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1.INTRODUCCION

1.1. Estudio de la electroquimica electrodica

La electroquimica electrddica se dedica al estudio de las reacciones que implican
transferencia de electrones a través de la interfase formada entre un electrodo y una

disolucién en contacto con él ™,

Toda reaccion electroquimica que tenga lugar en la superficie de un electrodo
consume inicialmente los reactivos depositados en ella, siendo necesario un aporte
continuo de dicha sustancia desde el seno de la disolucion hasta la interfase del

electrodo, el cual se produce a través del siguiente mecanismo ':
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Figura 1: Mecanismo de una reaccion electroquimica

Se pueden apreciar dos procesos en la figura anterior. EI primero es el proceso
de transferencia de masa en el cual la especie electroactiva difunde desde la superficie al
electrodo, mientras que el segundo es la reaccion de transferencia de carga que implica

transferencia de electrones en la superficie del electrodo.

Toda sustancia electroactiva tiende a oxidarse o a reducirse en funcion de su
potencial estandar de reduccion y el potencial o corrientes aplicadas con el sistema

electrodico empleado.



1.1.1. Clasificacion de las reacciones electroquimicas “redox”

Se pueden clasificar las reacciones electroquimicas “redox” en los siguientes

tipos:

e Reacciones de oxidacion. El reactivo pierde electrones.

Xieg 2> X t+ne

red

e Reacciones de reduccidn. El reactivo adquiere electrones

X+tne — X,

Una reaccion electroquimica esta definida por una serie de parametros, siendo

dos de las méas importantes para la electrolisis de una sustancia electroactiva:

e EIl potencial necesario para que se produzca la reaccion, representa el factor
termodinamico de una reaccion electroquimica.
e La intensidad generada en esa reaccion electroquimica producida, que indica la

cantidad de materia transformada por unidad de tiempo.

Una sustancia electroactiva puede clasificarse en funcion de la reversibilidad de
su proceso electroquimico como proceso reversible o irreversible. Un proceso
reversible, es aquel en el cual apreciamos en la curva i-E de una voltamperometria
ciclica, tanto un proceso anodico (oxidacion) como otro proceso catddico (reduccion)

con una separacion entre los potenciales de pico, que obedece la siguiente ecuacion !;

0,059
n°e-

Epa (\/) - Epc (\/) S

Donde Ep, y Ep. corresponden a los potenciales de pico anddico y catédico,
respectivamente. Por otro lado, los procesos totalmente irreversibles presentan
Gnicamente un proceso, ya sea de oxidacién o de reduccion. Existen casos intermedios
de procesos irreversibles o cuasirreversibles, para los cuales se producen ambos
procesos (anddico y catddico), pero la diferencia de potenciales es mucho mayor que en

el caso de un sistema reversible.



1.2. Desarrolloy fabricacion de electrodos miniaturizados

Antiguamente, se estudiaban las reacciones de transferencia de carga utilizando
celdas electroquimicas convencionales, que implicaban volimenes de reactivos en torno
a los mililitros. Desde hace unos afios se buscan dispositivos de anélisis disefiados en
base a los siguientes criterios !:

e Automatizacion.

e Miniaturizacion.

e Faciles de usar.

e Bajo coste.

e Generacion minima de residuos.
e Consumo minimo de reactivos.
e Portabilidad.

En base a estos criterios, se crearon los electrodos miniaturizados, entre ellos

destacan los electrodos serigrafiados.

Counter
Working Electrode o
Electrode

C.E.
connection

connection

R.E.
connection

Figura 2: Electrodo serigrafiado de carbono

Un electrodo serigrafiado consiste en una pequefia tarjeta donde se encuentra
una celda electroguimica miniaturizada compuesta por electrodos de trabajo, auxiliar y

un electrodo de referencia. Estos electrodos tienen la ventaja de trabajar con volimenes



de microlitros debido a su pequefia &rea de trabajo, siendo Utiles en diversas
aplicaciones como el desarrollo de sensores y biosensores ..

Un proceso electroquimico, fundamentalmente tiene lugar en la superficie del
electrodo de trabajo, el cual puede estar formado por distintos tipos de materiales. Un
determinado tipo de material puede influir en la reversibilidad de la reaccion
electroquimica estudiada generando un proceso mas reversible al mejorar la
transferencia electrénica del analito. De la misma forma, la modificacion de la
superficie de electrodos con determinados compuestos puede resultar en procesos con

mejor comportamiento electroquimico .

1.2.1. Modificacion de la superficie de un electrodo

El uso de electrodos serigrafiados esta teniendo un interes elevado debido a las
ventajas citadas previamente. Sin embargo, ciertos analitos se comportan con una
cinética de transferencia de electrones lenta, pero aun asi es posible mejorar esa cinética

mediante la modificacion de la superficie del electrodo ' * 21,

Los electrodos serigrafiados pueden ser facilmente modificados mediante la
adicién de nanomateriales. Los nanomateriales son materiales de un tamafio entre 1 y
100 nanémetros en al menos una de sus dimensiones ® los cuales mejoran los
procesos electroquimicos que ocurren en la superficie del electrodo ofreciendo

numerosas aplicaciones electroquimicas debido a las siguientes caracteristicas

e Facilita la transferencia de electrones entre el electrodo y la disolucion.

e Electrocatalisis: Favorece el proceso redox a potenciales mas favorables.

e Mejora la reversibilidad de un proceso electroquimico. Potenciales de pico mas
cercanos.

e Favorecen procesos de adsorcién para algunos analitos.

e Incrementa la superficie activa del electrodo, por la elevada area superficial de

los nanomateriales.

De tal manera, mejorando el comportamiento del proceso electroquimico, se
pueden resolver problemas analiticos de forma mas eficiente que en un electrodo

serigrafiado coman %,



Existen distintos nanomateriales con los que se pueden modificar la superficie de

un electrodo, uno de los més recientes es el grafeno.

1.3. Caracteristicas del grafeno

El grafeno es un material bidimensional compuesto Unicamente por carbono, y
dispuesto en laminas hexagonales de un atomo de espesor. Esta estructura esta formada
por la superposicion de los enlaces sp? de los carbonos enlazados ™.

Figura 3: Orbitales sp?

Esta estructura formada por la combinacion de estos enlaces le confiere una
elevada conductividad térmica (5000 m™k™), una alta dureza y una elevada elasticidad.
También le otorga propiedades electrocataliticas al facilitar y acelerar la transferencia
de electrones entre la superficie del electrodo y la disolucion debido a su gran area

superficial y su conductividad eléctrica 03],

Figura 4: Estructura molecular del grafeno



Estas propiedades le otorgan importantes aplicaciones para Su UsO COMoO

transductores electroquimicos en el desarrollo de sensores y biosensores 228!

para todo
tipo de analisis mediante la modificacion de electrodos. Otras aplicaciones son en

campos como la nanoelectrénica o el desarrollo de paneles solares 3!,

1.4.  Sintesis de grafeno

El grafeno se puede clasificar en funcion de su método de sintesis, teniendo en
cuenta su fuente inicial de carbono. El método de sintesis méas eficaz es a partir del
grafito.

El grafito es un material que posee una estructura formada por varias capas de
4tomos de carbono, las cuales presentan una hibridacion tipo sp? con una estructura
hexagonal y un orbital n perpendicular al plano, el cual por interacciones de Van der

Waals mantiene unidas las diferentes capas 1,

1
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Figura 5: Estructura molecular del grafito

Como se observa en la Figura 5, el grafito consiste, basicamente, en la
superposicion de varias laminas de grafeno hasta llegar a una estructura tridimensional.
Existen varios métodos de sintesis del grafeno, dos de los mas importantes que

consisten en la exfoliacion de grafito son los siguientes:



1.4.1. Exfoliacién mecéanica.

Es un procedimiento de obtencion del grafeno a partir del grafito pirolitico
altamente orientado. Es un método sencillo y econémico de obtencion de laminas de

grafeno pero con bajo rendimiento e incapaz de realizarse a escala industrial ™.

Inicialmente el procedimiento consistia en la separacion de ldminas con cinta
adhesiva hasta obtener laminas de grafeno, y fue de esta manera como se descubrio el
material por Geim y Novoselov ™. Actualmente se ha simplificado realizando
Unicamente una primera exfoliacién en cinta adhesiva, depositando posteriormente la
cinta con las laminas de grafito adheridas a ella junto a un sustrato de Si/SiO,, retirando

lentamente la cinta adhesiva se obtienen en la superficie del sustrato laminas de grafeno.

1.4.2. Exfoliacion en fase liquida

Este método de sintesis se realiza en los siguientes pasos:

e Formacion de oxido de grafito
e Transformacion en o0xido de grafeno

e Conversion del 6xido de grafeno en grafeno

Este método de sintesis es el méas utilizado, debido a que el grafito es facil de
obtener y muy barato, mientras que el grafeno sintetizado por este método no contiene

impurezas metalicas que puedan interferir su aplicacion en sensores o biosensores 81,

1.4.2.1. Formacién de éxido de grafito.

El 6xido de grafito es un grafito fuertemente oxidado sin ninguna estructura
cristalina definida. Tiene una proporcion carbono/oxigeno por encima de dos, existen
diversos métodos de sintesis del éxido de grafito los cuales varian su estructura y
componentes quimicos del 6xido de grafito, siendo uno de los primeros el desarrollado

por Brodie en el afio 1859 171,

El método Brodie consiste en la mezcla del grafito con acido nitrico (HNO3), al
cual se afiade clorato potasico (KCIO3), obteniendo como resultado un sélido formado
por carbono, hidrégeno y oxigeno al que, inicialmente, se denomind &cido grafitico.

Posteriormente se conocerfa como 6xido de grafito 92,



El método de sintesis fue mejorado por Staudenmaier a partir de la adicion de
acido sulfarico concentrado (H,SO,), aumentando con ello la acidez del medio de
reaccion y posteriormente afiadir el clorato potéasico (KCIO3) mediante pequefias
adiciones durante el transcurso de la reaccion, en lugar de afiadirlo al principio como en
el método de Brodie. Como resultado obtuvo un dxido de grafito con distinta

proporcion carbono/oxigeno 9%,

El método de sintesis del éxido de grafito se fue perfeccionando hasta obtener
finalmente el método de Hummers. Este método es el mas utilizado actualmente 1°*9.
Se basa en un tratamiento del grafito a partir de una combinacion de oxidantes y acidos
como son KMnQO4, H,SO, y NaNOs en funcion del tiempo de reaccion y de la
temperatura de trabajo, se puede alterar la proporcion carbono/oxigeno del 6xido de
grafito. El reactivo con el cual reacciona el grafito es el Mn,O, que se forma a partir de

la siguiente reaccion:

KMnO, +3H,S0, - K" +MnO," + H,0" +3 HSO,

MnO; +MnO, — Mn,0,

Es importante tener en cuenta el método de oxidacion realizado debido a que el
producto obtenido tendra una considerable cantidad de oxigeno en su superficie en
forma de grupos hidroxido (OH) y &cidos carboxilicos (COOH), pero esa proporcion
C/O varia en funcion del método de sintesis y de los reactivos utilizados, luego también
varia el grafeno obtenido, por lo que es necesario conocer el método de sintesis del

6xido de grafito que se va a utilizar %%,

1.4.2.2.  Sintesis de 0xido de grafeno (GO)

El 6xido de grafeno es un grafeno fuertemente oxidado con una proporcion C/O
por encima de 2. A diferencia del grafeno, no presenta unas propiedades
electroquimicas o electrocataliticas tan significativas debido, principalmente, a los
grupos carboxilicos e hidroxilicos que contienen oxigeno los cuales estan unidos en una
estructura laminar junto con carbonos sp®, formados durante el proceso de oxidacion del

grafito provocando una pérdida aromatica.



Existen diversas teorias acerca de la situacion de estos grupos de oxigeno en la
estructura. Una de las mas aceptadas consiste en la situacion de grupos alcohol y
epoxidos (-O-) en el plano basal, mientras que los grupos &cidos carboxilicos estan
situados en los bordes del plano !,

Figura 6: Estructura molecular éxido de grafeno (A: grupos epoxi, B: grupos

hidroxilo, C: grupos carboxilicos)

El 6xido de grafeno consiste en laminas separadas del 6xido de grafito
previamente sintetizado. Para poder conseguir separar esas laminas, es necesario anular
las fuerzas de Van der Waals que las mantiene unidas, aumentando la distancia entre las
distintas laminas y obtener el 6xido de grafeno. Para ello es necesario estabilizar las
laminas del 6xido de grafeno y asi evitar que vuelvan a interaccionar entre si formando
de nuevo el oxido de grafito debido a la fuerte tendencia a realizar interacciones m-m
debido al orbital p en el plano perpendicular a la ld&mina presente en los carbonos
aromaticos. Esta agregacion entre ldminas, puede ser evitada mediante la adicion de

moléculas que estabilizan la estructura como por ejemplo cloruro sédico (NaCl) 4.

La exfoliacion puede realizarse en medios acuosos debido a que el oxido de
grafito es hidrofilico y por lo tanto sus grupos hidroxilo, carboxilicos o epoxi presentes
en las laminas del 6xido de grafito interaccionan con las moléculas de agua y por lo
tanto debilitan las interacciones entre laminas. Otras opciones son el uso de disolventes
organicos como el etanol, debido a que también facilita la dispersion de las laminas de
oxido de grafeno. Aplicando ultrasonidos en estos medios nos permite obtener

dispersiones estables de laminas de éxido de grafeno muy finas 1°2%,



1.4.2.3. Sintesis del 6xido de grafeno reducido (r-GO)

El 6xido de grafeno reducido es el producto final de sintesis, el cual tiene
aplicaciones electroquimicas. Su principal caracteristica es su mayor proporcion de
carbonos sp? en comparacién con el 6xido de grafito y el 6xido de grafeno y presenta
mayor conductividad eléctrica debido a la mayor cantidad de orbitales 223, sy

estructura tedrica es la siguiente:

o

Figura 7: Estructura molecular del 6xido de grafeno reducido r-GO

Aunque los componentes quimicos presentes en su estructura varian en funcion
del método de reduccion, estos 6xidos de grafeno reducidos (r-GO) tienen presentes
grupos carboxilicos en los bordes del plano, mientras que el grafeno obtenido por una
exfoliacién mecanica no, luego la conductividad eléctrica sera menor. No obstante estos
grupos permiten la preparacion de suspensiones de r-GO sin necesidad de surfactantes,

otorgandole aplicaciones distintas al grafeno, como el desarrollo de baterifas %°!.

El principal método de sintesis del r-GO, se basa en la eliminacion parcial de
estos grupos de oxigeno. Esta reduccion se puede realizar de tres formas distintas, las
cuales generan diferentes proporciones C/O y grupos funcionales en la estructura,
debido a los distintos tipos de reactivos o instrumentacién usada, por lo que es necesario
conocer qué tipo de reduccion y que reactivos se han aplicado al 6xido de grafeno para

estudiar sus posibles aplicaciones. Los tres mecanismos de reduccion son los siguientes:
1.4.2.3.1. Reduccion térmica

Este proceso de reduccion se realiza a partir del calentamiento del 6xido de
grafeno. Puede realizarse a distintas temperaturas, en distintos programas de
calentamiento, e incluso en distintas atmdsferas (N, He), pudiendo realizar este proceso

en un Unico paso sin la adiccion de reactivos quimicos 27,

10



El principal mecanismo de reduccion térmica se basa en la eliminacion de los
grupos de oxigeno generando CO y CO,. Este proceso puede realizarse a temperaturas
bajas (100-150 °C). No obstante este método es incapaz de reducir grupos de oxigeno
aislados en el plano a temperaturas bajas, por lo que seria necesario trabajar a
temperaturas muy elevadas (1500 °C) para producir la eliminacion total del oxigeno.
Este intervalo de temperaturas presenta el inconveniente de generar defectos
estructurales en la estructura del grafeno al transformar carbonos sp2 en carbonos sp3 o

generar vacantes, lo que implica también una disminucién en la conductividad eléctrica
[15,28]

1.4.2.3.2. Reduccién quimica

Es un método de reduccion del 6xido de grafeno a través de agente quimicos,

este método es el mas utilizado comUnmente.

Existen multitud de agentes quimicos como la hidracina (N2H4) que eliminan los

grupos portadores de oxigeno localizados en el plano basal a partir de las siguientes

reacciones:
o HC
i \'"' E‘;— Vl_"‘— " -1‘:’.. = g ;H’"".._ s Ly
i wrl Tﬁ _kvi -~
MH H'M
HaN P

Figura 8: Reduccion guimica del éxido de grafeno mediante hidracina (N,Hy)

Aunque la hidracina es un compuesto toxico que impide su uso a escala
industrial, existen otros sustitutos como el borohidruro de sodio (NaBH,), pero
presentan peor rendimiento %!,

Al igual que en la reduccién térmica, este método de sintesis permite solo la
reduccion parcial de los grupos portadores de oxigeno. Otro inconveniente presente es
la produccion de impurezas debido a los agentes quimicos utilizados los cuales
degradan las propiedades electrdnicas del 6xido de grafeno reducido. Ademas la
transformacion quimica del 6xido de grafeno es reversible, por lo que existe la

posibilidad de recuperar la condicién inicial del material 1°!.

11



1.4.2.3.3. Reduccidn electroquimica
Este método es el més util en la creacion de sensores electroquimicos debido a
que a diferencia del caso anterior, la reduccion del éxido de grafeno es irreversible, y no

requiere el uso de reactivos quimicos que puedan generar impurezas o interferencias.

Este proceso de reduccién se puede aplicar en electrodos serigrafiados. Consiste
en la deposicion de una disolucion de 6xido de grafeno sobre la superficie del electrodo
de trabajo, el disolvente se evapora quedando retenidas en la superficie las laminas de
Oxido de grafeno. A continuacion se le aplica una determinada intensidad de reduccion
durante un periodo de tiempo. Durante ese periodo de tiempo se produce la reduccion
de los grupos portadores de oxigeno formando 6xido de grafeno reducido (r-GO) 2.

La intensidad necesaria y el tiempo de reduccion varian en funcion del tipo de
oxido de grafito utilizado y del método de creacion del 6xido de grafeno.

Este método de reduccion se aplica normalmente sobre superficies de electrodo
previamente modificados con oOxido de grafeno. No obstante existe un método de

modificacion directa conocida como electrodeposicion

1.4.3. Electrodeposicién

Este método consiste en la modificacion de la superficie del electrodo
afiadiéndole un determinado volumen de una disolucién de éxido de grafeno, realizando
posteriormente un proceso de reduccion, el grafeno formado quedara depositado sobre
la superficie del electrodo. La principal diferencia se basa en un ahorro de tiempo al no
ser necesario esperar a que el disolvente se evapore obteniendo un procedimiento mas

simple y accesible al disefio de nuevas aplicaciones .

Esta técnica tampoco necesita el uso de surfactantes y ofrece un mecanismo
alternativo y controlable para la sintesis de nanoparticulas y de laminas de grafeno que

ofrecen propiedades electrocataliticas para su aplicacion en sensores y biosensores 2,

Existen distintas formas de aplicar la reduccién del 6xido de grafeno en funcion
de las distintas técnicas electroquimicas aplicadas, algunas de las mas utilizadas son la

voltamperometria ciclica, o la amperometria.
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1.4.4. Caracterizacion de los 6xidos de grafeno reducidos (r-GO)

Existen distintas técnicas de analisis, las cuales permiten caracterizar y estudiar
tanto los 6xidos de grafito, 6xidos de grafeno (GO) y 6xidos de grafeno reducidos (r-
GO), siendo necesaria una técnica de analisis superficial con una buena resolucion en

profundidad para evitar interferencias generadas por la tinta del electrodo serigrafiado.

Algunas de las més utilizadas son técnicas espectroscopicas como difraccion de
rayos X, infrarroja (IR), o fotoelectrénica de rayos X (XPS) debido a que pueden dar
informacién sobre diferencias en las proporciones de los siguientes grupos en la

estructura B2I:

Enlace carboxilico COOH

Enlace carbonilo C=0
Enlaces C=C

Enlaces carbono C-C

La principal técnica de analisis en el estudio de la reduccion electroquimica del
grafeno es la XPS B Es una técnica basada en el estudio de electrones, que
proporciona informacion cualitativa tanto de los elementos presentes en la superficie de
la muestra,como del entorno molecular, estado de oxidacion de la muestra e incluso sus
orbitales moleculares presentes. Presenta una elevada resolucion en profundidad, lo cual

es necesario en el analisis de un electrodo serigrafiado.

La muestra de medida se coloca en una cdmara a alto vacio, en la cual se

bombardea su superficie mediante rayos X, generando los siguientes procesos:

e Fotoemision. Un electron absorbe la radiacion produciendo su fotoemision,
generando un atomo con una vacante electrénica.

e Un electron de un nivel energético superior ocupa la vacante del electrén
liberado previamente liberando energia.

e Laenergia emitida se mide, en un detector.

Existe la posibilidad de que la energia emitida sea absorbida por un electron de
los niveles externos generando con ello un electron auger, en ese caso la técnica de

medida es la espectrometria de emisién Auger B4,
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(a)

X-ray
photon
Photoemission

Oy5 pholoejected electron ®

(b)

Rearrangement

Auger emission
X-ray emission

Figura 9: Proceso de formacién de un fotoelectrén

La espectroscopia XPS, es la més utilizada para estudiar las distintas fases de
formacioén del grafeno y su proceso de reduccion de oxigeno en sus laminas debido a

que permite la identificacion de grupos funcionales y estados de oxidacion.

Tanto el oxido de grafeno, como el oxido de grafito presentan un espectro
formado por diversas bandas tales como los enlaces C=C, C-C y todos los grupos
portadores de oxigeno presentes en su estructura. Por otro lado el 6xido de grafeno
reducido (r-GO) presenta un espectro mas simple al desaparecer todas las bandas
formadas por grupos portadores de oxigeno, apreciandose unicamente las bandas de
carbono tipo C-C o doble enlace C=C. Por lo tanto, se puede estudiar el proceso de
reduccion del Oxido de grafeno, midiendo la disminucién de las bandas
correspondientes a los grupos portadores de oxigeno o incluso su desaparicion

confirmando una reduccién total del 6xido de grafeno °),
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Figura 10: Espectros XPS (izquierda: 6xido de grafeno, derecha: éxido de grafeno reducido)

1.5. Aplicaciones del grafeno reducido electroquimicamente

Recientes investigaciones han demostrado posibles aplicaciones del 6xido de
grafeno reducido de forma electroquimica en la determinacion de ciertos analitos como
la dopamina [* 1 18 30 361

La dopamina es una hormona y uno de los principales neurotransmisores
involucrado en el funcionamiento del Sistema nervioso central, cardiovascular y renal,

se utiliza como marcador en enfermedades como el Parkinson en analisis clinicos.

Su principal mecanismo de deteccion es de forma electroquimica mediante la
siguiente reaccion “redox”.

Figura 11: Reaccién electroguimica de la dopamina

No obstante esta reaccion es apenas reversible, lo que dificulta su determinacion
a concentraciones bajas en muestras bioldgicas. Otro inconveniente en su determinacion

se debe a la presencia del acido ascorbico.
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El &cido ascérbico coexiste con la dopamina en mayor concentracion lo cual
genera una interferencia importante debido a que en el potencial “redox” de la

dopamina, reacciona de la siguiente manera:

OH OH
0 (o]
0] P A (o]
HO .7__» HO
" oy 20 +2H & 5
Acido ascorbico Acido dehidroascorbico

Figura 12: Reaccion electroquimica del &cido ascorbico

Esta interferencia generada por el cido ascorbico produce una baja sensibilidad
y selectividad en los métodos de determinacidn electroquimica de la dopamina ya que

los picos de oxidacién y reduccion de ambos analitos se superponen 837,

Se han realizado estudios del grafeno reducido electroquimicamente, los cuales
demostraron que su modificacion sobre la superficie del electrodo cataliza ambas
reacciones redox, generando procesos mas reversibles, con mayor intensidad y tambien
separandolos lo suficiente para apreciar ambos picos debido a la mejora de la constante
de transferencia electronica y a sus propiedades electrocataliticas, permitiendo
desarrollar métodos de determinacion de dopamina mas sensibles y con mayor

selectividad 50381,

El principal inconveniente de la reduccion electroquimica consiste en la
busqueda de las condiciones en las cuales se producen la mayor reduccion de los grupos

portadores de oxigeno, para optimizar el proceso de catalisis.

Existen multitud de variables que definen este proceso de reduccion

electroquimica, las mas importantes son las siguientes:

e Tipo de 6xido de grafeno.
e Cantidad del 6xido de grafeno depositado en la superficie del electrodo.
¢ Intensidad de reduccion.

e Tiempo de reduccion.
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Aunque el tipo de 6xido de grafeno obtenido influye en el resultado final, las
otras tres variables son las que mas van a influir en la reduccion de los grupos

portadores de oxigeno.

1.6. Estudioy objetivos del disefio multifactorial

El disefio multifactorial se basa en el estudio de la influencia de determinadas
variables sobre un factor respuesta. Se basa en la realizacion de medidas con distintas
combinaciones de las variables a estudiar. Partiendo del factor respuesta se obtiene la

siguiente informacion:

e Influencia de variables independientes o distintas variables sobre el factor
respuesta a estudiar.
e Relacion de las variables entre si.

e Parametros optimos de medida.

Asi pues se va a estudiar la influencia de las tres variables citadas anteriormente

sobre dos posibles factores respuesta:

e Diferencia de potencial (AEp). Para este factor respuesta, se busca un valor
minimo ya que la separacion de potenciales de pico ofrece informacion sobre la
reversibilidad del proceso electroquimico estudiado. Para diferencias de potenciales
menores, la reversibilidad sera mayor.

e Intensidad de pico anodico (Ipa). Para este factor respuesta, se busca un valor
maximo ya que sera la sefial analitica utilizada para la determinacion de la especie de

interés.

La técnica utilizada para el estudio de procesos electroquimicos es la

voltamperometria ciclica.

Ef " ‘.

10

Current (pA)

E1

1.1 0.9 0.7 0.5 0.3
Potential (V vs Ag/AgCl)

Figura 13: Esquema de medida de la voltamperometria ciclica
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Esta técnica se basa en realizar un barrido entre un intervalo de potenciales
siguiendo un crecimiento lineal entre un potencial inicial y un potencial final, y
regreso hasta el potencial inicial, de manera que se pueden obtener informacion
sobre procesos electroquimicos segun las caracteristicas de los procesos de

reduccién y de oxidacién observados?®.

También nos permite estudiar la
reversibilidad de un proceso, y en este caso estudiar la mejora del comportamiento

electroquimico de la dopamina a partir de la reduccion del 6xido de grafeno.

Mediante esta técnica realizaremos una serie de medidas para estudiar los
dos factores respuesta y obtener los parametros éptimos de medida asi como la

influencia generada por las distintas variables.

1.6.1. Influencia del medio de reduccién

La influencia del medio es un factor a tener en cuenta a la hora de estudiar
una reaccion electroquimica, debido a que puede alterar la reaccion electroquimica
haciendo que transcurra a distintos potenciales . ElI medio ejerce influencia a

partir de las siguientes variables:

opH

e Fuerza ionica

Para el proceso de reduccion del 6xido de grafeno que se estudia en este trabajo,

la mayor influencia la puede tener el pH de la disolucion ya que este pardmetro puede

ocasionar gue se reduzcan ciertos grupos funcionales u otros.

Por esta razdn, se realizara la optimizacion de las condiciones experimentales de la

reduccion del 6xido de grafeno con disoluciones a diferentes pH, como las siguientes:

e Medio &cido (H,SO,4 0.1 M)
e Medio basico (NaOH 0.1 M)
e Medio neutro (PBS pH =7)
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1.7. Estudio del proceso electroquimico de dopamina sobre
grafeno

La intensidad de un proceso electroquimico reversible esta definida en funcion
del proceso que tenga lugar para el transporte de la sustancia electroactiva desde la
disolucion hasta la superficie del electrodo.

Se distinguen fundamentalmente dos tipos de procesos que explican el transporte
del analito, los cuales se diferencian en la influencia de la velocidad de barrido (v) sobre
la intensidad 23!,

e Procesos de difusién: Obedece la ecuacién de Randles-Sevcik que a 25°C

es la siguiente

i =1, = (2.69x10°)n*? AC_, D, *v*'?

max

e Procesos de adsorcion: Obedecen la siguiente ecuacion a 25° C.

i =1, =(9.39x10°)n*Al'v

max

Por tanto, para conocer cual es el proceso controlante de la reaccion
electroquimica se puede realizar un estudio del analito a una concentracion constante
mediante voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido. Se obtienen dos
representaciones de la variacién de la intensidad de pico en funcion de v o v, y en
funcion de la linealidad de cada una de ellas se puede conocer informacion del tipo de

proceso electroquimico, ya sea controlado por difusion o adsorcion.

1.7.1. Calculo del area electroquimica del electrodo

El area del electrodo, representa la superficie del electrodo en el cual se
producen las reacciones electroquimicas que tienen lugar, esta area varia en funcion de
la modificacion del éxido de grafeno reducido. No obstante se puede calcular de forma
matematica mediante la ecuacion de Randles- Sevcik, para un proceso controlado por
difusion, conociendo los siguientes parametros de la dopamina a partir de una busqueda
bibliografica “%!:

e NP electrones de la reaccion redox de la dopamina = 2
e Coeficiente de difusion en H,S04 0.1 M = 0.67 *10” cm?/s
e Constante de Faraday = 96480 C/ mol
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e Concentracion dopamina = 10”7 mol/ cm®

Con estos datos, la ecuacidn para un proceso de difusion es la siguiente:

ip =1.9694 %107 Av"'?

Representando la variacion de la intensidad de pico frente a la raiz cuadrada de
la velocidad de barrido, obtenemos una recta de regresion, cuya pendiente permite
obtener el area electroquimica del electrodo.

1.7.2. Calculo de la capacitancia de la doble capa (Cq)

La capacitancia de la doble capa es un efecto de acumulacion de carga producido
por la doble capa eléctrica que se forma en la interfase electrodo-disolucion, y que
ocasiona una corriente no faradaica, la corriente de carga o capacitiva ya que estan

relacionadas en la siguiente ecuacion:
|'c| =AxC, xV

Conociendo el area electroactiva de un electrodo modificado con grafeno, se
puede calcular también su capacitancia mediante el estudio de la influencia de la
velocidad de barrido sobre la intensidad capacitiva. El principal objetivo de este estudio
consiste en la basqueda del 6xido de grafeno reducido que genere menor capacitancia y
tenga mayor area electroquimica, asi que genere la mayor constante de transferencia

electronica posible (mas reversibilidad entre los procesos anddico y catodico).
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2.0BJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en el estudio de diferentes
transductores grafénicos fabricados a partir de la modificacion de electrodos
serigrafiados con varios 6xidos de grafeno y el estudio de sus posibles aplicaciones
analiticas. Este objetivo principal se divide en los siguientes apartados:

o Busqueda de las condiciones Optimas de reduccion. Se trabajara con
distintos oxidos de grafeno en distintos medios de trabajo estudiando la influencia de
tres variables (concentracion del GO, intensidad de reduccion y tiempo de reduccion
mediante un disefio multifactorial).

o Estudio del comportamiento electroquimico de la dopamina sobre
electrodos con Oxido de grafeno reducido.

o Calculo de diferentes parametros electrodicos (area electroquimica y
capacitancia) para obtener informacion cualitativa sobre las caracteristicas de los
transductores grafénicos.

o Estudio de otros posibles métodos de modificacion de electrodos con

oxido de grafeno.
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3.METODOS Y MATERIALES

3.1. Equipos y materiales utilizados

3.1.1. Instrumentacién

Para la realizacibn de medidas electroquimicas se ha utilizado un
potenciostato/galvanostato modelo p-autolab type 2, controlado mediante el software
Autolab GPES versién 4.9.

La preparacion de ciertas disoluciones de trabajo se ha realizado utilizando una
balanza analitica Metter-Toledo AB54 y un pH-metro modelo Crison micropH (2001)

3.1.2. Electrodos

Los electrodos utilizados pertenecen a la empresa “Dropsens”, y son del modelo

“110”.

Estos electrodos serigrados disefiados para trabajar con microvolimenes de
muestra contienen 3 electrodos sobre una superficie cerdmica, este modelo posee unas
dimensiones generales de 3.4 x 1.0 x 0.05 cm, con un electrodo de trabajo y un
electrodo auxiliar formados por tinta de carbono, y un electrodo de “pseudo-referencia”

de plata (Ag®), material del que también estan formadas sus conexiones eléctricas.

Se utilizd también un conector Dropsens tipo DSC, para la conexion con el

potenciostato.

3.1.3. Reactivos y disoluciones

Los reactivos utilizados fueron los siguientes:

e NaOH (99 % pureza) (Merck).

e H,SO, (98 % pureza) (Merck).

e Acido ortofosférico (HsPO,) (85%) (Merck).
e Agua Milli-Q.

e Etanol absoluto (Merck).

e Clorhidrato de Dopamina (Sigma-Aldrich).
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3.1.4. Oxido de grafeno (GO)

Las muestras de Oxido de grafeno fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional del Carbén (INCAR) en Oviedo. Brevemente, estos 6xidos se sintetizan a
partir de breas de antraceno, que son tratados mediante pirélisis para obtener coque y
tras un proceso de calentamiento a alta temperatura (2800°C) en atmdsfera de argon se
consigue obtener grafito. Este grafito se convierte en éxido de grafito siguiendo el
método de Hummers, y tras un ataque final mediante ultrasonidos, se obtienen laminas

de éxido de grafeno.

Las muestras, dispersas en agua, tienen una concentracion de 1000 ppm. Se

disponen de tres oxidos de grafeno, los cuales se diferencian en sus métodos de sintesis:

e GO-4 y GO-5: Se diferencian en el proceso de calentamiento para
obtener el coque de partida ya que se realiza con diferente nimero de
tratamientos térmicos a diferentes temperaturas. Este hecho hace que la
cantidad de oxigeno y tipo de grupos funcionales en los Oxidos de
grafeno finales sean diferentes.

e GO-NH: Este oxido de grafeno se obtiene reduciendo quimicamente con

hidracina el 6xido de grafeno GO-5.

3.2. Meétodos y procedimientos analiticos

3.2.1. Modificacion de la superficie del electrodo.

El procedimiento realizado para la modificacion de los electrodos serigrafiados

con oxido de grafeno es el siguiente:

e Adicion de 6 pL de una disolucion de 6xido de grafeno (GO) en
etanol/agua (2:8) sobre la superficie del electrodo de trabajo, dejando
secar hasta el dia siguiente. Durante este periodo de tiempo, el disolvente
se evapora quedando retenido en la superficie del electrodo el 6xido de

grafeno.
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3.2.2. Optimizacion de la reduccion del 6xido de grafeno

El procedimiento para la optimizacion de las condiciones de reduccion
electroquimica del 6xido de grafeno depositado sobre la superficie de los electrodos

serigrafiados es el siguiente:

e Se aplica una determinada intensidad de reduccion durante un periodo de
tiempo en el medio electrolitico empleado.
e Medida de dopamina en H,SO4 0.1M con una concentracién 10™* M con
una voltamperometria ciclica a partir de los siguientes parametros
o Potencial inicial (Ej) =-0.2V
o Potencial de inversion =0.7 V
o Potencial final=-0.2V
o Step potencial = 0.002 V
o Velocidad de barrido (v) = 0.1 V/s

Se realizard un lavado del electrodo con agua ultrapura (Milli-Q) entre los
distintos pasos a realizar. Para la obtencion de los parametros 6ptimos de reduccion del
oxido de grafeno se realizard un estudio con disefio multifactorial considerando las

siguientes variables:

Tabla 1: Variables del disefio multifactorial

; Valor Valor Punto
Parametro o o
minimo maximo central
Concentracion oxido de grafeno . 100 505

m m : m

(GO) PP PP PP

Intensidad de reduccion -10 pA -1 A -5.5 uA

Tiempo de reduccion 60 s 900 s 480 s

Las diferentes condiciones de trabajo de este disefio multifactorial para la

optimizacion de la reduccidn de los 6xidos de grafeno se recogen en la siguiente tabla:
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Tabla 2: Parametros de trabajo

[GO] (ppm) 1 (UA) t(s)

1 -1 60
1 -10 60
100 -1 60
100 -10 60
1 -1 900
1 -10 900
50.5 -5.5 480

A partir de los resultados obtenidos con el disefio multifactorial, en algunos casos, se
hizo una optimizaciébn méas concreta con otros valores de concentracion de 6xido de

grafeno y de intensidad de reduccion.

Una vez realizada la voltamperometria ciclica para la dopamina se obtienen las

siguientes magnitudes:

e Intensidad de pico anddico (Ipa)
e Intensidad de pico catodico (Ipc)
e Potencial anddico (Epa)
e Potencial catodico (Epc)

e Intensidad capacitiva (Ica)

Los resultados del disefio multifactorial obtenidos se realizan en funcién de dos

parametros respuesta:

e Diferencia de potencial (AEp): se busca una diferencia de potencial de
pico minima que acerque el sistema a un comportamiento reversible.
e Intensidad de pico anodico (lpa): se busca una intensidad de pico

méaxima ya que sera la sefial analitica en proximas experiencias.

3.2.3. Estudio del proceso de transferencia electronica.

A continuacién, se procede a realizar el estudio de diferentes pardmetros
electrodicos y del proceso de transferencia electronica para las mejores condiciones de

reduccidn obtenidas.
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Para comprobar si el proceso realizado corresponde a un proceso de difusion o

de adsorcion, se realiza un estudio de la variacion de la intensidad de pico a distintas

velocidades de barrido en funcién de la ecuacion de Randles-Sevcik citada en el

apartado 1.7.

El procedimiento a realizar es el siguiente:

Reduccion del 6xido de grafeno sobre la superficie del electrodo.
Cronoamperometria de 0.1 V durante 120 s para eliminar el posible H;
que haya podido quedar adsorbido en la superficie electrddica tras la

reduccion.

Una vez formado el 6xido de grafeno reducido, se procede a calcular el area

activa del electrodo y la capacitancia de la doble capa de la siguiente forma:

» Caélculo del area activa del electrodo

Medidas de dopamina en voltamperometria ciclica a distintas
velocidades de barrido (10, 25, 50, 100, 250, 500 mV/s)
Estudio del proceso de transferencia electronica.

Calculos mediante la ecuacion descrita en el apartado 1.7.1.

» Calculo de la capacitancia de la doble capa

Medidas de H,SO, 0.1 M por voltamperometria ciclica a distintas
velocidades de barrido (10, 25, 50, 100, 250, 500 mV/s).

Estudio de las corrientes capacitivas obtenidas en las medidas anteriores
para cada velocidad de barrido.

Calculos mediante la ecuacion descrita en el apartado 1.7.2.

Con la obtencién de estos parametros se tendra informacion basica sobre las

caracteristicas de los transductores grafénicos desarrollados.

También se realizaron estudios en electrodos modificados con Oxidos de

grafeno sin aplicar el proceso de reduccion, asi como en un electrodo de referencia

comercial sin modificar su superficie para comprobar la eficacia del proceso de

reduccién del 6xido de grafeno.
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3.2.4. Estudio de la respuesta analitica

A continuacién, se procede a una busqueda de la técnica electroquimica que
ofrezca la mayor sensibilidad para la determinacion de dopamina, para ello se realizan
una serie de medidas con diversas concentraciones (10* M, 10° M, 10° M). Las

técnicas electroquimicas a estudiar son las siguientes:

e Voltamperometria lineal
e Voltamperometria diferencial de pulsos

e Voltamperometria de onda cuadrada

La técnica elegida por obtener la mayor intensidad de pico en la sefial analitica
es la voltamperometria de onda cuadrada. Se estudian los parametros Optimos de

medida para esta técnica, los cuales fueron los siguientes:

e Frecuencia =20 Hz
e Amplitud = 40 mV
e Escalon de potencial = 10 mV
Se estudia las caracteristicas analiticas obtenidas para la determinacion de la
dopamina realizando rectas de calibrado en un rango de concentraciones entre 10° M y

10° M. Este procedimiento se desarrolla por triplicado para comprobar su

reproducibilidad.

3.2.5. Procedimiento alternativo: electrodeposicion directa

Para esta metodologia, se afiaden 40 uL del 6xido de grafeno GO-5 (500 ppm)
en NaCl 0.1M sobre la superficie del electrodo y se procede a hacer la electrodeposicion

de dos formas distintas:

» Formacidn del r-GO por voltamperometria ciclica con los siguientes parametros:

e Potencial inicial (Ej) =0V

e Potencial de inversion =-1.5V

e Potencial final (Ef) =0V

e Step potencial = 0.002 V

e Velocidad de barrido (v) = 0.02 V
e Numero deciclos=1,2,56 10

» Formacién del r-GO mediante amperometria con los siguientes parametros:
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e Aplicacién de una corriente de reduccion (-1, -10, -100 uA) durante 60 s

e Aplicacion de un potencial de +0.1 V durante 120 s, para desorcion del

posible H, generado en la superficie.

A continuacién, se realiza un estudio comparativo del proceso de transferencia
electrénica para ambas metodologias de electrodeposicion, asi como el célculo de la

capacitancia, el area activa del electrodo y finalmente un estudio de su sensibilidad
analitica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion de la reduccion de los éxidos de grafeno

Al realizar el estudio por voltamperometria ciclica para la dopamina y las
distintas condiciones de reduccién de los diferentes 6xidos de grafeno, se han podido
observar tanto el pico anddico (oxidacion de dopamina) como el pico catddico
(reduccidn de la dopamina oxidada). Tanto los potenciales a los que tienen lugar estos
procesos, como la intensidad de pico obtenida varia en funcion de las condiciones de
trabajo y de los 6xidos de grafeno utilizados, como se puede ver en la Figura 14 para el
6xido de grafeno GO-5. En estos voltamperogramas se observa como mejora el
comportamiento electroquimico de la dopamina, con una mejora en la reversibilidad,
cuando se realiza la reduccion en esas condiciones en comparacion con el oxido de

grafeno sin reducir o el electrodo sin modificar.

10.00 i (uA)
8.00

6.00 -
4.00 -

2.00 -

0.00 o =——G0-5 100 ppm

2,00 4
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= Sin modificar
-6.00 -
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-8.00 T T T T
-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8

Figura 14: Voltamperogramas ciclicos para 10 M de dopamina en 0.1M

H,SO, y diferentes condiciones de reduccion del GO-5

Para ciertas condiciones de reduccion se detectd un segundo pico de oxidacién
situado a un potencial de 0 V. La intensidad de este pico es mayor en las siguientes
condiciones, utilizando el medio 4cido e intensidades y tiempo de reduccion elevados.
Este proceso se elimina al realizar un segundo barrido de potenciales. Se llega a la

conclusion de que este proceso se debe al H, que se genera en la reduccién y se adsorbe
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cuando se utiliza H,SO4, como medio electrolitico. En las siguientes experiencias se
procede a eliminarlo aplicando un potencial de +0.1 V durante 120 s antes de realizar
las medidas correspondientes.

4.1.1. Estudio de las condiciones 6ptimas de reduccion mediante disefio
multifactorial

La interpretacion de los resultados obtenidos se realiz6 a partir de dos disefios
multifactoriales en funcién de los factores respuesta a estudiar (AEp e Ipa) para obtener
las condiciones éptimas de trabajo de cada 6xido de grafeno obtenido.

A continuacion, se describe un ejemplo de optimizacion realizada con el fin de obtener
las mejores condiciones de reduccion para el GO-NH en H,SO,4. Asi pues para un 6xido
de grafeno reducido, se obtienen diferentes graficas mediante el estudio de disefio
multifactorial, en este caso para el factor respuesta AEp, que nos permite obtener

informacion acerca de la influencia que producen las distintas variables.

Main Effects Plot for AEp(mV)
Data Means

GO-NH I Point Type
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250

200 \ ~
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1.0 50.5 100.0 1.0 5.5 10.0
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200

150
[}
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60 480 900

Figura 15: Gréafica de efectos principales sobre 4Ep para GO-NH en H2SO4

Esta figura nos indica la influencia generada por cada variable de forma
individual sobre el factor respuesta y nos permite también identificar los pardmetros en
los cuales obtenemos el factor respuesta 6ptimo, en este caso se busca una diferencia de
potencial minima. Se puede ver que la concentracion del 6xido de grafeno ejerce una

fuerte influencia ya que al aumentar la concentracion, disminuye AEp generando una
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pendiente pronunciada. Esta influencia también se puede observar respecto a la
intensidad de corriente aplicada para la reduccién del 6xido de grafeno.

Se puede ver que la influencia del tiempo sobre la diferencia de potencial es
minima, debido a que apenas cambian los resultados obtenidos respecto a la diferencia
de potencial. Por lo tanto podemos trabajar a 60 segundos sin producir pérdidas en la
respuesta.

Interaction Plot for AEp(mV)
Data Means
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- 100

Figura 16: Gréfica de interacciones sobre AEp para GO-NH en H,SO,

La gréafica de interacciones describe la influencia de las variables en conjunto
sobre el factor respuesta, y su relacion entre ellas. En este caso se puede comprobar que
solamente hay relacion entre la intensidad de trabajo y la concentracion del 6xido de
grafeno depositado sobre la superficie del electrodo. Este hecho significa que las
variables estan relacionadas entre ellas y se deben estudiar en conjunto, no
individualmente. Con esta gréafica se obtienen los parametros dptimos de medida para
una concentracion de 100 ppm aplicando una intensidad de reduccién de -10 pA,

mismas condiciones obtenidas en la figura anterior.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is AEp(mV), Alpha = 0.05)
2.262
I Factor Name
A GO-NH
A+ B 1
c t
B
AB -
aE-, AC -
=
BC -
CA
ABC -
T T T T T
0 1 2 3 4 5
Standardized Effect

Figura 17: Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto informa acerca de las variables (tanto de forma individual
como combinadas) que ejercen mayor influencia sobre el factor respuesta. Si estas
variables superan un valor umbral representado en este caso por la linea roja se
considera que estas variables tienen una influencia (ya sea negativa o positiva) en la
respuesta. En este caso influyen tanto de forma individual como en combinacion la

concentracion del 6xido de grafeno (GO-NH) y la intensidad de reduccién aplicada.

Las tres graficas explicadas anteriormente ofrecen informacion sobre la
influencia de las variables en la respuesta y de la posible relacidn entre ellas. Cuando los
resultados de este disefio no generaron resultados optimos (baja reversibilidad del
proceso electroquimico) se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en estas graficas
para determinar que variables se tenian que considerar para una optimizacion mas

completa por su influencia positiva en la respuesta.
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Cube Plot (data means) for AEp(mV)
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Figura 18: Valores promedio en funcion de las variables

Este diagrama en forma de cubo nos indica los resultados obtenidos para el
factor de respuesta (AEp) en funcion de las condiciones de trabajo, con estos datos
podemos buscar las condiciones dptimas medida, las cuales para el GO-NH en medio

acido son:

e Concentracién GO-NH =100 ppm
e Intensidad de reduccion = - 10 pA

e Tiempo de reduccién =60 s

Con estas condiciones ya se obtiene la diferencia de potencial mas baja (48.8
mV), y que resulta en un proceso reversible. Estas condiciones han sido, también, las
obtenidas a partir del estudio de las figuras anteriores, aunque en esas graficas parecia
indicar que el valor central seria también un valor 6ptimo, en esta grafica se observa que

no es asi.

Por tanto, se realizo el estudio mediante disefio multifactorial para los distintos
oxidos de grafeno en distintos medios en funcidn de los dos factores respuesta, teniendo
en cuenta también la intensidad capacitiva. Se obtienen los mejores resultados bajo las

siguientes condiciones:
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Tabla 3: Condiciones 6ptimas de reduccion

Concentracion  Intensidad Tiempo de

Oxidode  Medio de . y ~ AEp
arafeno trabaio oxido de de reduccion  reduccion (V)
grafeno (ppm) (MA) (s)
GO-5 H,S0,0.1 M 125 -10 60 37.8
GO-5 NaOH 0.1 M 200 -10 60 43.9
GO-5 PBS (pH 7) 125 -10 60 35.4
GO-NH H,S0,0.1 M 100 -10 60 48.8
GO-NH  PBS (pH 7) 50.5 5.5 480 95.5
GO-4 NaOH 0.1 M 100 -10 60 104.9
GO-4 PBS (pH 7) 100 -1 60 152.7
GO-4 PBS (pH 7) 100 -10 60 57.3
GO-4 PBS (pH 7) 100 -100 60 50.7

Se eligen estas condiciones de reduccion para estos GO ya que el proceso
electroquimico de la dopamina presenta una mayor reversibilidad que en el caso de
electrodos sin modificar o modificados con oxidos de grafeno sin reducir. Ademas, se

obtienen intensidades de pico mayores para estos casos.

Una vez obtenidas las condiciones ideales de trabajo se procede al estudio del

proceso de transferencia electrénica de la dopamina sobre los transductores grafénicos.
4.2. Estudio del proceso de transferencia electronica y calculo

de parametros electrodicos

Se modifica la superficie de electrodos en las distintas condiciones de trabajo
presentes en la tabla 3 para realizar una serie de medidas de dopamina con una

concentracién 10 M a distintas velocidades de barrido.
Para cada medida realizada se obtienen las siguientes variables:

e Intensidad de pico anddica (Ipa)
e Intensidad de pico catddica (Ipc)

e Diferencia de potencial entre el pico anddico (Epa) y el pico catodico (Epc)
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4.2.1. Estudio del proceso de transferencia electronica

Se representan las variaciones de la intensidad respecto a v o a v'? para

comprobar si el proceso redox observado es de difusion o de adsorcion, tal y como se

explica con la ecuacion de Randles-Sevcik. En funcién de las condiciones de trabajo se

obtienen los resultados representados en las siguientes figuras (s6lo se muestran las

gréficas para ciertas condiciones con el fin de simplificar):

40 - —10mV/s
i(uA)
—25mV/s
30 -
—50mV/s
20 - =100 mV/s
=250 mV/s

101 =500 mV/s

-10 -

-20 4

-30 T
-0.2 0

0.2

0.4

0.6

E(V)

0.8

Figura 19: Voltamperogramas ciclicos de 10®M de dopamina para varias

velocidades de barrido en las condiciones de reduccion de -10 uA, 60 s en PBS para el
GO-5.
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Figura 20: Variacion de la intensidad de pico anédica en funcién de vy en funcién de v
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Figura 21: Variacién de la intensidad de pico catddica en funcién de vy en funcién de v

En base a los coeficientes de regresion (r?) obtenidos tanto para el pico anddico,
como del catodico se llega a la conclusién de que el proceso redox de la dopamina
catalizado por el 6xido de grafeno reducido corresponde a un proceso de difusion, por la
alta linealidad existente entre la intensidad de pico y la raiz de la velocidad de barrido.
No existe linealidad directa entre la intensidad de pico y la velocidad de barrido.

A continuacion, se representa la variacion del AEp respecto de la velocidad de
barrido (Figura 22). De esta manera, se puede comprobar si el proceso tiene una alta
reversibilidad cuando la diferencia de potencial no cambia con la velocidad de barrido.
Para el GO-4 y las condiciones de reduccién de -1 y -10 uA, 60 s utilizando PBS como
medio de reduccion, se observa una variacion en la diferencia de potencial con la
velocidad. Por tanto, parece que en estas condiciones, para este tipo de GO, no se
consigue la mejora en el comportamiento electroquimico de la dopamina. Para el resto
de casos, la diferencia de potencial es practicamente constante, confirmando la mejora

electroquimica utilizando esas condiciones de reduccion.
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Figura 22: Variacion del 4Ep respecto a la velocidad de barrido v para ciertas

condiciones de reduccion
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4.2.2. Calculo del area activa del electrodo y de la capacitancia de la
doble capa

Partiendo de la ecuacion de Randles-Sevcik, suponiendo un proceso de difusion
se utiliza la variacion de la intensidad de pico anddica ya que es el primer proceso que

ocurre en el barrido voltamperométrico, y se obtiene el area activa del electrodo.

Se realizaron también medidas con H,SO, 0.1 M (blanco) para medir la
intensidad capacitiva, representando su variacion respecto a v obtenemos una pendiente
mediante la cual se puede calcular la capacitancia segin la ecuacion descrita en el
apartado 1.7.2.

Los resultados obtenidos tanto para el area activa del electrodo como de la
capacitancia para cada uno de los Oxidos de grafeno utilizados se describen a
continuacion en la Tabla 4, también se han calculado estos pardmetros para electrodos
modificados con o0xidos de grafeno sin reducir y para un electrodo sin modificar para la
comparacion de datos.

Tabla 4: Areas del electrodo y capacitancias calculadas

Grafeno Area media (mm?) Capacitancia media (uF/cm?2)

GO-5 H,S0, 125 -10 60 10.2+2.1 77 + 86
GO-NH H,S0, 100 -10 60 6.5+1.0 168 + 105

GO-4 NaOH 100 -10 60 7.2+0.1 72 + 54
GO-5 NaOH 200 -10 60 126+1.3 128 + 42

GO-4 PBS 100 -1 60 6.5+0.8 61 +21
GO-4 PBS 100 -10 60 7.1+1.0 103 + 73
GO-4 PBS 100 -100 60 9.6+36 515 + 28

GO-5 PBS 125 — 10 60 109+13 80 + 27
GO-NH PBS 50.5 -5.5 480 10.8 +11.3 695 + 750
GO-5125 8.6+14 206 £0.2

GO-5200 8.2+04 31+5

GO-NH 100 6.0+1.0 68 + 20

GO-4 100 771204 78 £ 50

GO-NH 50,5 7.3+0.8 49+6

Sin modificar 5.8+05 33+10

Con estos resultados, se puede comprobar como el area del electrodo aumenta

simplemente con la modificacion de la superficie del electrodo con el 6xido de grafeno
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en comparacion con un electrodo sin modificar, posiblemente por el simple hecho del
mayor area superficial del nanomaterial. Ademas, como regla general, se puede deducir
que la reduccion de los oxidos de grafeno aumenta el area electrodica, y mejora el
comportamiento reversible del proceso electroquimico como se describié anteriormente.
En algunos casos, como para el GO-5, esta area es casi el doble en comparacion con el
electrodo sin modificar. Este efecto puede ser interesante cuando se emplean para
biosensores donde se modifica la superficie con biomoléculas, y la mayor éarea puede
influir para obtener una superficie sensora mayor. Por otro lado, la capacitancia de la
doble capa también aumenta en estos transductores grafénicos. Su magnitud parece
depender del tipo de 6xido de grafeno utilizado y de las condiciones de reduccion,
aumentando especialmente para corrientes y tiempos elevados. Este resultado es
esperado, ya que se esta modificando la superficie electrodica con un material que tiene
una gran capacidad de almacenar carga eléctrica.

4.3. Estudio de las caracteristicas analiticas

Una vez modificada la superficie del electrodo de trabajo, y estudiado el proceso
de transferencia electréonica, se procedio a realizar rectas de calibrado para estudiar las
caracteristicas analiticas de los transductores grafénicos para cada una de las
condiciones de trabajo obtenidas. Se procede a la realizacién de medidas de dopamina
con las siguientes concentraciones (10° M, 5x10°® M, 10°M, 5x10° M, 10 M, 5x10°
*M, 10°M), y con voltamperometria de onda cuadrada como se describi6 en el capitulo
3.

A continuacion, se presentan varias figuras con las rectas de calibrado obtenidas

(los valores numéricos se encuentran en el anexo).
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Figura 23: Variacion de la ip para dopamina usando GO-NH en funcion de la concentracion
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Figura 24: Variacion de la ip para dopamina usando GO-4 en funcion de la concentracion
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Figura 25: Variacion de la ip para dopamina usando GO-5 en funcion de la concentracion

Se realiza también este estudio para electrodos modificados con 6xido de

grafeno sin reducir, asi como electrodos sin modificar. Finalmente, se obtienen las
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caracteristicas analiticas (Tabla 5) para cada transductor. Como se indica en la tabla 8,
existen ciertas condiciones de trabajo que generan medidas irreproducibles y es

necesario descartarlos para aplicaciones en sensores.

Tabla 5: Estudio de la sensibilidad analitica

Limite de deteccién

Rango lineal Sensibilidad, pendiente (LA/M)

Grafeno (M) / RSD(%) um)
GO-5 H,S0, 125 ppm -10pA 60 s 1-1000 72347 (17.0%) 0.2
GO-NH H,SO, 100 ppm -10 yA 60 s 1-100 248986 (3.4%) 0.6
GO-4 NaOH 100 ppm -10 uA 60 s 5 - 100 114127 (8.5%) 2.2
GO-5 NaOH 200 ppm -10 uA 60 s 5 - 500 82163 (2.4%) 2.2
GO-4 PBS 100 ppm -1 yA 60 s 5 - 1000 73714 (2.3%) 31
GO-4 PBS 100 ppm -10 yA 60 s 5 - 1000 73677 (6.5%) 1.0
GO-4 PBS 100 ppm -100 uA 60 s 5 - 100 279630 (22.1%) 4.6
GO-5 PBS 125 ppm — 10 uA 60 s 5 - 500 81381 (3.4%) 3.0
GO-NH PBS 50.5 ppm -5.5 uA 480s 10 - 1000 68798 (3.2%) 6.6
GO-5 125 ppm 1-500 94246 (4.4%) 0.5
GO-5 200 ppm 5-500 93124 (2.9%) 2.9
GO-NH 100 ppm 5-1000 77635 (3.8%) 35
GO-4 100 ppm 5-500 92640 (1.6%) 3.1
GO-NH 50,5 ppm 5-500 91064 (3.7%) 3.4
Sin modificar 1-500 90339 (2.1%) 0.3

Aunque no se consigue detectar un valor de concentracion mas pequefio para los
transductores grafénicos que para el electrodo sin modificar, para algunos casos, la
sensibilidad de la recta de calibrado (pendiente) aumenta significativamente, como por
ejemplo, para el GO-4 NaOH 100 ppm -10 pA 60 s, y especialmente, para el GO-NH
H,SO,4 100 ppm -10 YA 60 s.

El aumento de la capacitancia para los transductores grafénicos puede influir en
gran medida en la deteccion de concentraciones bajas de dopamina ya que la
capacitancia esta directamente relacionada con la corriente capacitiva, y por tanto, una

alta capacitancia puede disminuir significativamente la relacion sefial/ruido.

Se llega a la conclusion de que la metodologia elegida en primera instancia para
el desarrollo de los transductores grafénicos, aunque con algunos resultados
prometedores, resulta en una mayor capacitancia de la doble capa ya que se esta
depositando una cantidad elevada de éxido de grafeno por adsorcion directa y el
resultado seran capas de grafeno recubriendo el electrodo de trabajo sin un control

determinado. Por tanto, se buscd realizar una metodologia complementaria para la
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modificacion de los electrodos en la que se pudiera controlar de forma mas directa la
deposicion del material sobre el electrodo de trabajo.

Por otro lado, y segun los datos obtenidos por XPS, en los cuales se obtiene una
reduccion significativa de los grupos carboxilo y los grupos ep6xido en la estructura de
los 6xidos de grafeno (datos no mostrados), parece ser que la eliminacion de estos
grupos facilita que el proceso electroquimico de la dopamina sea mas reversible. Por
otro lado, el porcentaje de grupos hidroxilo no varian de forma significativa, por lo que
parece no influir en la respuesta electroquimica. Sin embargo, se debe hacer un estudio
mas extenso de la superficie electrodica de estos transductores para confirmar estas
sospechas.

4.4. Procedimiento alternativo. Electrodeposicion directa

En vista de los resultados obtenidos se procede al estudio de la electrodeposicion
directa del 6xido de grafeno en la superficie del electrodo de trabajo mediante dos

técnicas electroquimicas diferentes:

4.4.1. Electrodeposicion mediante voltamperometria ciclica

Se estudia la reduccion del 6xido de grafeno y electrodeposicion del grafeno
resultante por voltamperometria ciclica utilizando diferente namero de ciclos (1, 2,5y
10). Se realiza una serie de medidas de dopamina 10™ M a distintas velocidades de
barrido, y se obtienen las siguientes graficas, confirmando un proceso de difusion,
también, para este caso. Como se observa en la tabla 6, para las diferentes condiciones
se encuentra un comportamiento reversible segun el promedio de la diferencia de

potencial segun su variacion con la velocidad de barrido.
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Figura 26: Variacion de la intensidad de pico anddica respecto a v'?y respecto a v
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Se calcula tanto el &rea electrodica como la capacitancia para cada una de las
condiciones de trabajo y se obtienen los valores de la siguiente tabla:

Tabla 6: Variacion del area electrodica y capacitancia en funcién del n° de ciclos

elecﬁ\r%ica Capacitarzmcia Promedio AEp
Nocidlos  (mm)  eakmd (mMvsy
1 ciclo 11.5+0.7 105+5 84 + 31
2 ciclos 8.6+04 135+1 67 +19
5 ciclos 10.3+1 191 + 27 66 + 19
10 ciclos 13+4 267 £ 39 59 +17
Sin modificar 5.8+04 34+10 261 £ 55

Con los datos obtenidos se puede confirmar la deposicion de grafeno en la
superficie del electrodo a partir del primer ciclo ya que se obtiene un proceso redox de
dopamina con mejor comportamiento electroquimico (mayor reversibilidad). Ademas,

el area electrddica aumenta considerablemente cuando se realiza la electrodeposicion.

Con estos datos se llega a la conclusiébn de que se obtienen las mejores
condiciones para la electrodeposicion usando un solo ciclo, ya que un mayor nimero de

ciclos no aumenta el area electrodica, y ademas la capacitancia aumenta.

4.4.2. Electrodeposicion mediante amperometria

Se estudia una serie de medidas de dopamina a distintas velocidades de barrido
realizando previamente una reduccion del 6xido de grafeno a distintas intensidades (-1
HA, -10 pA, -100 pA) y 60 s de reduccion, obteniendo las siguientes relaciones entre la

intensidad de pico y la raiz de la velocidad de barrido:
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Figura 27: Variacién de la intensidad anddica respecto a vy variacion de 4Ep respecto a v

Esta grafica nos permite llegar a la conclusion de que estamos estudiando un
proceso de difusion ya que la intensidad de pico varia linealmente con la raiz de la
velocidad de barrido. Segun la relacion observada entre la diferencia de potencial y la
velocidad de barrido, se puede determinar como para la reduccion con -1 uA, la
reversibilidad del proceso es baja en comparacion para las otros valores de intensidad de
reduccion (-10, -100 uA). Por otro lado, el comportamiento reversible parece mas ideal
en el caso de realizar la electrodeposicion con -10 pA, ya que la AEp practicamente no

varia con la velocidad de barrido.

Se realiza el calculo de la capacitancia y el area activa del electrodo segun se ha

explicado anteriormente, obteniendo los resultados descritos en la tabla 6

Tabla 7: Variacion del area electrodica y capacitancia en funcién de la intensidad de

reduccion

i Area . . Promedio
i vl
i (mm?) (mV) vs v

-1 micro A 11+1 48 + 18 203 +69

-10 micro A 13.60 + 0.06 51+16 47 +5
-100 micro A 11+2 604 + 645 60 £13
Sin modificar 58+04 34+10 261 £ 55
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El &rea electrodica aumenta considerablemente para los tres casos, aunque en
mayor medida para el caso de -10 pA. El transductor obtenido en estas condiciones
parece el més adecuado ya que, ademas de poseer un area mayor y un comportamiento
electroquimico mas adecuado, la capacitancia de la doble capa es estadisticamente

similar al electrodo sin modificar.

4.4.3. Estudio de las caracteristicas analiticas

Una vez estudiado el proceso de transferencia electronica, en el cual se han
obtenido los pardmetros 6ptimos de reduccion, se realizan una serie de medidas de

dopamina a distintas concentraciones mediante voltamperometria de onda cuadrada.

Se estudiard por duplicado a partir de las siguientes condiciones de

electrodeposicion del 6xido de grafeno, que son las mas optimas:

Electrodeposicion por voltamperometria ciclica

e Potencial inicial (Ej) =0V

e Potencial de inversion =-1.5V

e Potencial final (Ef) =0V

e Step potencial = 0.002 V

e Velocidad de barrido (v) = 0.02 V

e Nociclos=1

Electrodeposicidn por amperometria

e Intensidad de reduccion de -10 pA durante 60 s.
e Cronoamperometria de 0.1 V durante 120 s, para eliminar el H,

adsorbido.

Se obtienen las siguientes curvas de calibrado para estos transductores grafénicos:
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Figura 28: Rectas de calibrado obtenidas para electrodeposiciéon de GO-5

A continuacion, en la tabla 7, se describen los parametros analiticos obtenidos
para los transductores que mejores condiciones presentaron en este trabajo, preparados

tanto por deposicidn por adsorcion como por electrodeposicion:

Tabla 8: Comparacion de resultados

o Area . ] Rango Sensibilidad Limite de
Condiciones de ] Capacitancia ] ] _,
trabai activa Flem? lineal pendiente (LWA/M) / deteccion
rabajo (uF/cm?)
(mm?) (M) RSD(%) (M)
GO-5 NaOH 200 0
ppm -10 pA 60 s 13+1 129 + 42 5-500 82163 (2.4%) 2,2
GO-4 NaOH 100 ) 0
ppM -10 pA 60 s 7+1 103+ 73 5-100 114127 (8.5%) 2,2
GO-NH H,S0O, 100 ) 0
bpm -10 pA 60 s 7+1 168 + 105 1-100 248986 (3.4%) 0,6
GO-5CV1ciclo 11.5%0.7 105 £ 55 1-100 196520 (2.0%) 0,34
13.60 +
GO-5-10 pA 60 s 0.06 51 +16 1-100 329072 (2.2%) 0,004
SPCE 5805 34+£10 1-500 90359 (2.1%) 0,3
GO-5 81 21+6 1-500 94246 (4.4%) 2,9

Como se observa en la tabla, los resultados obtenidos por la electrodeposicion
comparan favorablemente al electrodo sin modificar y al modificado con GO-5 por el

primer método. Por lo que se debe seguir estudiando esta metodologia para los
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diferentes Oxidos de grafeno disponibles y asi encontrar las mejores condiciones
experimentales para cada uno de ellos. Por falta de tiempo, en este trabajo, solo se pudo
estudiar la electrodeposicion de grafeno por amperometria utilizando el Oxido de
grafeno GO-5.

Sin embargo, se puede llegar a la conclusién que este tipo de electrodeposicion
por amperometria es la mas prometedora y la que mejores resultados obtiene para el
posible uso de estos transductores grafénicos en el desarrollo de sensores y biosensores

electroquimicos.

4.5. Comparacion de los resultados obtenidos

Se estudian los resultados obtenidos en funcion de investigaciones realizadas por
otros grupos sobre la modificacion de electrodos serigrafiados con oxidos de grafeno

para el estudio de la dopamina.

Tabla 9: Comparacion de resultados obtenidos con otras investigaciones

Limite de o
] Intervalo B Sensibilidad
Tipo de grafeno lineal (WM deteccioén (LD) AM
ineal (uM) (u )
oM
Reduccion quimica con
) e 0.5-2000 0.12 482000
hidracina 1*"!
Oxido de grafeno B! 5-800 4 17700
Reduccion electroquimica por
] 0.5-60 0.5 86700
voltamperometria ciclica
GO-5-10 pA 60 s 1-100 0.004 329072
GO-NH H;SO,4 100 ppm -10 pA
50 1-100 0.6 248986
S

En vista de los resultados obtenidos se llega a la conclusion de que los
transductores  grafénicos Optimos desarrollados en este trabajo comparan
favorablemente a los que existen publicados en la bibliografia utilizando electrodos
serigrafiados. Mientras que la referencia 18, que mejora ligeramente la sensibilidad del
mejor transductor de este trabajo, esta realizado con un electrodo convencional de

carbono vitreo que no ofrece las ventajas de la miniaturizacion obtenidas usando
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electrodos serigrafiados tales como el uso de menores volimenes de trabajo. Por tanto,
se podria decir que la metodologia desarrollada para la modificacion de electrodos
serigrafiados con grafeno por electrodeposicion, genera los transductores con mejores
caracteristicas analiticas, ademas de la facilidad y rapidez de fabricacion en
comparacion con otras metodologias publicadas.

47



5. CONCLUSIONES

Se estudio el proceso de reduccion electroquimica del 6xido de grafeno en la
superficie de un electrodo serigrafiado de carbono y su optimizacién para la reaccion
electroquimica de la dopamina. Se tuvieron en cuenta las siguientes variables para la

busqueda de las condiciones mas adecuadas:

e Medio de trabajo

e Tipo de dxido de grafeno

e Concentracion 6xido de grafeno en la superficie del electrodo
e Intensidad de reduccion

e Tiempo de reduccion

Se obtuvieron las condiciones de trabajo dptimas para cada uno de los 6xidos de
grafeno empleados (GO-NH, GO-5 y GO-4), comprobando la mejora del
comportamiento electroquimico de la dopamina para los transductores grafénicos

Optimos en comparacion con transductores de referencia.

Se calcul6 tanto el area del electrodo como la capacitancia de la doble capa,
demostrando que los transductores grafénicos poseen un area electrodica mayor, aunque
también una mayor capacitancia. Este hecho da lugar a una mejora de la sensibilidad
(pendiente de calibrado) para algunos de estos transductores en comparacion a los

transductores de referencia.

Se desarrollé un procedimiento alternativo de electrodeposicion directa del
oxido de grafeno en la superficie del electrodo mediante distintas técnicas
electroquimicas. Una vez optimizado este proceso de electrodeposicion, se calculé tanto
el area del electrodo como su capacitancia y las caracteristicas analiticas de estos
transductores. Para esta metodologia, los resultados fueron mas prometedores, con un
aumento considerable del area electrddica y de la sensibilidad analitica. Se llega a la
conclusion de que la electrodeposicion es el método méas adecuado para la generacion
de transductores grafénicos a partir de 6xido de grafeno, y se debe seguir estudiando las
condiciones Optimas para todos los tipos de 6xido de grafeno disponible, ademas de su

posible aplicacion en sensores y biosensores electroquimicos.
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7. ANEXO

Tabla Al: Intensidades en funcidn de la concentracion de dopamina para GO-4

GO-NH GO-NH GO-4 GO-4PBS- GO-4PBS- GO-4PBS-

[Dopl  “H250a PBS NaOH 1 A 10 pA 100 pA
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000001 0,435 0,042 0,000 0,042 0,000 0,000
0,000005 1,395 0,103 0,601 0,388 0,611 0,965
0,00001 2,819 0,459 1,471 0,954 1,375 3,166
0,00005 10,800 3,421 5,910 4,118 6,033 13,569
0,0001 19,619 7,609 11,487 9,035 12,079 28,013
0,0005 60,800 36,587 42,483 39,383 45,430 85,290
0,001 95,127 68,210 78,633 73,323 78,050 125,200

Tabla A2: Intensidades en funcidn de la concentracion de dopamina para GO-5

[Dop] GO-5H2S04 GO-5NaOH GO-5PBS

0 0,000 0,000 0,000
0,000001 0,463 0,455 0,000
0,000005 1,367 2,819 0,315

0,00001 2,889 5,283 0,922
0,00005 10,683 19,535 4,322
0,0001 20,133 30,661 9,454
0,0005 63,690 78,503 40,770

0,001 102,967 108,860 74,070

Tabla A3: Intensidades obtenidas en funcién de la concentracion

[Dop] 1 ciclo 10 pA
Int (UA) Desv est Int (UA) Desv est
0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,000001 0,3 0,1 0,0 0,02
0,000005 1,3 0,4 1,9 0,1
0,00001 2,7 0,7 3,9 0,2

0,00005 11,9 3,1 16,8 0,6
0,0001 22,8 5,4 33,1 0,9
0,0005 74,2 7,9 110,3 9,3

0,001 121,7 9,4 164,3 7,7
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