sp = 0.89207. En comparacion con los resultados



obtenidos mediante voltamperometria ciclica, la voltamperometria de pulso diferencial nos
permite alcanzar un limite de deteccion menor y presenta una desviacion estandar mas
reducida por lo que podemos suponer que mediante este metodo podemos alcanzar un mayor

grado de deteccion y una mejor reproducibilidad.

11.3 Caracterizaciones electroquimicas de las LDH-AuNPs/carbon vulcan

11.3.1 Voltamperometrias ciclicas (CV) con la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5
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Figura 28. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 1.0 mM en buffer de
fosfatos 0.01M pH 6.5 usando una tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad
de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

De manera inicial, el comportamiento electroquimico se comprobd mediante
voltamperometrias ciclicas (CV) en soluciones buffer de fosfatos pH 6.5 con concentraciones
de vainillina de 0 a 1.0 mM, con un aumento de concentracion de 0.1 mM, con el proposito
de conocer el comportamiento del electrodo de carbon vitreo recubierto con la tinta preparada
con nanoparticulas de oro soportadas en los hidroxidos doble laminares de Magnesio y
Aluminio (LDH-AuUNP), y a su vez dispersadas en carbon vulcan y nafion (LDH-
AuNP/carbon vulcan-nafion) para la formacion de la pelicula sobre el electrodo.



Se llevaron a cabo barridos de potencial hacia adelante y hacia atras desde -1.0 hasta 1.0 V
para observar los picos de oxidacion y ver si existia algun pico de reduccion. Es importante
mencionar que para todas las pruebas realizadas no se realizaron optimizaciones de los
parametros para mejorar la sensibilidad. La velocidad de exploracion fue de 20 mV/s y por
cada concentracion se llevaron a cabo 5 ciclos. Para observar la estabilidad de la deteccion
mediante el sistema compuesto de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion se compararon las
sefiales de densidad de corriente obtenidas entre los ciclos 2, 3 y 4. Los ciclos mostrados en

28a corresponden a los ciclos 3 de cada uno de los experimentos.

De la misma forma que en los experimentos realizados al hacer la evaluacion con AuNPs
como material de sensado, las soluciones de vainillina se realizaron partiendo de la solucion
de mayor concentracion, y las de menor concentracion se realizaron mediante la toma de
alicuotas, utilizando la Ec. 2 para conocer el volumen requerido para cada una de las

concentraciones.

La primera voltamperometria se realizd en una solucion control, es decir, en buffer de
fosfatos pH 6.5 en ausencia de vainillina utilizando LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion como
material de deteccion. Se observa una curva mas ancha sin presencia de alguna sefial, por lo
gue podemos suponer que el sensor no detecta algun otro compuesto en el buffer. Desde la
concentracion mas baja (vainillina 0.1 mM) se observa la aparicion de picos de oxidacion
bien definidos en un rango de 0.55 a 0.8 V, lo cual se encuentra dentro de lo esperado
(Cheraghi, et al., 2017). En comparacion con los obtenidos con la tinta de AuNP/carbon
vulcan-nafion, los picos son menos estrechos, lo que puede estar relacionado con el ancho de

las curvas generadas.

Se observa ademas la aparicion de pequefios picos suavizados alrededor de los 0.2V, lo que
nos permite suponer que el material esta reaccionando a otra especie 0 compuesto encontrado
en la vainillina, que podria ser alguna traza de algun tipo de contaminacion o bien, algun
subproducto presente al momento de realizar la oxidacion de la vainillina. Sin embargo, estas
pequerias sefiales no parecen ser constructivas con la deteccion de la vainillina por lo que no
representan mayor problema al momento de cuantificar la densidad de corriente obtenida en

cada pico de oxidacion.



El primer pico de oxidacion aparece con una densidad de corriente de 32.69 pA. Esta
densidad de corriente es mayor que la obtenida en la misma concentracion (vainillina 0.1
mM) con el sensor AuNP/carbon vulcan-nafion, la cual fue de 14.04 pA. El aumento de
densidad de corriente entre una concentracion y otra fue de alrededor de 2 pA (mientras que
con el sensor de AuNP/carbon vulcan-nafion fue de alrededor de 6 pA). ElI mayor
ensanchamiento de la curvas a concentraciones bajas y el bajo aumento de densidad de
corriente entre un pico de oxidacion y otro nos permite suponer que es posible que el ruido
de fondo resulte significativo en este rango de concentraciones, esto puede ser debido a que
la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion sea mas receptiva a otras contribuciones y que
al tener un sistema de varias capas de hidroxidos doble laminares se genere una resistencia

entre ellas al momento de llevar a cabo la oxidacion.

En 28b se ilustra la curva de calibracion lineal obtenida mediante las densidades de corriente
registradas para el rango de concentraciones de vainillina de 0 a 1.0 mM. El valor del factor
de correlacion fue de R? = 0.9972, mientras que la ecuacion que describe la curva de
calibracion tuvo una pendiente de 19.842 pA - mM™ y un valor de intersepcion de 30.459
HA.

En 28b tambien se ilustra la variacion entre la densidad de corriente obtenida en los picos de

oxidacion en las curvas 2 y 4 mediante las barras de error. Podemos observar que la variacion
es ligeramente menor que las obtenidas con el sensor de AuNP/carbon vulcan-nafion. La
mayor variacion se encuentra en las concentraciones de 0.5 y 0.6 mM, sin embargo no
encontramos solapamientos entre densidades de corriente, por lo que podemos suponer que
la estabilidad y especificidad es adecuada para el desarrollo de un sensor y para detectar
cambios de concentracion relativamente bajos. Tomando estos datos como referencia se
calculo la desviacion estandar relativa, cuyo valor fue de 0.8709%. La desviacion estandar
fue de 0.35105.

Posteriormente, se evaluaron concentraciones mayores de vainillina en buffer de fostatos pH
6.5. Se partio de 0 mM (es decir, de una prueba en buffer en ausencia de vainillina para
obtener el control) hasta una concentracion de 5.0 mM. Los voltamperogramas obtenidos se
ilustran en la Figura 29.
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Figura 29. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 5.0 mM en buffer de
fosfatos 0.01M pH 6.5 usando una tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad
de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Se usaron las mismas condiciones que se usaron en las evaluaciones de concentraciones
menores: un barrido de potencial de -1.0 hasta 1.0 V, una velocidad de exploracion de 20
mV/s, el potencial de inicio de la electro oxidacion partio de 0.2V, se considero un area
superficial del electrodo igual a 1 y el potencial se comparo contra un electrodo de referencia

de KCI. El aumento de concentracion entre cada solucion fue de 0.4mM.

En 29a se observa que a mayores concentraciones la mayoria de los picos de oxidacion se
muestran mas definidos, de forma muy similar que los picos obtenidos con el sensor
recubierto con AuNP/carbon vulcan-nafion, por lo que podemos inferir que ambos presentan
una conductividad parecida; la menor concentracion (vainillina 0.2 mM) presenta una
densidad de corriente de 34.47 pA mientras que la mayor concentracion (vainillina 5.0 mM)
presenta una densidad de corriente de 131.46 pA. El aumento de densidad de corriente entre

un pico de oxidacion y otro es de aproximadamente 8 pA.

De la misma forma que en concentraciones menores, se observa la aparicion de sefiales
alrededor de 0.25V, que aumentaron al aumentar la concentracion de vainillina sin que estas
presenten contribucion con los picos de oxidacion caracterisiticos de la vainillina. Estas
sefiales aparecen suavizadas con un ancho de pico considerable, por lo que podemos suponer

la posibilidad de que sea la contribucion resultante de varias sefiales de intensidades menores.



De forma adicional, podemos observar en 29a que hay una menor tasa de variabilidad en el
barrido de potencial, donde se puede apreciar que los picos de oxidacion aparecen en un
rango altamente estrecho. Se observa un mejor control en cuanto al potencial en el que
aparecieron los picos de oxidacion en relacion con los obtenidos en los voltamperogramas

usando AuNP/carbon vulcan-nafion en concentraciones similares.

Por la forma de los picos de oxidacion en relacion con las sefiales obtenidas en el proceso de
reduccion podemos deducir que la reaccion es irreversible, ya que en el barrido de potencial
de 1.0 a-1.0 V la curva no regresa por el mismo camino del sentido opuesto. El ancho de las
curvas sigue siendo de un tamafio similar al encontrado en los ciclos de concentraciones
menores (puede notarse por la relacion con la curva correspondiente al control, es decir, la
curva realizada en el buffer en ausencia de vainillina) por lo que el ruido de fondo sigue
considerandose relativamente alto, aunque ya no tan considerable en relacion con la densidad

de corriente de los picos de oxidacion.

La curva de calibracion obtenida para este rango de concentraciones se ilustra en 29b, donde
podemos apreciar que los datos reales obtenidos mediante las pruebas de voltamperometria
ciclica (CV) se ajustan muy bien a la ecuacion de disefio. El factor de correlacion R?=0.9992
nos permite visualizar que tiene un alto indice de linealidad por lo que resulta una propuesta
que podria ser confiable para el desarrollo de un sensor de vainillina en soluciones buffer a
un pH 6.5. La pendiente de la curva descrita es de 20.23 pA-mM y la intercepcion de 30.158
HA-

Se calculo una desviacion estandar relativa de 0.7035% y una desviacion estandar de 0.5026.
Con este ultimo valor fue posible calcular el limite de deteccion, mediante el criterio 3S; /m,
donde m, es la pendiente de la funcion que describe la curva de calibracion y Sy es la
desviacion estandar. El valor resultante del limite de deteccion fue 0.06375 mM. Esto nos
indica que el sensor de carbén vitreo recubierto con LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion es
altamente sensible y que tiene la capacidad de detectar concentraciones de vainillina en el
rango de las concentraciones de vainillina usadas en productos comerciales, siempre y
cuando se realicen en muestras con un alto grado de solubilidad como se muestra en el caso
del buffer de fosfatos.



Por otro lado, el comportamiento electroquimico de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion se
comprobo mediante voltamperometria de pulso diferencial (DPV) en soluciones de vainillina
en buffer de fosfatos. Inicialmente se realizaron pruebas con concentraciones de vainillina de
0a 1.0 mM, con un aumento de concentracion de 0.1mM. Los resultados obtenidos se ilustran

en la figura 30.

11.3.2 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de LDH-AuNP/carbdn
vulcan-Nafion en buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5
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Figura 30. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 1.0 mM en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5 usando una tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion como sensor. b)
Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

La vainillina fue oxidada en una ventana de exploracion fue de 0.2 a 0.8V, ya que la sefial
esperada de la vainillina se muestra alrededor de los 0.6V. De la misma forma que en las
voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) realizadas con la tinta de AuNP/carbon
vulcan-nafion, se mantuvieron las mismas condiciones para todas las voltamperometrias de
pulso diferencial consiguientes. Se considero un tamarfio de escalon de 5 mV, un tamafio de
pulso de 20 mV, un periodo e muestra de 0.2 y un tiempo de pulso de 0.05 segundos. Es
importante mencionar que para todas las voltamperometrias de pulso diferencial probadas
con la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion no se realizaron optimizaciones para

mejorar la sensibilidad.



Se considera el area del electrodo de trabajo igual a 1 y como electrodo de referencia se una
un electrodo de KCI. Todas las voltamperometrias se realizaron en celdas cerradas con 10mL

de cada solucion, respectivamente.

El pico de oxidacion se encuentra desplazado ligeramente hacia la izquierda apareciendo
alrededor de los 0.5V, esto puede deberse a varios factores, como la distribucion de la tinta,
el tiempo de secado, los cambios de la temperatura ambiente o alguna posible variacion en
el pH del buffer empleado. Por otro lado una posible hipotesis de este comportamiento podria
ser debido a que al haber obtenido los picos de oxidacion con un menor potencial con LDH-
AuNP/carbon vulcan-nafion, este ultimo material podria presentar una mayor actividad
electroquimica en comparacion con el electrodo recubierto con la tinta de AuNP/carbon

vulcan-nafion, de forma que podria tener una mejor interaccion con la vainillina.

Para comprobar que se trata del pico de oxidacion caracteristico de la vainillina se evalua
primero el control, realizando una voltamperometria de pulso diferencial en el buffer de
fosfatos pH 6.5 en ausencia de vainillina para conocer el comportamiento del electrodo y de

la tienda por mi mismos de manera sinergica.

El control nos muestra un ligero aumento de potencial a lo largo del barrido de potencial, sin
llegar a ser significativo, ya que a lo largo del barrido de potencial, la densidad de corriente
se mantuvo alrededor de los 5 pA. Se observa una pequena sefial obtenida alrededor de los
0.6V, por lo que podemos inferir la posibilidad de que esta contribucion sea inherente a la

vainillina y sea proveniente de algun otro compuesto presente en el buffer de fosfatos pH 6.5.

Los picos de oxidacion se muestran significativamente mas definidos en comparativa con las
voltamperometrias de pulso diferencial realizadas con la tinta de AuNP/carbon vulcan-nafion
en el mismo rango de conentraciones. Las sefiales aparecen en un rango altamente estrecho
en el barrido de potencial y en solo dos de las concentraciones (0.7 y 0.9 mM) se observa la
contribucion de la deteccion mostrada en el control en ausencia de vainillina presente
alrededor de los 0.6V, por lo que podemos suponer que de ser un compuesto contaminante,
este no esta presente en todas las muestras evaluadas, por lo que puede ser resultado de la

manipulacion de las muestras que lo presentan.



Para la concentracion mas baja, es decir la solucion de vainillina 0.1 mM se tiene una
densidad de corriente de 8.094 pA, al aumentar la concentracion, la distancia de densidad de
corriente entre un pico de oxidacion y otro es de alrededor de 2 pA. La densidad de corriente
para la concentracion mas alta correspondiente a la solucion de vainillina 1.0 mM fue de
25.78 pA. En comparacion con las voltamerometrias obtenidas en el mismo rango de
concentraciones con el electrodo de AuNP/carbon vulcan-nafion, las sefiales obtenidas con
el sensor de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion tiene una ventana de densidad de corriente
mas amplia, ya que en la concentracion menor percibe una menor densidad de corriente y

para la concentracion mayor este ultimo alcanza una densidad de corriente superior.

En 30b se ilustra la ecuacion correspondiente a la curva de calibracion, cuyo valor de
pendiente es de 19.67 pA-mM! con una intercepcion de 6.0429 pA y un valor de R?=0.9985.
Este ultimo nos indica que se alcanza un nivel de linealidad muy estrecho en relacion con la
regresion lineal expresada por la ecuacion de disefio. En relacion con la tinta de AuNP/carbon
vulcan-nafion, se puede apreciar una mejora en cuanto a la linealidad en el rango de

concentraciones de vainillinade 0 a 1.0 mM.

Para evaluar su reproducibilidad se hicieron pruebas por triplicado, cuyos resultados se
expresan mediante las barras de error ilustradas en 30b. De forma similar que con el factor
de linealidad, el margen de error tambien se ve reducido al usar la tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-nafion como material de deteccion. Con esta informacion se obtuvo una desviacion
estandar relativa de 1.8992% y una desviacion estandar de 0.2957. Estas mejoras podrian
deberse a que al integrar las AuNPs en un material de soporte podemos tener una dispersién
mas uniforme, lo que mejora la cantidad de sitios activos y tambien la conductividad del
material. Esto corrobora que podria ser un soporte que mejoraria las propiedades de las

nanoparticulas y su estabilidad como método de deteccidn.

Posteriormente, se evaluo el comportamiento de la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion
en un rango de concentraciones mayores partiendo de soluciones de vainillina en buffer de
fosfatos pH 6.5 de 0.2mM hasta alcanzar una concentracion de vainillina 3.4 mM, con un
incremento de concentracion de 0.4mM. Los voltamperogramas obtenidos se ilustran en la

figura 31.
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Figura 31. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.4 mM en
buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5 usando una tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion como sensor. b)
Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

En la figura 31a se muestra la relacion entre la concentracién de vainillina y el pico de
corriente obtenido en cada una de las concentraciones al efectuarse la oxidacion. Los picos
de oxidacién aparecen alrededor de 0.52V, de forma que se encuentran ligeramente
desplazados a la izquierda de acuerdo a lo esperado (alrededor de 0.6V) de manera similar
que en los voltamperogramas de concentraciones menores. Los picos aparecen de forma muy
ajustada, siendo la serie de voltamperogramas con la mas controlada distribucion en cuanto

al potencial de aparicion de los picos de oxidacion.

En control no nos muestra alguna sefial que presente una contribucion importante, por lo que
podemos descartar la aparicion de alguna sefial constructiva a las sefiales obtenidas de la
oxidacion de la vainillina. Los picos de concentraciones bajas (los correspondientes a las
concentraciones igual o menores a 1.0mM) muestran sefiales bien definidas, pero con picos
de oxidacion anchos en comparacion de los picos de oxidacion obtenidos a partir de la
solucién de vainillina 1.4 mM hasta 3.4 mM. Estos ultimos presentan una picos definidos y
angostos lo que nos muestra una buena especificidad y un bajo ruido de fondo durante las
pruebas. Este comportamiento se podria ver favorecido por la integracion de los hidroxidos
doble laminares de Magnesio y Aluminio como sistema de soporte, ya que, al ser un material
conductor y estable, le provee de una estructura definida y estable a las AuNPs, mejorando
su capacidad de deteccion y eliminando el ruido que podria generarse por alguna

acumulacién de densidad de corriente en alguno de los sitios activos. La linealidad de las



sefiales obtenidas se muestra en 31b, donde se observa que los datos reales se ajustan muy
bien a la curva generada por regresion lineal. La ecuacion de disefio nos muestra la
correspondencia entre la corriente esperada para cualquier concentracion en un rango de 0 a
3.4mM, para la cual se tiene una pendiente de 21.045 pA-mM™ con una intercepcion de
4.6557 pA. El factor de correlacion R?=0.9991 nos indica que a concentraciones mayores la
linealidad de los valores obtenidos mediante las voltamperometrias de pulso diferencial se

vuelve mas estrecha y por lo tanto los valores obtenidos se muestran mas especificos.

Para evaluar la reproducibilidad se realiz6 cada una de las detecciones de vainillina en cada
concentracion por triplicado. Los resultados de cada una de las concentraciones se ilustra en
31b, donde se aprecia que la variacion entre los resultados de cada concentracion no se
muestra significativa. Esto nos permite tener un mayor nivel de confiabilidad en el material
como metodo de sensado ya que la informacion obtenida es altamente fiable con lo obtenido
de manera matematica. La desviacion estandar relativa calculada para este rango de
concentraciones es de 1.46498% mientras que la desviacion estandar es de 0.5441. Este
ultimo dato nos permite calcular el limite de deteccion mediante el criterio 35, /m utilizado
previamente, donde Sy es la desviacion estandar. El limte de deteccion es de 0.0624 mM,
cuyo valor es estrechamente similar con el limte de deteccion obtenido mediante

voltamperometria ciclica (CV) para la vainillina en soluciones buffer.

Posteriormente, la estabilidad y sensibilidad del sensor electroquimico propuesto mediante
el uso de la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion se evalud haciendo pruebas en
soluciones de vainillina en leche saborizada y helado, respectivamente. Se us6 el mismo
electrodo y el mismo sistema de deposicion, se usé 2 pL de tinta de LDH-AuNP/carbén
vulcan-Nafion, y de comparo contra el mismo electrodo de referencia de KCI. Es importante
mencionar que cuando la tinta alcanzé un tiempo mayor a 24 horas almacenada, se realizé
un bafio sénico durante 20 minutos para asegurarse de que la tinta se encontrara

homogéneamente dispersada antes de aplicarse en la superficie del electrodo.



11.3.3 Voltamperometrias ciclicas (CV) con la tinta de LDH-AuNPs en leche entera Araceli

120 T T T T T T T T T T T 90

[y

a
Y NoOBE @ o D
[=] = = = = L= = =
T T T T T T T T

Densidad de corriente (pA/cr?)

] BT

. i Zas| ]

) 1 5 0l (uA) =12.721(mM) + 32.186 ]
] o= S R2=0.9968

80 [ 35 [ ]

1 1 1 1 1 1 1 1
-1.2 -10 08 -06 04 02 00 02 04 06 08 10 12 30
Potencial (V vs. KCI)

@
=
T

_I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
02 02 06 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50
Concentracion (miM)

Figura 32. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 4.2 mM en leche entera
Araceli usando una tinta de LDH-AuNP/carb6n vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de
corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Para estudiar el comportamiento electroquimico del electrodo de carbdn vitreo recubierto con
la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion en soluciones de leche saborizada, se realizaron
soluciones de vainillina en leche entera (se usé marca Araceli). Para ello se realiz6 una
solucion de vainillina 4.2 mM en leche entera y a partir de ella se realizaron soluciones de
concentraciones inferiores utilizando la Ec. 2 para conocer el volumen requerido para cada
una de ellas. El rango de concentraciones de vainillina evaluado fue de 0 a 4.2 mM con una
distancia de concentracion de 0.4 mM. Se utiliz6 la misma ventana de barrido de potencial,
de-1.0a 1.0 V, y una velocidad de exploracion de 20 mV/s. Se considerd un area superficial
del electrodo igual a 1 y el potencial del electrodo de trabajo se comparé contra un electrodo

de referencia de KCI.

En la figura 32a se muestran todos los voltamperogramas obtenidos para cada una de las
concentraciones probadas, asi como una curva de control que nos permite saber como se
comporta la tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion en ausencia de vainillina. Podemos
observar que la curva del control no se muestra especialmente ensanchada, pero si presenta
una formacién de un pico ruidoso de baja densidad de corriente alrededor de los 0.1 V.

Debido a que su aparicion se presenta en ausencia de vainillina, las sefiales obtenidas en ese



potencial a lo largo del barrido no se consideraran como parte de las sefiales obtenidas por la

oxidacion de vainillina.

Para las soluciones de vainillina en leche entera podemos apreciar que los picos se encuentran
bien definidos y aparecen en un rango de barrido de potencial sumamente alineado. Todos
los picos se encuentran alrededor de los 0.6V, como es de esperarse de acuerdo a la literatura
(Cheraghi, et. al., 2018). Las curvas presentan un mayor ensanchamiento, por lo que podemos
asumir que al aumentar la concentracion de vainillina también aumenta el ruido de fondo. Se
observa un crecimiento en la sefial detectada entre 0.1 y 0.2V presente en el control. Este
comportamiento puede estar relacionado con sustancias presentes en la leche que podrian
estar contribuyendo a la formacion de picos de oxidacion a lo largo del barrido del potencial,
hacia adelante y hacia atras, sin embargo, estos no aparecen solapados con los picos de

oxidacion correspondientes a la vainillina.

El pico de oxidacién de menor concentracion corresponde a la solucion de vainillina 0.2 mM
en leche, cuyo valor de densidad de corriente fue de 35.31 pA. La concentracién mas alta
evaluada fue la solucion de vainillina 4.2 mM en leche, para la cual se obtuvo una densidad
de corriente de 84.18 pA. El aumento de densidad de corriente es de aproximadamente 5 pA

entre una concentracion y otra.

De forma similar a los resultados obtenidos para soluciones de vainillina en buffer, podemos
notar que, al hacer voltamperometrias con el sensor de carbon vitreo recubierto con LDH-
AuNP/carb6on vulcan-Nafion, las densidades de corriente obtenidas en la primera
concentracion (vainillina 0.2mM) son mayores que las obtenidas con la tinta de AuNP/carbén
vulcan-Nafion, sin embargo la distancia de densidad de corriente entre una concentracion a
otra disminuye al usar la tinta que integra los hidréxidos doble laminares en su estructura,
por lo que para las concentraciones mayores, las densidades de corriente obtenidas con la

tinta de AuNP/carb6n vulcan-Nafion se muestran mayores.

Este hecho podria ser resultado de la estructura doble laminar que conforma la tinta de LDH-
AuNP/carb6n vulcan-Nafion. Una posible hipétesis es que podria resultar dificil para los
electrones liberados durante la oxidacion acceder a los sitios activos de deteccion internos
entre las multicapas de los hidroxidos doble laminares, por lo que una vez que la

concentracion de la vainillina comienza a aumentar, comienza a existir una competencia por



los sitios activos superficiales, de forma que el llegar a sitios internos entre las capas podria
generar una resistencia, y por lo tanto un menor aumento de deteccion. Sin embargo, se
observa que se mantiene un buen comportamiento en cuanto a la linealidad de los picos
obtenidos, como se muestra en 32b. El factor de correlacion obtenido es R? = 0.9968. Esto
nos indica que las densidades reales obtenidas para cada concentracion se ajustan muy bien
a la ecuacion obtenida por regresion lineal, cuyo valor de pendiente es de 12.721 pA-mM?ty

valor de intercepcion es de 32.186 pA.

La reproducibilidad del sistema se evalla mediante la comparativa entre 3 curvas
correspondientes a los voltamperogramas ciclicos para una cada una de las concentraciones.
La variacién de densidad de corriente nos indica que nivel de precisién podemos esperar al
realizar los barridos de potencial para la deteccion de vainillina en leche. Se observa una
variacion levemente significativa, sin que haya un traslape de picos de oxidacion por lo que
podemos suponer que se trata de un sistema confiable. La desviacion estandar relativa es de
1.2051% vy el limite de detecciéon alcanzado es de 0.1601 mM, considerando el criterio
3S,/m, donde m es la pendiente de la ecuacion de disefio y Sy la desviacion estandar, que

para este caso Sp=0.6789.

En comparacion con la desviacion estandar relativa presentada en los voltamperogramas
obtenidos mediante las pruebas realizadas con el sensor de AuNP/carbdn vulcan-Nafion en
el mismo rango de concentracion en soluciones de vainillina en leche, se observa una mejora,
teniendo una desviacion estandar relativa menor en (en el caso de los voltamperogramas
obtenidos con el sensor de AuNP/carbon vulcan-Nafion la desviacion estandar relativa es de
2.7885%). Por lo que podemos observar que, en soluciones de vainillina en leche, la
reproducibilidad mejora utilizando la tinta de LDH- AuNP/carb6n vulcan-Nafion.

El limite de deteccion obtenido nos permite conocer que la tinta de LDH- AuNP/carbon
vulcan-Nafion sera capaz de abarcar el rango de concentracion de vainillina encontrado en

productos comerciales (de 0.6 a 3.3 mM) del mismo tipo.



11.3.2 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de LDH-AuNP/carbén
vulcan-Nafion en leche entera Araceli
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Figura 33. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.4 mM en
leche entera Araceli usando una tinta de LDH-AuNP/carb6n vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de
las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Las soluciones de vainillina en leche fueron evaluadas por voltamperometria de pulso
diferencial (DPV). Las pruebas se realizaron en un rango de concentracion de 0 a 3.4 mM,
con un incremento de 0.4 mM entre cada concentracion. Se utilizaron las mismas condiciones
de exploracion estandarizadas para las voltamperometrias de pulso diferencial (DPV)
Ilevadas a cabo anteriormente. La ventana de barrido fue de 0.2 a 0.8V, ya que dentro de este
rango se encuentra el pico de oxidacion de la vainillina. Los voltamperogramas obtenidos

bajo estas condiciones se ilustran en la figura 33a.

De forma similar a los voltamperogramas obtenidos con la tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-Nafion en soluciones de vainillina en buffer de fosfatos pH 6.5 se muestran picos bien
definidos con bajo ruido de fondo alrededor de los 0.5V. El potencial de aparicion de los

picos es altamente estrecho, teniendo su punto méximo de forma casi alineada.

Al comparar los picos de oxidacién obtenidos con la tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-
Nafion y los obtenidos con la tinta de AuNP/carbon vulcan-Nafion, estos ultimos se
presentan con una gran cantidad de ruido de fondo en relacion con la densidad de corriente

del pico de oxidacion obtenida para cada una de las concentraciones evaluadas; al usar la



tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion la relacién del ruido de fondo mejora
notablemente mostrando picos mas definidos con una baja contribucién del ruido de fondo.
En comparacién con las sefiales obtenidas con la tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion
en soluciones de vainillina en buffer de fosfatos pH 6.5, los picos de oxidacidn se aprecian
ligeramente mas anchos para las pruebas realizadas en soluciones de vainillina en leche

entera.

El control, es decir, la evaluacion electroquimica realizada en leche en ausencia de vainillina,
nos muestra que la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-Nafion no exhibe ningan pico de
oxidacion o detecciéon de alguna otra sustancia presente en la leche entera, por lo que
podemos descartar que los picos sean una sumatoria de alguna contribucién de algun otro

compuesto presente en la leche evaluada.

El primer pico de oxidacién corresponde a una solucion de vainillina 0.2 mM en leche entera,
para el cual se obtuvo una densidad de corriente de 7.305 pA; por otro lado, el pico de
oxidacion mas alto corresponde a una concentracion de vainillina 3.4 mM en leche para el
cual se obtuvo una densidad de corriente de 70.97 pA. Se observa un aumento de densidad
de corriente de alrededor 8 pA. Este comportamiento nos permite observar que para las
voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) se exhibe el efecto contrario que se pudo
observar en el comportamiento de las voltamperometrias ciclicas (CV) con respecto al

crecimiento de la densidad de corriente en relacion al aumento de concentracion de vainillina.

En este caso un punto importante a considerar es el factor del ruido de fondo, que como se
aprecia en los voltamperogramas obtenidos con la tinta de AuNP/carbén vulcan-Nafion, es
bastante significativo. Al hacer la comparativa podemos suponer que para las
voltamperometrias de pulso diferencial la tinta de LDH-AuNP/carb6n vulcan-Nafion tiene
un mejor comportamiento ya que es probable que tenga una deteccion mas especifica y
selectiva, filtrando el ruido de fondo presente en la leche donde se realizan las pruebas de

concentracion de vainillina.

En 33b se ilustra el comportamiento de las densidades de corriente obtenidas para cada
concentracion de vainillina en soluciones de leche entera, utilizando la tinta de LDH-
AuNP/carbdon vulcan-Nafion como material de deteccion. Los datos reales obtenidos se

ajustan muy bien a la curva de calibracion obtenida mediante regresion lineal, para la cual se



obtuvo una pendiente de 19.785 pA- mM™? y una intercepcion de 3.221 pA, mostrando un
valor de R?=0.9998. Esto muestra notoriamente una mejoria en la linealidad obtenida con
respecto al comportamiento mostrado en la oxidacion de vainillina con la tinta de
AuNP/carbon vulcan-Nafion en las mismas soluciones de vainillina en leche. Esto nos
permite suponer que integrar los hidréxidos doble laminares de magnesio y aluminio (LDH)
ayuda al sistema a tener una mayor estabilidad en la deteccion de la vainillina con un bajo
ruido de fondo por lo que también podemos observar que al integrar el material de soporte
se mejora la sensibilidad de las detecciones.

Para evaluar la reproducibilidad del sistema de deteccion integrado por el electrodo de carbon
vitreo recubierto con la tinta de LDH- AuNP/carbon vulcan-Nafion se realizaron las
voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) por triplicado para cada una de las
concentraciones de vainillina, la variabilidad de las densidades de corriente obtenidas en los
picos de oxidacién para cada una de las concentraciones se muestra en la figura 33b mediante

las barras de error.

Las barras de error muestran variaciones estrechas, teniendo valores muy parecidos entre
ellas. Para determinar la variacion entre los datos obtenidos se calculd la desviacion estandar
relativa promedio de cada una de las variaciones en las concentraciones. El valor obtenido
para la desviacion estandar relativa fue de 1.96799% mientras que la desviacion estandar
promedio fue de 0.56337. Al comparar estos dos valores con los obtenidos en los
voltamperogramas resultantes de la oxidacion de vainillina detectada por la tinta de
AuNP/carbon vulcan-Nafion, notamos que ambos sistemas cuentan con valores muy
similares por lo que la reproducibilidad en ambos sistemas podriamos considerar que tienen

el mismo nivel de confiabilidad.

En cuanto al limite de deteccion alcanzado mediante voltamperometria de pulso diferencial
(DPV) para la deteccion de vainillina en soluciones de leche entera, se considero el criterio
3Sw/m, donde Sy es la desviacion estandar. El limite deteccion obtenido fue de 0.1746 mM.
Esto nos permite asegurar que el material tendra la capacidad de detectar la vainillina a
concentraciones por debajo de las que encontramos en los productos comerciales objetivo,

cuya concentracion minima es de 0.6 mM.



11.3.5 Voltamperometrias ciclicas (CV) con la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion en
helado
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Figura 34. a) voltamperogramas ciclicos (CV) de soluciones de vainillina de 0 a 5.0 mM en helado con
concentraciones conocidas de vainillina una tinta de LDH-AuNP/carb6n vulcan-Nafion como sensor. b)
Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos en a).

Finalmente, el comportamiento electroquimico de la tinta de LDH-AuNP/carbdn vulcan-
Nafion fue evaluado en soluciones de vainillina en helado de crema. Los experimentos se
realizaron en helado elaborado en el laboratorio utilizando las mismas proporciones de azucar
comun, leche entera (marca Araceli), crema para batir (marca Lyncott) que se usaron al hacer
la evaluacion de la tinta de AuNP/carbon vulcan-Nafion: 0.5:1:3, respectivamente. Esto con
el proposito de que al tener soluciones estandarizadas de concentracién y composicién

podamos tener comparativas mas precisas.

Al tener un helado sin ningun saborizante afiadido y hecho en el laboratorio podemos tener
muestras de concentracion conocida y podemos observar mejor el comportamiento de la
oxidacion de vainillina. De la misma forma que en los experimentos previos, se realizé una
muestra con la concentracion maxima de vainillina evaluada y a partir de ella se tomaron
alicuotas para generar el resto de concentraciones, por lo que fue necesario hacer dos
muestras de helado: una con la concentracion méxima de vainillina (5mM; se utilizd
vainillina grado quimico 99%, ChemCenter) y otra en ausencia de vainillina y a partir de las

dos se obtuvieron todas las concentraciones de vainillina evaluadas.



Todos los ingredientes se mezclaron perfectamente aplicando un mezclado en frio por
aproximadamente 90 minutos. Este proceso permitié incorporar el aire y lograr la textura de
un helado firme. Estas muestras de helado se usaron para llevar a cabo la voltamperometria

ciclica (CV) como la voltamperometria de pulso diferencial (DPV).

En la figura 34a se ilustran las voltamperometrias ciclicas (CV) obtenidas al evaluar
concentraciones de vainillina de 0 a 5mM en muestras de helados de crema, con un aumento

de concentracion de 0.4 mM entre cada concentracion.

Las respuestas electroquimicas fueron medidas a 20 mV/s en una ventana de potencial entre
-1.0 hasta 1.0 V, y se consideré como referencia un electrodo de KCI. El area del electrodo
de trabajo se normalizo a 1. De forma inicial, se evalta el comportamiento de la tinta de
LDH-AuNP/carbon vulcan en una muestra en ausencia de vainillina que nos permite tener
un control. En este caso se observa una curva estrecha con un crecimiento de baja intensidad
entre 0.4 y 0.3 V en el sentido de atras hacia adelante, lo que podemos atribuir a posibles
contribuciones poco significativas relacionadas a los componentes de los ingredientes del

helado.

La aparicion de los picos de oxidacion se muestra en un rango de potencial mas disperso, de
entre 0.5a 0.8 V, en comparacion con los realizados en evaluaciones en soluciones de buffer
o leche entera. Este comportamiento resulta l6gico al recordar que al disminuir el pH de la
solucion evaluada los picos de oxidacion se ven desplazados a potenciales mayores (Cagri,
et. al., 2018), y en este caso el pH de la crema al tener un valor de alrededor de 4, hace que
el pH ligeramente acido que teniamos con el buffer pH 6.5 o con la leche (pH 6.6 — 6.8) se

vea disminuido.

Los picos de oxidacion de la vainillina se encuentran bien definidos en la mayoria de las
concentraciones, por lo que es posible suponer que la vainillina mantiene una buena
interaccion con la tinta de LDH-AuNP/carbén vulcan-Nafion. Se observa que alrededor de
0.3 V hay aparicion de sefiales que, en algunas curvas se presentan de forma mas intensa que
en otras sin guardar una relacion proporcional al aumento de vainillina por lo que podemos
suponer que estos picos de oxidacion pueden ser atribuidos a oxidaciones de otras moléculas

contaminantes presentes en las soluciones de vainillina.



La densidad de corriente obtenida para la primera concentracion (vainillina 0.2mM) fue de
54.31 pA, mientras que para la muestra de mayor concentracion de vainillina (0.5 mM) la
densidad de corriente tuvo un valor de 233.53 pA, teniendo un aumento de densidad de

corriente alrededor de 13 pA entre una concentracion y otra.

La curva obtenida mediante regresion lineal de las densidades correspondientes a cada
concentracion evaluada, respectivamente, se ilustra en la figura 34b. La linealidad se describe
mediante R?=0.9974; en la mayoria de las concentraciones se observa que se tiene una buena
linealidad, salvo por para la concentracion de 1.8 mM donde se observa que la densidad de
corriente no aument6 de manera proporcional con el aumento que se estaba teniendo a
concentraciones inferiores. La ecuacién de disefio de la curva de calibracién muestra que se

obtuvo una pendiente de 37.664 pA-mM™ y una intercepcion de 42.477 pA.

Para la evaluacion de la reproducibilidad de esta técnica como método de deteccion y
cuantificacion de vainillina en helados de crema utilizando la tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-Nafion se realiz6 una comparativa entre los picos de oxidaciéon en tres curvas
diferentes para evaluar la variabilidad que se present6 en cuanto a la densidad de corriente
obtenida para cada una de las concentraciones evaluadas. Estos resultados se ilustran en las
barras de error donde podemos observar que en todos los casos se mantiene un ancho de barra
de error parecido, no muestran una variabilidad significativa y tampoco se observa
traslapamiento entre densidades de corriente que pudieran generar alguna ambigledad entre

la densidad de corriente esperada para una concentracion u otra.

Para evaluar este comportamiento se calculd la desviacion estandar relativa cuyo valor fue
de 2.58787% mientras que la densidad estandar fue de 3.0238. Esto nos permite confirmar
que el sistema presenta una menor precision al aumentar otros componentes a la muestra que
se esta evaluando porque pueden existir contribuciones entre las sefiales obtenidas, ruidos de
fondo o tiene una mayor facilidad de contaminarse al tratarse de muestras con mas diversidad
de componentes. Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos con la tinta de
AuNP/carb6n vulcan-Nafion, se observa que para las mismas muestras de vainillina en
helado de crema, estos Gltimos presentan mayor variabilidad teniendo una desviacion
estandar de 4.6917% y una desviacion estandar de 5.0599, por lo que podemos inferir que el

sistema de soporte provisto por los hidréxidos doble laminares de Magnesio y aluminio si



presentan una mejoria en cuanto a la estabilidad del sistema para obtener sefiales con menor

variabilidad.

El limite de deteccion se calculé de 0.21607 mM, de forma que mediante esta técnica
electroquimica adn resulta posible cuantificar la concentracion de vainillina en productos
lacteos comerciales objetivo (leche saborizada y helados de crema), ya que el limite de

deteccidn aun se conserva por debajo del rango de concentracidn para este tipo de productos.

11.3.6 Voltamperometrias de pulso diferencial (DPV) con la tinta de LDH-AuNP/carbén-
vulcan-Nafion en helado
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Figura 35. a) voltamperogramas de pulso diferencial (DPV) de soluciones de vainillina de 0 a 3.4 mM
soluciones de helado con concentraciones de vainillina conocidas usando una tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-Nafion como sensor. b) Linealidad de las sefiales de corriente en los voltamperogramas obtenidos
en a).

Como ultima evaluacion se realizé voltamperometria de pulso diferencial (DPV) en muestras
de helado con concentraciéon de vainillina conocida en un rango de 0 a 3.4 mM, con un
aumento de concentracion de 0.4 mM, utilizando la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-

Nafion depositada por drop casting sobre el electrodo de carbén vitreo.

Las condiciones de evaluaciéon fueron las mismas que se usaron los voltamperogramas
anteriores, con el propdsito de tener comparativas bajo las mismas condiciones y tener
parametros mas controlados. Las pruebas se realizaron con un tamafio de escalon de 5 mV,

un tamafio de pulso de 20 mV, un periodo 0.2 s y un tiempo de pulso de 0.05 s. Se abrio la



ventana de exploracion del potencial de 0.4 a 0.9 V y en todas las pruebas realizadas, el area

del electrodo se consider¢ igual a 1.

En la figura 35a se muestra el comportamiento electroquimico de la vainillina en helados de

crema utilizando LDH-AuNP/carbon vulcan como material de sensado.

De la misma forma que en los voltamperogramas ciclicos (CV) se logra apreciar que los picos
de oxidacion presentan un corrimiento en el potencial donde se presentaron, lo cual podemos
atribuirlo a la reduccion de pH, a consecuencia de la integracion de la crema que presenta
por si misma un pH de alrededor de 4 y, por lo tanto, el pH ligeramente acido que se tenia
con la leche, se ve reducido. La aparicion de los picos de oxidacion se presentan alrededor
de los 0.65V. Se mantuvo un consistencia en el potencial en el que aparecion los picos de
oxidacion en el rango de concentraciones evaluado, teniendo un alineamiento bastante

estrecho en el punto maximo del pico de oxidacion.

El control, es decir, la evaluacion de helado en ausencia de vainillina, se muestra sin
presencia de algun pico o sefial proveniente de algun componente presente en alguno de los
ingredientes utilizados en la preparacion del helado. Los voltamperogramas presentan un
ancho de pico mayor en comparacion con los picos de oxidacion obtenidos en soluciones de
buffer de fosfatos pH 6.5 o en leche, lo que podemos suponer puede ser consecuencia de la
resistencia generada por la incorporacion de aire y la posible contribucion de alguna reaccion
generada entre algun componente del helado y la vainillina oxidada, sin embargo, los picos
se consideran bien definidos en comparacion con los obtenidos con la tinta de AuNP/carbon

vulcan-Nafion, donde se percibe un mayor ruido de fondo y picos mas suavizados.

El primer pico de oxidacion, correspondiente a vainillina 0.2 mM en helado de crema,
presenta una densidad de corriente de 17.43 pA, mientras que para la concentracion mas alta
corresponiente a vainillina 3.4 mM en helado de crema se tiene un pico de oxidacion con una
densidad de corriente de 144.84 pA, teniendo un aumento de densidad de corriente entre un
pico de oxidacion y otro de aproximadamente 16 pA. La ecuacion de disefio obtenida
mediante regresion lineal se ilustra en la figura 33b, cuya pendiente es de 38.997 pA-mM*y

su intercepcion es de 12.906 pA.



El factor de correlacion nos muestra que la curva de calibracion presenta una linealidad de
R?=0.9982. Este valor nos demuestra que la curva de calibracion posee un nivel confiable de
linealidad al encontrarse muy cerca del 1. En comparacion con los resultados obtenidos en la
curva de calibracion de la vainillina en helados de crema con la tinta de AuNP/carbon vulcan-
Nafion, ambas presentan una linealidad bastante parecida por lo que en teminos de linealidad

no se observa una mejora sustancial entre ambos materiales.

La reproducibilidad de este metodo electroquimico usando la tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-Nafion para la deteccion de vainillina se ilustra mediante las barras de error que nos
muestran las densidad de corriente obtenidas en tres curvas para cada una de las
concentraciones, respectivamente. En este caso se aprecia que las densidades de corriente
superiores e inferiores distan entre ellas de una forma menos estrecha, siendo uno de los
resultados con un comportamiento mas diversificado. Al calcular la desviacion estandar
promedio para todo el rango de concentraciones, esta tuvo un valor de 3.8699, mientras que
la desviacion estandar relativa promedio para el mismo rango de concentraciones de

vainillina tuvo un valor de 6.6734%.

Al comparar estos resultados contra los resultados obtenidos con la tinta de AuNP/carbon
vulcan-Nafion para el mismo rango de concentraciones en muestras de helados de crema, se
puede observar que estos ultimos presentan una reproducibilidad mas confiable ya que tanto
la desviacion estandar como la desviacion estandar relativa presentan valores menores, y por
lo tanto podemos observar que estos muestran una mayor consistencia en la densidad de

corriente obtenida para cada concentracion.

El limite de deteccion se calculo usando el criterio 3Sp/m, donde m es la pendiente de la
grafica de calibracion y Sy es la desviacion estandar de las sefiales obtenidas de la vainillina
en el rango de concentracién de 0 a 3.4 mM en helado de crema. El limite de deteccion se
calculo de 0.2977 mM, el cual tambien es superior al compararlo contra el limite de deteccion
alcanzado en el mismo rango de soluciones de vainillina en helados de crema cuantificado

con el sensor de AuNP/carbon vulcan-Nafion cuyo limite de deteccion fue de 0.1114 mM.

Los resultados obtenidos mediante voltamperometria de pulso diferencial para la deteccion

de vainillina en helados de crema usando la tinta de LDH- AuNP/carbon vulcan-Nafion no



parecen ser concluyentes por lo que se sugiere realizar mas experimentos para establecer

conclusiones confiables y con un mayor respaldo experimental.

11.3 Comparacion entre materiales
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Figura 36. voltamperogramas ciclicos de una solucién de vainillina 1.0 mM en buffer de fosfatos 0.01M pH 6.5.
Se muestra la comparacion en la obtencion de la sefial de corriente caracteristica obtenida con el electrodo de

carbon vitreo desnudo (curva rosa), el electrodo de carbon vitreo recubierto con la tinta de AuNPs (curva azul) y
con el electrodo de carbn vitreo recubierto con la tinta de LDH-AUNPs (curva café).
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Se realizé una comparativa de la respuesta en terminos de densidad de corriente obtenida
para una misma concentracion de vainillina de 1.0mM en buffer de fosfatos pH 6.5 al llevarse
a cabo la oxidacion, utilizando el electrodo desnudo, el electrodo recubierto con la tinta de
AuNP/carbon vulcan-nafion y la tinta de LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion,
respectivamente, para medir la respuesta electroquimica. Para llevar a cabo esta prueba se
consideraron los parametros de experimentacion estandar llevados a cabo durante este
proceso, los cuales fueron una velocidad de exploracion de 20 mV/s y una ventana de
exploracion de potencial de -1.0 a 1.0V. Para esta comparativa se uso la curva 3 en todos los

casos para tener una referencia mas precisa del comportamiento de los materiales.



En rosa se observa el comportamiento del electrodo de carbon vitreo sin nigun tipo de
recubrimiento. En este caso la sefial aparece cerca de los 0.62V, se tiene un pico suave, poco
ruidoso y con inicio y fin de curva bien definido, pero con una baja densidad de corriente,
alrededor de 8 pA. No se observa una fuerte contribucion del ruido de fondo, ya que la curva

por si misma se muestra estrecha.

En azul observamos la respuesta de densidad de corriente para la misma solucion de
vainillina 1.0 mM. En este caso podemos observar que la curva se vuelve menos angosta y
presenta detecciones en el rango de potencia de 0.1 a 0.4V de atras hacia adelante y en el
sentido opuesto notamos algunas sefiales menos alrededor de 0 V y -0.4V, que podrian
representar la presencia de alguna sustancia contamiante o bien una reaccion de oxidacion de
la vainillina oxidada o algun subproducto generado al llevar a cabo la oxidacién. El pico de
oxidacion se muestra bien definido, angosto y con una elevada densidad de corriente en
comparacion con el electrodo de carbon vitreo sin recubrir. Para la solucion de vainillina
1.0mM en buffer de fosfatos pH 6.5, la densidad de corriente obtenida fue de 68.72 pA.

En café se muestra la curva para la oxidacion de vainillina 1.0mM en buffer de fosfatos pH
6.5 detectada con el electrodo de carbon vitreo recubierto con la tinta de LDH-AuNP/carbon
vulcan-nafion. Se muestra que la curva es mas ancha, se presentan sefiales suaves y ruidosas
alreddor de 0.2 V y en el sentido opuesto aparece una sefial alrededor de 0 V, que coincide
con la obtenida con la tinta de AuNPs, pero con un aumento proporcional con el aumento de
la concentracion de vainillina, de igual manera podriamos suponer qu esto podria guardar
relacion con algun contaminante resultado de la manipulacion de la soluciones de vainillina
como en el caso de la deteccion de vainillina con el electrodo de AuNP/carbon vulcan-

Nafion.

El pico de oxidacion obtenido con la tinta de LDH de AuNP/carbon vulcan-Nafion presenta
una menor densidad de corriente, cuyo valor es de 25.78 pA. Se observa que al tener un
mayor ensanchamiento de la curva y un bajo aumento de densidad de corriente podemos
suponer que esta guarda relacion con el fenomeno descrito en la figura 28 donde se presenta
la posible hipotesis de que estos dos hechos pueden estar relacionados a que la tinta de LDH-

AuNP/carbon vulcan-nafion pueda ser mas sensible a las contribuciones de posibles



contaminantes o subproductos y que al tener un sistema de varias capas de hidroxidos doble

laminares se genere una resistencia entre ellas al momento de llevar a cabo la oxidacion.

Las evaluaciones muestran que las propiedades sinérgicas del electrodo de carbono vitreo
con ambas tintas mejoran significativamente en comparacion con las propiedades
electroquimicas del sensor de carbono vitreo por si mismo. Ambos materiales proporcionan
al sensor un area altamente reactiva que se traduce en una respuesta de intensidad de corriente
mas alta al detectar la oxidacion de la vainillina. De esta manera, es posible detectar
variaciones mas pequefias, lo que también permite mejorar la sensibilidad del sensor en
comparacion con el electrodo de carbén vitreo. A su vez otorga un tiempo de respuesta rapida
y bajo costo, en relacién con los métodos convencionales de deteccion de vainillina en la

industria alimentaria (Guo,2007).

Por otro lado, una comparativa del comportmiento del los sensores evaluados en este trabajo,
tanto AuNP/carbon vulcan-nafion como LDH-AuNP/carbon vulcan-nafion con otros
electrodos desarrollados para la deteccion de vainillina, se muestra en la tabla 4. En ella
podemaos apreciar en primer lugar el limite de deteccion y rango de operacion obtenidos para
los dos materiales desarrollados en esta tesis.

Tabla 4. Tabla comparativa rango de operacion y limite de deteccion de electrodos destinados a la deteccidn de
la vainillina (natural y sintética) en diferentes productos.

Electrodo Muestra Limite de Rango de Referencia
deteccion operacion

AuNPs Vainillina en buffer 0.0377 0.1-42mM Este trabajo de tesis
de fosfatos mM

Leche sabor vainilla ~ 0.1048 0.2-3.4mM Este trabajo de tesis
mM

Helado de vainilla 0.1114 0.2-3.8mM Este trabajo de tesis
mM

LDH-AuUNPs Vainillina en buffer 0.0624 01-34mM Este trabajo de tesis
de fosfatos mM

Leche sabor vainilla  0.1746 0.2-3.4mM Este trabajo de tesis

mM



Helado de vainilla 0.1821 0.2-3.4mM Este trabajo de tesis
mM
CFME cylindrical  vainillinaen acetato  4.2uM 10-700puM (Agui et al., 1999)
de etilo
Graphite electrode  Vainillinaen etanol,  0.4uM 5-400pM (Bettazzi et al., 2006)
yogurt y copotas
Vitreous carbon vainillina naturalen  0.16puM 50-300puM (Hardcastle et al., 2001)
etanol y acetato de
etilo
PVC/graphite Vainillina en 0.29mM 0.66-9.2mM (Lugue et al., 2000)
H2S04, vainilla
azucarada, galleta de
chocolate y
chocolate
Carbon fiber vainas de vainillaen  0.04puM 0.2-50uM (Zheng et al., 2010)
microelectrode buffer, te de vainilla
/Au-
AgNPs/Carbon
vitreous
Graphene/Vitreous Galletas 0.056puM 0.1-7uM (Peng et al., 2012)
carbon
AuPd- vainas de vainillaen  0.02uM 10-40uM (Shang et al., 2014)
graphene/vitreous buffer, te de vainilla,
carbon galletas

Se logra apreciar que en los tres tipos de muestras (soluciones de buffer de fosfatos, leche
sabor vainilla y helado de crema sabor vainilla) el limte de deteccion esta por debajo de la
concentracion minima de vainillina encontrada en los productos objetivo, cuyo valor es de al
menos 0.6 mM, mientras que en el rango de operacidn se comprobd que el sensor es sensible
para todos los casos al menos hasta una concentracion de 3.4 mM, valor que resulta superior
a la concentracion maxima de vainillna encontrada en leche saborizada y helados de crema,

que es de 3.3 mM.

Al comparar los dos materiales podemos observar que los limites de deteccion mas bajos los
presenta el sensor elaborado con el electrodo de carbon vitreo recubierto con la tinta de
AuNP/carbon vulcan-nafion, sin embargo al trabajar con los dos materiales es importante
observar que el electrodo de carbon vitreo recubierto con la tinta de LDH- AuNP/carbon

vulcan-nafion presenta picos de oxidacion mas agudos en la mayoria de los casos por lo que



podemos asociar a que este podria presentar una mejor estabilidad y sensibilidad de la
vainillina, de forma que el ruido de fondo no se vuelve tan significativo y aporta resultados

mas especficos.

Al observar los limites de deteccion y rango de operacion de vainillina de otros sensores
reportados en la literatura podemos observar que aunque si bien, estos pueden llegar alcanzar
valores mas cercanos al cero, ninguno de ellos fue probado en un producto como leche
saborizada o helado de crema y, por otro lado, los rangos de operacion no son funcionales
dentro del rango de deteccion objetivo en el desarrollo de esta tesis, por lo que se considera
a los dos materiales evaluados como opciones viables para la deteccion de vainillina en leche
saborizada y helados de crema en las concentraciones de vainillina comerciales (0.6 — 3.3
mM).

10 Conclusidn

En este trabajo de tesis, las nanoparticulas de oro (AuNP) y las nanoparticulas de oro
soportadas en los hidroxidos doble laminares de magnesio y aluminio (LDH-AuNP) fueron
sintetizadas por reduccion quimica y coprecipitacion, respectivamente; fueron caracterizadas
fisicoquimicamente por técnicas SEM y XRF, lo que nos permitié observar la distribucion,
presencia, forma y un tamafio aproximado de particula. Las propiedades electrocatalicas de
los materiales sintetizados fueron evaluadas al llevar a cabo la electrooxidacion de vainillina

mediante voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de pulso diferencial (DPV).

Como objetivo de la investigacion el propdsito fue evaluar propuestas de materiales para el
posterior desarrollo de un sensor amperométrico especificamente para las industrias de
helados y bebidas lacteas saborizadas, ya que estos productos son aquellos a los que se dirige
la mayor parte de la vainillina en la industria alimentaria. Parte del propdsito fue asegurar
que en las condiciones de las muestras fuese posible detectar las concentraciones reales en
las cuales se encuentra la vainillina en estos productos. Los voltamperogramas fueron
Ilevados a cabo bajo las mismas condiciones experimentales (temperatura ambiente, 25°C

aprox.).



Las AuNPs y las LDH-AuUNPs exhibieron buena estabilidad durante el desarrollo de los
experimentos. El electrodo de carbdn vitreo modificado con ambas tintas, respectivamente,
muestra una actividad electrocatalitica mejorada para la determinacién cuantitativa sensible
de vainillina mediante su oxidacion debido a los efectos sinérgicos de tanto las AuNPs o
LDH-AUNP con el electrodo de carbon vitreo, que permiten tener un aumento en la
conductividad electronica y un area superficial electroactiva. Ambos materiales resultaron
ser sensibles y selectivos, sin embargo, presentaron propiedades diferentes, donde las AUNPS
alcanzaron una mayor densidad de corriente asociada con la reaccion de oxidacion de la
vainillina, mientras que el sensor realizado con la tinta de LDH-AUNPS tuvo respuestas ser

mas sensibles y estables.

Las voltamperometrias ciclicas y de pulso diferencial muestran que, bajo las condiciones de
trabajo a condiciones ambientales, en las sustancias objetivo y a su respectivo pH, el pico de
corriente incrementa de forma lineal en cada uno de los casos. Adicionalmente se considera
que el haber usado el Nafion como material para hacer la deposicion de la tinta ayudo a
incrementar la conductividad de las nanoparticulas soportadas en el carbon vulcan, por lo
que se considera que al combinar la capacidad de intercambio ionico del Nafion (ionémero)
con la actividad catalitica y propiedades superficiales especificas de las tanto AUNPs como
de las LDH-AuUNPs, el sensor electroquimico resulto tener un alto grado de sensibilidad y
selectividad en la determinacion de vainillina en muestras de buffer, leches saborizadas y

helados, en comparacién con el electrodo desnudo.

El pH optimo en el que se trabajo fue un pH ligeramente acido de 6.5, debido a que es el pH
de las muestras que se busca analizar. Tener un pH acido contribuyo a tener iones hidrogeno
libres y promover la reaccion de oxidacion de la vainillina. Los rangos de calibracién lineal
para la vainillina obtenidos en estas condiciones fueron en concentraciones de 0.1 a 1.0 mM,
y posteriormente de 1.0 a 3.4mM, ya que evaluar estas concentraciones nos permitieron

evaluar el rango presente en los productos comerciales objetivo (0.6 mM a 3.3 mM).

En todos los casos el factor de correlacion mostro una buena linealidad, donde tanto la
linealidad en las voltamperometrias ciclicas (CV) como la de las voltamperometrias de pulso
diferencial (DPV) presentan el comportamiento esperado ya que en todos los casos el factor

de correlacion tuvo valores muy cercanos al 1, de la misma forma en todos los casos la



desviacion estandar no resulto considerablemente significativa y los limites de deteccion
alcanzados con cada una de las evaluaciones en los diferentes medios fue menor al que se
encuentra en las leche saborizadas y helados comerciales. Sin embargo, se recomienda
realizar mas evaluaciones experimentales para confirmar que presenta un reparto lineal para
todas las concentraciones a evaluar y que se tenga una adecuada reproducibilidad. Las
evaluaciones se realizaron de forma rapida y sencilla, lo que confiere a la técnica una solucion
al &rea de oportunidad dentro de las industrias alimentarias en el tema de la cuantificacion de

la vainillina.

Tanto el analisis voltamperométrico de pulso diferencial como el voltamperométrico ciclico
ya ha sido reportados en la literatura, sin embargo, en la mayoria de los casos las mediciones
se han realizado en extractos o en soluciones en solventes organicos. En este trabajo ademas
de que se evito el uso de solventes organicos, también se realizaron las pruebas dentro de
muestras en los productos objetivos (helado y leche saborizada) en rangos de concentraciones
reales. El propésito fue asegurar que en las condiciones de las muestras fuese posible detectar

las concentraciones reales en las cuales se encuentra la vainillina en estos productos.

Es importante mencionar que a través del desarrollo de este trabajo se puede concluir este
método nos ofrece la posibilidad de llevar a cabo la deteccion y determinacién de
concentracion de vainillina directamente en las muestras de helado o leche saborizada, lo que
simplifica considerablemente el procedimiento analitico. Esta técnica presenta las ventajas
afiadidas de su resistencia a la suciedad superficial, su facil manejo y su bajo coste. Se
concluye que se pueden desarrollar métodos electroanaliticos mas sensibles utilizando
técnicas de voltamperometria junto con un recubrimiento de ya sea, AuNP/carbén vulcan-
Nafion o LDH-AuNP/carb6n vulcan-Nafion. Otro aspecto interesante desde un punto de vista
préactico es que, a pesar de la sensibilidad/fragilidad de la técnica, no es necesario tomar
precauciones especiales para manipular los electrodos durante el tiempo de trabajo.

Este trabajo proporciona una plataforma uatil para la preparacion de sensores basados en
AuUNPs o LDH-AuUNPs y su posterior construccion en dispositivos independientes. En
conclusion, el electrodo preparado modificado puede ser exitosamente usado para la
determinacion voltamperométrica de vainillina en analisis de muestras reales y sintéticas con

una excelente sensibilidad y propiedades antiicrustantes. El desarrollo del electrodo puede



ser facilmente fabricado y el proceso de preparacion es rapido en comparacion con otras

técnicas.
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