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RESUMEN

El desarrollo de nuevos sensores y (bio)sensores es un campo en pleno desarrollo dentro
de las necesidades de la Quimica Analitica y, en general, de la sociedad. El uso de
sensores esta altamente extendido en la vida cotidiana de las personas. En el mercado, se
encuentran disponibles distintos tipos de glucometros, que pueden informar de la
concentracion de glucosa en sangre en tiempo real del paciente. También se puede
observar la necesidad de hoy en dia de desarrollar nuevos test de diagnosis para
enfermedades como la provocada por el virus SARS-COVID-19. Cada dia se desarrollan
nuevos sensores que ofrecen mejores prestaciones analiticas, mejores sensibilidades y
limites de deteccidn, junto con una mayor robustez, a un precio inferior al de los primeros
disefios. Esto es debido al descubrimiento de nuevos materiales y a su posterior

incorporacion en los sensores aplicados a analitos de interés en todos los &mbitos.

El grafeno se ha convertido en un material de gran interés entre la comunidad cientifica,
debido a las propiedades eléctricas, térmicas y mecanicas Unicas que este material posee
respecto a otros materiales carbonaceos y 2D. Debido a sus excepcionales caracteristicas
y propiedades el uso de grafeno como material conductor alternativo en el desarrollo de
transductores electroquimicos se ha extendido ampliamente y convertido en uno de los

principales recursos.

Los nanocompositos se sitian como una alternativa muy interesante en el desarrollo de
sensores amperométricos. Debido, especialmente, a la capacidad de integrar varios
materiales con diferentes caracteristicas con la finalidad de obtener un nuevo material con
propiedades fisicas, mecanicas y eléctricas muy diferentes a los materiales originales que
lo constituyen. El uso de nanocompositos presenta una serie de ventajas respecto a los
conductores puros. Estas ventajas son, por ejemplo, versatilidad, durabilidad, facilidad de
regeneracion de la superficie y su capacidad de integracion de otros modificadores,

cualidades que proporcionan un valor afiadido a los dispositivos desarrollados.

Las propiedades electroquimicas de los nanocompdsitos estan altamente influenciadas
por la naturaleza de las particulas conductoras que lo forman, asi como la cantidad y la
distribucion espacial de estas en la matriz del nanocomposito. Una de las caracteristicas

mas relevantes que poseen estos materiales es la similitud en su comportamiento

xi



electroquimico respecto a un haz de microelectrodos. La presencia de particulas
conductoras, separadas por areas no conductoras o aislantes en la superficie del electrodo,
mimetiza la distribucion més o menos ordenada de microelectrodos separados entre si por
un aislante eléctrico, configurando asi un haz de microelectrodos. La respuesta
electroanalitica de un haz de microelectrodos depende fundamentalmente de las
dimensiones y separacion entre las particulas conductoras. Por este motivo, es necesaria
una optimizacion de la cantidad de material conductor y de su distribucion con el objetivo

de obtener la mejor eficacia analitica.

Bajo este contexto, la primera etapa de esta Tesis es la sintesis de 6xido de grafeno
reducido (rGO) mediante el método de Hummers. Este método permite obtener rGO
utilizando grafito comercial como material de partida para la fabricacion de electrodos
nanocompositos basados en rGO y una resina epoxi (EpoTek H77). Posteriormente, se ha
implementado un conjunto de técnicas instrumentales que, aplicadas de forma estratégica
y sistematica, han permitido la caracterizacion y optimizacion de la composicion del
material conductor; asi como la mejora de las propiedades electroquimicas de los
electrodos nanocompositos desarrollados con los diferentes materiales conductores

sintetizados.

Una vez optimizadas las propiedades de los transductores electroquimicos se procedio a
la mejora de las propiedades analiticas de estos sensores electroquimicos, mediante la
incorporacion de diferentes nanoparticulas (NPs) metalicas, con el objetivo de introducir
un efecto electrocatalitico en el dispositivo analitico. De esta manera, se desarroll6 una
metodologia sintética, la cual permite incorporar ad hoc NPs de diferentes metales (e.g

Au, Ag, Pd) en la superficie del rGO, de una manera sencilla y mediante quimica verde.

Finalmente, se ha desarrollado un (bio)sensor utilizando la enzima glucosa oxidasa
(GOD), basado en un nanocompdsito de 2Au/3Pd-NP@rGO. Estudiando el efecto
catalitico que tienen las NPs bimetalicas de Au y Pd frente al H2O>. Para finalizar, se
estudio el efecto de la presencia del acido ascorbico en las medidas electroanaliticas (una

interferencia presente en muchas muestras biologicas).
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SUMMARY

The development of new sensors and (bio)sensors is a field in full development within
the needs of Analytical Chemistry and society in general. The use of sensors is highly
extended in people's daily life. Different types of glucometers are available on the market,
which can report the concentration of glucose in the patient's blood in real time. Also, one
can see today’s need to develop new diagnostic tests for diseases, such as that caused by
the SARS-COVID-19 virus. Every day new sensors are developed that offer better
analytical performance, better sensitivities and detection limits, along with greater
robustness, at a lower price than the first designs. This is due to the discovery of new
materials and their subsequent incorporation into the sensors applied to analytes of

interest in all areas.

Graphene has become a material of great interest among the scientific community, due to
the unique electrical, thermal and mechanical properties that this material possesses with
respect to other carbonaceous and 2D materials. Due to its exceptional characteristics and
properties, the use of graphene as an alternative conductor material in the development

of electrochemical transducers has become widespread and one of the main resources.

Nanocomposites are a very interesting alternative in the development of amperometric
sensors. Due, especially, to the capacity of integrating several materials with different
characteristics in order to obtain a new material with very different physical, mechanical
and electrical properties from the original materials that constitute it. The use of
nanocomposites has a series of advantages over pure conductors. These advantages are,
for example, versatility, durability, ease of surface regeneration and its ability to integrate

other modifiers, qualities that provide added value to the developed devices.

The electrochemical properties of nanocomposites are highly influenced by the nature of
the conductive particles that form it as well as their amount and spatial distribution in the
matrix of the nanocomposite. One of the most relevant characteristics of these materials
is the similarity in their electrochemical behavior with respect to a microelectrode array.
The presence of conductive particles, separated by non-conductive or insulating areas on
the electrode surface, mimics the more or less ordered distribution of microelectrodes

separated by an electrical insulator, forming the equivalent of a microelectrode array. The
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electro-analytical response of a microelectrode array depends mainly on the dimensions
and separation between the conductive particles. For this reason, it is necessary to
optimize the quantity of conductive material and its distribution to obtain the best

analytical efficiency.

In this context, the first stage of this Thesis is the synthesis of reduced graphene oxide
(rGO) by Hummers’ method. This method allows obtaining rGO, from commercial
graphite as a starting material, for the manufacture of nanocomposite electrodes based on
rGO and an epoxy resin (EpoTek H77). Subsequently, a set of instrumental techniques
have been implemented, which, applied in a strategic and systematic way, have allowed
the characterization and optimization of the composition of the conductive material as
well as the improvement of the electrochemical properties of the nanocomposite

electrodes developed with different synthesized conductive materials.

Once the properties of the electrochemical transducers were optimized, it was time to
improve the analytical properties of these electrochemical sensors through the
incorporation of different metallic nanoparticles (NPs) with the aim of introducing an
electrocatalytic effect into the analytical device. This way a synthetic methodology was
developed, allowing the incorporation ad hoc of different metal NPs (e.g. Au, Ag, Pd) on

the rGO’s surface in a simple way and by means of green chemistry.

Finally, a (bio)sensor has been developed using the enzyme glucose oxidase (GOD),
based on a 2Au/3Pd-NP@rGO nanocomposite. Studying the catalytic effect that
bimetallic Au and Pd NPs have upon H20:. Finally, the effect of ascorbic acid’s presence
in electroanalytical measurements (an interferent present in many biological samples) was

studied.
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CAPITULO 1

Introduccion General

En los tltimos afios la nanociencia o nanotecnologia ha atraido el interés de los cientificos
en grandes areas de la ciencia. La quimica analitica es una ciencia multidisciplicinar
donde la nanotecnologia ha adquirido una presencia relevante, gracias a los grandes
avances en el desarrollo y descubrimiento de nuevos materiales, que han resultado ser
muy utiles en el campo de los sensores quimicos.! En este sentido el uso de
nanomateriales en la fabricacion de sensores electroquimicos ofrece una amplia mejora
de sus propiedades electroquimicas y aporta numerosos beneficios, haciendo posible
afrontar retos y demandas cada vez mas exigentes de la sociedad. La continua busqueda
de nuevos sensores y biosensores que ofrezcan mejores propiedades analiticas se centra
fundamentalmente en una mejora de la respuesta electroquimica.’ Esto es posible
fundamentalmente, al desarrollo de materiales transductores basados en micro/nano
estructuras, compatibles con elementos de caracter bioldgico que hacen posible su
aplicacion en diferentes dreas como la biomedicina, el medioambiente y la industria

alimentaria.’

En este campo de los sensores electroquimicos, y de forma particular, los sensores
voltamperométricos, el concepto de nanocompoésito. Generalmente, un material
nanocompdsito puede ser definido como el resultado de combinar dos o mas materiales
en fase solida, donde, al menos una de las partes constituyentes forma parte de la escala
de dimension nanométrica.** Adicionalmente, cada uno de los componentes de estos
materiales compuestos conserva su integridad fisica individual, a la vez que el material
resultante de la combinacion de los componentes adquiere nuevas propiedades fisicas y
mecanicas, y en el caso de los sensores quimicos, nuevas propiedades electroquimicas

muy relevantes.® Actualmente, diferentes materiales carbondceos se estan utilizando en
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el desarrollo de nuevos materiales nanocompositos, para su posterior utilizaciéon en el
desarrollo de nuevos electrodos con ventajas electroquimicas excepcionales.®’ Por este
motivo, el uso de nanoestructuras carbonaceas en el desarrollo de nuevos nanomateriales
es actualmente un campo de investigacion muy importante, que continuamente esta
ofreciendo grandes avances dentro del 4rea de la quimica analitica.®® Concretamente, los
nanocompositos basados en materiales conductores dispersos en una matriz polimérica

han dado lugar a importantes avances dentro de la electrénica y la electroquimica.®10-12

El grafito, los nanotubos de carbono y el grafeno entre otros, son materiales que pueden
ser utilizados en la construccion de nanocompdsitos, utilizando estos como fase
conductora dispersa en otra fase polimérica y de naturaleza aislante.'>"!> Estos materiales
aportan importantes caracteristicas fisicas, mecanicas y electroanaliticas a los sensores
desarrollados, como la facilidad de renovar periddicamente la superficie de los electrodos,
o la baja corriente de fondo o residual. Desde el primer aislamiento de una sola lamina de
grafeno por Andre Geim y Konstantine Novoselof,'® este material ha sido extensamente
estudiado y utilizado para la construccion de sensores debido a sus extraordinarias
propiedades electronicas y mecanicas. Pero, el uso de 6xido de grafeno reducido viene
dandose desde mucho antes. Este material posee excelentes propiedades electroquimicas
debido a los grupos oxidables que contiene, propios del método de sintesis utilizado. A
diferencia del grafito, el 6xido de grafeno reducido (rGO) puede ser funcionalizado con
un gran nimero de materiales, como nanoparticulas, enzimas y otros agentes bioldgicos
de reconocimiento molecular, haciendo a este material en una gran alternativa para la

construccion de sensores y biosensores dentro de la quimica analitica.

1.1 Sensores Quimicos

Un sensor quimico, es un dispositivo capaz de transducir la informacidon quimica de una
muestra en una sefial analitica util. Los sensores quimicos estin compuestos por dos
componentes basicos. El primero es un elemento de reconocimiento (receptor), y un

transductor sobre el que se encuentra directamente conectado o integrado el primero.
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Figura 1.1 Esquema del funcionamiento de un sensor quimico. El analito es reconocido por
el sistema de reconocimiento de forma selectiva (R). La sefial primaria es convertida en una
sefial eléctrica por el transductor (T) y, posteriormente, esta sefial es amplificada (A) y
procesada en la forma deseada.

El receptor interacciona selectivamente con la informacion quimica presente en la
muestra y la convierte en una sefial reconocible por el transductor, que, a su vez,
transforma esta sefial primaria en una sefial secundaria util (Figura 1.1). Dependiendo del
tipo de receptor y transductor los sensores pueden ser clasificados de diferentes

maneras.'’
Dependiendo del receptor se pueden diferenciar tres tipos de sensores:

e Fisicos: No hay reacciones quimicas involucradas en la deteccion, es decir, solo
hay un cambio en una propiedad fisica. Un ejemplo son los sensores
piezoeléctricos los cuales son capaces de detectar cambios de masa cuando se les
aplica una presion exterior.

e Quimicos: La senal proviene de una reaccion quimica. Por ejemplo, de la
interaccion entre ionoforos e iones produciendo un cambio de potencial.

e Biologicos: El receptor tiene una procedencia biologica. Por ejemplo, enzimas,
anticuerpos, ADN, etc., que interacciona con una molécula de forma muy
selectiva, dando lugar a reacciones bioquimicas que provocan cambios en las
concentraciones de las especies involucradas, susceptibles de generar una

informacion analitica util.
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Siguiendo la normativa de la TUPAC, los sensores quimicos se pueden clasificar
dependiendo el método de transduccion que utilicen.'® Se define transduccion, como el
fendmeno que ocurre en la superficie de un transductor que implica la transformacion de
la energia o sefial primaria, propia o generada en un sistema quimico, en una sefial
secundaria capaz de ser procesada, dando lugar a una informacién analitica ttil. Esta sefal
secundaria acostumbra a ser del dominio eléctrico, y tiene como finalidad poder extraer

informacion analitica de nuestra muestra a analizar.

De entre los tipos de transductores que se pueden encontrar, los electroquimicos son los
que han recibido una mayor atencidon y un mayor desarrollo dentro del campo de los
sensores quimicos. Esto es debido a su facil construccion, tanto instrumental como
conceptual. El proceso electroquimico tiene lugar en la interfase electrodo-disolucion, sin
la necesidad de tener que interactuar con todo el volumen de muestra. Se ha de destacar
que estas técnicas no requieren de una instrumentacion sofisticada, por lo que el coste de
analisis se reduce considerablemente. Dependiendo del mecanismo de transduccion se

pueden cinco tipos de sensores.

e Sensores opticos: Transforman cambios de fendmenos Opticos, resultantes de la
interaccion del analito y el receptor. Las mas habituales son absorbancia,
reflectancia, luminiscencia, fluorescencia e indice de refraccion.

e Sensores electroquimicos: Miden el efecto de la interaccion electroquimica entre
el analito y el electrodo.

e Sensores masicos: Transforman un cambio de masa sobre una superficie
modificada en un cambio de una propiedad del material transductor piezoeléctrico
de soporte.

e Sensores térmicos: Transforman el efecto calorifico de la interaccion entre el

analito y el receptor en una sefial eléctrica.

Los métodos electroquimicos se pueden clasificar, a su vez, en funcidn del tipo de sefial
utilizada para cuantificar la medida. Estos son principalmente los métodos
potenciométricos y amperométricos. Los primeros, también llamados electrodos
selectivos de iones (ESIs) o ion-selective electrode (ISE), y los transistores de efecto de
campo sensibles a iones, ISFET por sus siglas en inglés (ion-sensitive field effect
transistors), miden la diferencia de potencial generada fruto de la interaccion entre el

analito y el elemento de reconocimiento. Los métodos voltamperométricos miden la
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intensidad de corriente generada por una reaccion de transferencia electronica derivada
de la aplicacion de un potencial. Los métodos voltamperométricos pueden operar
midiendo la intensidad de corriente generada al variar el potencial dentro de un intervalo
preestablecido o a un potencial fijo. Cuando se trabaja a un potencial fijo se denominan

técnicas amperométricas. !>

1.2 Sensores amperometricos

Dentro del campo del electroanalisis, los estudios del quimico polaco Jaroslav Heyrovsky
dieron un gran impulso a las técnicas voltamperométricas, por cuyo avance recibio el
Premio Nobel de Quimica en 1959. Estas técnicas permiten la determinacion y
cuantificacion de muchas substancias inorgéanicas (principalmente iones inorganicos) y
organicas, siempre que estas sean susceptibles de ser oxidadas o reducidas

(electroquimicamente) en la superficie del electrodo.

Las técnicas amperométricas presentan un gran abanico de ventajas para ser utilizadas

dentro el campo de los sensores quimicos. Masson et. al cité algunas como:?!

e Existe una relacion directa entre la concentracion de la especie que se quiere
analizar (analito) y la intensidad de corriente, que es la sefial analitica observada.
Esta relacion deriva en una mayor sensibilidad de las técnicas amperométricas
respecto a las técnicas potenciométricas, en la que la sefial analitica medida
(potencial) depende del logaritmo de la actividad del analito. Consecuentemente,
esto conlleva generalmente a mejores limites de deteccion.

e Lareaccion electroquimica se da lugar en la superficie del electrodo por lo que no
influye el volumen total de la muestra analizada.

e Las técnicas amperométricas, utilizan instrumentacion robusta, simple, y de bajo
coste de fabricacion.

e La senal analitica que se mide (intensidad) es facilmente procesable.

e [Estas técnicas presentan un amplio intervalo dindmico de respuesta (de 4 o 5

décadas de concentracion). Esto permite la aplicacion de dichas técnicas en



CAPITULO 1

sistemas de monitorizacion de la sefal analitica, utilizados en el control y
optimizacion de procesos mas o menos automatizados.

e No son susceptibles de interferencias fisicas como pueden ser el color, la turbidez
o la viscosidad. Lo cual simplifica el proceso analitico pudiendo evitar el
tratamiento previo de la muestra.

e Los materiales utilizados para la construccion de electrodos pueden ser simples,

facilmente accesibles y de bajo coste.

Estos sistemas electroquimicos se basan en el transporte de carga proveniente de especies
electroactivas, a través de diferentes interfases fisicas como un conductor electronico
(electrodo) y un conductor i6nico (electrolito). Existen dos tipos de procesos que pueden
ocurrir en las interfaces electrodo/disolucion en presencia de una especie electroactiva.
La transferencia electronica a través de la interfase electrodo/disolucion provoca la
reduccion o la oxidacion de la especie electroactiva dependiendo de en qué forma se
encuentre esta. Estas reacciones estan gobernadas por la ley de Faraday, es decir, la
cantidad de reaccidon quimica N (mol) causada por una corriente eléctrica I (A) (Ecuacion
1.1) es proporcional a la cantidad de electricidad que ha pasado Q (C), esta corriente se
denomina corriente de tipo faradaico y es la mas importante desde el punto de vista
analitico. La intensidad de corriente i (A) medida corresponde a la transduccion de la
velocidad de la reaccion electroquimica v (mol/s) en la interfase del electrodo. De esta

manera se tiene que:

I1(4) = C;—f (c/s) Ecuacion 1.1
g = L = N (moles electrolizados) Ecuacion 1.2
nF  (C/mol)
dN I
l =—=— Ecuacion 1.3
v(mol/s) I = F

Cabe destacar que al ser reacciones del tipo heterogéneo, las velocidades de reaccion
dependen del 4rea electroactiva del electrodo A (cm?) y la densidad de corriente, j
(Alem?).

L J Ecuacion 1.4

v(mol /s - cm?) = AT
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La velocidad de reaccion también dependera de las condiciones de difusion, migracion y
conveccion. La corriente de migracion, que es el resultado de un transporte de masa
debido a un gradiente eléctrico tras aplicar un potencial entre dos electrodos, se hace
constante e independiente de la concentracion del analito adicionando un electrolito
soporte en la celda electroquimica. La corriente de conveccion, que se debe al movimiento
de las cargas por una fuerza mecanica o gradiente térmico en la disolucion, puede
controlarse aplicando una agitacion constante y moderada en la celda electroquimica, o
bien minimizandola trabajando con soluciones no agitadas.** La corriente de difusién es
el resultado del transporte de masa del analito debido a un gradiente de concentracion que
se crea entre la superficie del electrodo y el seno de la disolucion. Esta difusion esta
directamente relacionada con el tiempo cuando las medidas se realizan en disoluciones
no agitadas (corrientes de conveccién minimas), circunstancias que limitan este tipo de
experimentos. Si la respuesta analitica se mide en disoluciones estéticas la corriente de

intensidad I decrece con el tiempo, siguiendo la ecuacion de Cottrell (Ecuacion 1.5).2

i =nFA &Ca Ecuacioén 1.5

Donde, n es el nimero de electrones involucrados en la reaccion electroquimica, F es la
constante de Faraday, A el area electroactiva del electrodo, D, el coeficiente de difusion
de la especie electroactiva en la disolucidn, t es el tiempo durante el cual se produce la
reaccion y C, es la concentracion de la especie electroactiva en la disolucion. Observando
esta ecuacion, se puede deducir que la intensidad decrece a medida que avanza el tiempo

de reaccion, dando lugar a intensidades muy bajas con el tiempo.?

Para conseguir intensidades mas altas y proporcionales a la concentracion de analito es
preferible la utilizacion de técnicas hidrodinamicas en las cuales se fuerza la conveccion,
utilizando, por ejemplo, un electrodo en forma de disco rotatorio o simplemente agitando
la disolucién. En estas medidas el transporte de masa (que es mas rapido) es una
combinacion de dos mecanismos de transporte la conveccion y la difusion. En estas
circunstancias se forma una capa de difusion estatica o capa de Nernst, en la superficie
del electrodo de un grosor d, que dependera drasticamente de la velocidad de agitacion
de la disolucion. Asi, se consigue que el transporte de masa hacia la superficie del
electrodo este determinado solamente por la difusion en esta capa. Se obtiene de esta

manera, un estado estacionario en un tiempo breve, en el que el transporte de masa es
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estable y el valor final de la intensidad depende de la concentracion del analito en el seno
de la disolucion (Ecuacion 1.6). Esta expresion se puede simplificar segun la ecuacion

1.7

FADaC
i = nravata Ecuacion 1.6
d
i =KC, Ecuacion 1.7

Donde, K es la constante que incluye el nimero de electrones intercambiados, la
constante de Faraday, el area electroactiva del electrodo y el coeficiente de difusion. Para
poder utilizar la ecuacion 1.7, se asume que la distribucion del analito en el seno de la
disolucion es uniforme hasta la capa de difusion (Ca), y que la concentracion de analito
en la superficie del electrodo (Co) es cero cuando se aplica un potencial adecuado en el

que se alcanza la polarizacion total del electrodo.

En determinadas circunstancias, puede existir un amplio intervalo de potenciales donde
no ocurran reacciones de transferencia electronica entre la interfase electrodo/disolucion,
ya sea porque termodindmica o cinéticamente no estén favorecidas. Este hecho repercute
en la estructura de cargas en la superficie del electrodo. La corriente de carga o de
condensador, es la corriente requerida para restablecer la doble capa eléctrica formada en
la interfase electrodo/disolucion. Esta corriente, de tipo no faradaico, siempre presente,
aumenta con el area electroactiva del electrodo y el potencial de trabajo aplicado, y es un
inconveniente desde el punto de vista analitico, pero decrece con el tiempo y es

despreciable en medidas amperométricas en las que se trabaja a un potencial fijo.

1.3 Materiales usados en la construccion de sensores

amperomeétricos

Una caracteristica indispensable que deben cumplir los materiales empleados en el
desarrollo de sensores amperométricos es que sean conductores, a la vez de ser
quimicamente inertes.!! Las medidas amperométricas estan altamente influenciadas por
la naturaleza del material sensor, asi como las dimensiones y la geometria del material

que forma la superficie del electrodo. Las principales caracteristicas que deben presentar
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estos materiales, desde el punto de vista analitico, son una alta sensibilidad, minima
resistencia a la transferencia de carga y una elevada relacion sefial/ruido. La eleccion del
material conductor para la construccion de sensores amperométricos vendra
principalmente influenciada por el comportamiento redox de la especie electroactiva
(analito) y la corriente residual (no faradaica) en la region del potencial de trabajo. Otros
factores a tener en cuenta, en el desarrollo de materiales conductores aplicados en la
construccion de sensores amperométricos, son la ventana de potencial de trabajo 1til
electrodo, la conductividad del material conductor utilizado en la construccion del
electrodo, la reproducibilidad de la superficie del sensor, las propiedades mecanicas, el
coste de fabricacion de este, la disponibilidad de los materiales que lo componen y la
toxicidad de los mismos, para una correcta manipulacién sin perjuicio de la salud del

usuario.

Existen una amplia gama de materiales conductores de la electricidad que pueden ser
utilizados en el desarrollo de sensores amperométricos. El mercurio, por ejemplo, es un
material ampliamente utilizado en las técnicas polarograficas por las numerosas ventajas
que aporta. Presenta un sobrepotencial para la reduccion del H" a hidrogeno elevado, una
amplia ventana de potencial catddico (comparado con el de otros electrodos sdlidos), una

alta reproducibilidad y permite construir electrodos de superficie fAcilmente renovable.

No obstante, presenta diversos inconvenientes como, su elevada toxicidad, corrientes no
faradaicas relativamente elevadas y limitaciones de trabajo en el rango de potenciales

andodicos.

Otro tipo de materiales altamente utilizados son los electrodos solidos, que a diferencia
de los electrodos de mercurio tienen una gran ventana de trabajo en rangos de potenciales
anddicos. Entre los materiales solidos mas utilizados, para la construccion de sensores
amperométricos, estan el platino, el oro y los materiales carbonaceos; siendo estos tltimos
de gran importancia, actualmente en el desarrollo de materiales comp6sitos.>** Otros
materiales como el cobre, la plata o el niquel también pueden ser utilizados en la
construcciéon de sensores electroquimicos, pero sus aplicaciones son mucho mas
limitadas. A diferencia de los electrodos de mercurio, los materiales carbonaceos,
presentan una superficie heterogénea respecto a la actividad electroquimica, facilmente

alterable con el uso, por lo que este tipo de electrodos de superficie solida, requieren un

11



CAPITULO 1

proceso de pulido frecuente para poder obtener medidas significativamente

reproducibles.?’

En los ultimos afios, con el objetivo de mejorar las caracteristicas electroquimicas y la
selectividad de los sensores amperométricos, se ha realizado un importante esfuerzo por
modificar la superficie de estos sensores empleando un gran niimero de estrategias.?® 2
Estos electrodos modificados, incorporan ciertas substancias, ya sea sobre la superficie
del electrodo o en la matriz del material sensor, modificando de forma extraordinaria las
caracteristicas electroanaliticas de estos sensores.?’ Estas modificaciones se pueden llevar
a cabo, fisicamente a través de la incorporacion de catalizadores electroquimicos,
quimicamente con mediadores redox o bioldgicamente para el desarrollo de biosensores.
Todos estos tipos de sensores abren la via a un sinfin de aplicaciones analiticas y de
diferentes dispositivos de deteccion. La modificacion de los materiales sensores permite
desarrollar ~ (bio)sensores  amperométricos con  importantes  caracteristicas
electroquimicas, como son el aumento de velocidad de transferencia de carga, el control
del ruido de la sefal, la acumulacién preferencial o permeabilidad de la membrana

selectiva. Todas estas propiedades se traducen analiticamente en un aumento de la

sensibilidad, la selectividad y la estabilidad del dispositivo sensor.

Otros factores, a tener en cuenta, son la geometria y las dimensiones de la superficie del
electrodo. En la bibliografia existen numerosos trabajos donde se destacan las virtudes de
los electrodos de pequefias dimensiones con areas electroactivas muy reducidas. Estos

dispositivos reciben el nombre de microelectrodos.*

Desde el punto de vista electroquimico, los microelectrodos presentan numerosas
ventajas respecto los macroelectrodos, como puede ser una mayor relacion sefial/ruido,
menores limites de deteccion y capacidad de detectar especies electroactivas en medios
altamente resistivos, como en disolventes orgénicos o en medios con ausencia de
electrolito soporte. Los microelectrodos presentan constantes de celda muy bajas (RC) lo
que conlleva a realizar medidas con tiempos de vida muy cortos (productos intermedios
de reaccion) y la medida de constantes de velocidad muy altas. El principal inconveniente
que presentan los microelectrodos son las bajas intensidades de corriente que generan, lo
cual hace necesario disponer de una instrumentacion muy sofisticada con amplificadores

de bajo ruido.
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Para poder solucionar este problema se desarrollaron los haces de microelectrodos. Estos
electrodos estan construidos mediante una fase conductora, la cual se distribuye de
manera ordenada o desordenada en la superficie del electrodo o en el interior de una
matriz aislante. Los haces de microelectrodos, a pesar de tener todas las ventajas de los
microelectrodos, tienen la posibilidad de generar intensidades de corriente mucho
mayores que sus antecesores.’'3? Esta propiedad viene dada por la manera en que se
distribuye el material conductor en las proximidades de la superficie del electrodo.
Existen dos tipos de difusion en estos casos: difusion radial y difusion lineal (Figura 1.2).
La difusién radial es la que se obtiene generalmente en la superficie de los
microelectrodos, o en una distribucion de haces de microelectrodos Optimamente
separados, lo que conlleva a una elevada transferencia de masa. Esta caracteristica viene
dada por la distribucion y la geometria del propio electrodo, donde la masa de analito no
llega de forma perpendicular, sino que lo hace de forma radial. A este fendmeno se le
llama efecto edge y favorece un incremento de masa sobre la superficie del electrodo sin
variar significativamente el ruido asociado a la sefial, obteniendo, consecuentemente, un
aumento de la relacion sefial/ruido.>? % La difusion lineal tiene lugar en electrodos de
mayores dimensiones (macroelectrodos), donde el analito (especie electroactiva) difunde
linealmente desde el seno de la disolucion hasta la superficie del electrodo. Este tipo de
difusiéon también puede ocurrir en haces de microelectrodos donde las particulas
conductoras en la superficie no estdn lo suficientemente separadas. Desde el punto de
vista electroquimico es necesario que, para que un haz de microelectrodos conserve todas
sus ventajas analiticas, los diferentes microelectrodos o particulas conductoras que
componen el electrodo, estén lo suficientemente separadas y se comporten de manera
independiente desde el punto de vista difusional. Se considera, por lo tanto, que un haz
de microelectrodos es difusionalmente independiente, cuando las particulas que lo forman
estan lo suficientemente separadas entre si y, al mismo tiempo, la velocidad de barrido es
suficientemente lenta para que la capa de difusion formada sobre cada electrodo no se

superponga con la de otros microelectrodos.
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Figura 1.2 Esquema de los dos tipos de difusion lineal (A) y radial (B) que se pueden
encontrar en un haz de microelectrodos.

1.4 Sensores electroquimicos basados en oOxido de grafeno

reducido

Grafeno es el nombre que se le da a una lamina dimensional de carbonos con hibridacién
sp2.163¢ Es una red en forma de panal y constituye el bloque basico para formar otros
alotropos del carbono. Estas laminas de grafeno se pueden apilar formando grafito
(estructura 3D), enrollarse para formar nanotubos de carbono (1D) o envolverse para

formar fullerenos (0D) (Figura 1.3).

La alta conjugacion de electrones © que contienen estas laminas, confieren al grafeno una
extraordinaria conductividad térmica, eléctrica y estabilidad mecanica, lo que hace de que
este material sea de gran interés para la comunidad cientifica.’”*° Una sola lamina de
grafeno muestra un caracter de semiconductor o semimetal en el cual el orbital molecular
ocupado de mayor energia (HOMO) esta en contacto con el orbital desocupado de menor
energia (LUMO) y, cuantas mas ldminas de grafeno se apilen, estos orbitales se
superponen adquiriendo un comportamiento metélico en el material >**! Debido a la gran
area superficial (valor tedrico de 2630 m?/g) que muestra respecto al volumen, estas
estructuras 2D presenta una alta sensibilidad analitica, lo que hace de este material un
gran candidato en el desarrollo materiales nanoestructurados para ser utilizados como

SENSorces. 42-46
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Figura 1.3 Diferentes formas sp” del carbono. Fullerenos (0D), nanotubos de carbono (1D),
grafeno (2D) y grafito (3D).

El grafeno tiene un moédulo de Young de ~ TPa y una fuerza de 130 GPa, siendo el
material mas fuerte medido hasta el momento. Estas propiedades excepcionales, hacen de
este material una alternativa ideal para ser utilizado en una gran variedad de aplicaciones
como pueden ser sensores, baterias, supercapacitores, células de combustible y
nanocompdsitos, entre otros.*’ Se han realizado un gran nimero de estudios para poder
aislar y caracterizar una lamina de grafeno, pero no fue hasta el 2004 cuando Konstantine
Novoselov y Andre Geim, fueron capaces de aislar una tinica lamina de grafeno partiendo
de grafito.!®* Este hecho provocé un interés considerable en materiales 2D.* El grupo
liderado por Geim fue capaz de aislar una lamina de grafeno y estabilizarla, en un
substrato soporte, mediante una exfoliaciéon mecénica del grafito utilizando una lamina
de celo. Este hallazgo permitio observar su efecto quantico Hall a temperatura ambiente,
determinar su alta movilidad electronica, y hasta la primera detecciéon de una sola
molécula adsorbida sobre la superficie de este material.***!* No obstante, este método
no permite la sintesis de grafeno a gran escala, por lo que otros métodos de sintesis se han
desarrollado y siguen estando en estudio, con el objetivo de conseguir un grafeno de alta
calidad y pureza, con una produccién masiva y un coste asequible para poder ser utilizado

en aplicaciones industriales.”!

La sintesis del grafeno puede clasificarse en dos métodos diferentes: top-down y bottom-
up. Los métodos top-down incluyen la rotura de laminas de grafito hasta llegar a laminas

de grafeno, mientras que los métodos bottom-up utilizan la sintesis de grafeno partiendo
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de otras fuentes de carbono hasta formar una ldmina.>>>* Entre los métodos mas
utilizados se encuentra la exfoliaciéon mecanica de grafito u 6xido de grafito, chemical

vapor deposition (CVD) o crecimiento epitaxial.>>-°

El método de Hummers constituye una opcion en la produccién de grafeno.”’ Este método
consiste en la oxidacion quimica de grafito originando 6xido de grafito. Inicialmente el
oxido de grafito fue sintetizado utilizando clorato de potasio con una mezcla de
grafito/HNO3/NaNOs3, el cual es conocido como método de Staudenmaier y Brodie.
Posteriormente, se desarrollo el método de Hummers, el cual utiliza KMnOs y NaNOs3
disuelto en H2SO4 para permitir la oxidacion mas efectiva del grafito formando 6xido de
grafito. Este método reduce el tiempo de reaccion respecto el anterior y también reduce
la emision de gases toxicos. En la literatura se pueden encontrar diferentes modificaciones
del método de Hummers, como es la substitucion del NaNOs debido a los gases que se
generan durante la sintesis.’>*® %! Estos métodos forman una estructura laminada,
conteniendo en sus planos basales grupos hidroxilos y epoxis, y grupos carbonilos en los
bordes.®? Esto confiere al 6xido de grafito un caracter hidrofilico, y la presencia de estos
grupos hace también que aumente la distancia interlaminar en la estructura 3D,
reduciendo de esta manera las fuerzas de Van der Waals, con lo que es posible obtener
laminas de 6xido de grafeno.®® Este 6xido de grafeno muestra significantes diferencias
electronicas con el grafeno obtenido mediante exfoliacion mecéanica con lo que es
necesario una reduccion de estos grupos con el objetivo de recuperar las propiedades del
grafeno. Este material, al que llamamos 6xido de grafeno reducido (rGO), contiene un
gran numero de defectos en sus planos, lo que hace este material perfecto para ser

utilizado con fines electroquimicos.®°

El CVD es también un método de fabricacioén de grafeno con el cual se producen unas
laminas de grafeno de una alta calidad.®’ El método consiste en calentar una fuente de
carbono hasta formar un vapor de este, depositandolo posteriormente sobre un substrato
metalico. Este substrato metalico actuard como catalizador en el crecimiento del grafeno.
Los metales mas utilizados como substratos son el Ni, Fe, Co, Pt y Cu. El proceso de
crecimiento se puede dividir en tres etapas: 1) la difusion del carbono en el metal a una
determinada temperatura, 2) el desprendimiento del carbono de la lamina metalica
durante el proceso de enfriado, y 3) la formaciéon de laminas de grafeno sobre la

superficie.®®
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El crecimiento epitexial, es un método de fabricacion utilizado para producir grafeno a
gran escala para procesos de microfabricacion. Este método puede incorporar CVD como
proceso para depositar el grafeno en el substrato con el compromiso que el crecimiento
epitexial utiliza substratos aislantes, generalmente SiC. En la Tabla 1.1 se detallan las

diferentes propiedades obtenidas del grafeno segun el método de sintesis utilizado.

Tabla 1.1 Caracteristicas del grafeno obtenido segun los diferentes métodos de sintesis.

Conductividad Area Quimicamente  Tijempo de  Volu-.
eléctrica superficial inerte fabricacion men
Método de
Hummers v X v v v
Exfoliacién de
é6xido de grafito v X v v X
CvD v v v X v
Crecimiento
epitaxial v v v v v

1.5 Grafeno funcionalizado con nanoparticulas metalicas

Recientemente, la a nanotecnologia ha resultado ser unos de los &mbitos mas excitantes
en la quimica analitica.®” En este contexto existen un gran niimero de nanomateriales que
pueden ser utilizados en aplicaciones analiticas. Las NPs metélicas debido a su pequefio
tamafio, normalmente en el rango de 1-100 nm, presentan unas Unicas propiedades
quimicas, fisicas y electronicas que las difierencian de sus materiales en estado bulk, y
que pueden ser aprovechadas para mejorar las propiedades de sensores
electroquimicos.”®’* Existen distintos tipos de NPs que pueden tener diferentes
interacciones con sistemas bioquimicos, que las hacen aptas para el desarrollo de sensores
enziméticos, immunosensores y sensores de DNA.” Las NPs metélicas presentan una
excelente conductividad y propiedades cataliticas que las hacen especialmente ttiles para
aumentar la transferencia electronica entre los centros redox de ciertas proteinas y,
catalizar reacciones electroquimicas.”®” Frecuentemente, las NPs de 6xidos metalicos
son utilizadas con el objetivo de inmovilizar biomoléculas debido a su biocompatibilidad,

mientras que las NPs semiconductoras (quantum dots) son utilizadas como marcadores
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en el analisis electroquimico. Dentro de las diferentes propiedades que presentan las NPs
en sistemas electroquimicos se pueden destacar: 1) la inmovilizacion de biomoléculas en
su superficie; 2) la catdlisis de reacciones electroquimicas; 3) el aumento de la
transferencia electronica; 4) el marcaje de biomoléculas, y 5) el uso de estas como
reactivos.*8! Debido a la alta 4rea superficial con respecto al volumen, las NPs pueden
adsorber diferentes biomoléculas durante el proceso de desarrollo de los biosensores,
aumentando el nimero de biomoléculas en la superficie y, consecuentemente, aportando
una mayor sensibilidad al biosensor final. Entre todas las NPs metalicas, las de Au son
probablemente las més usadas.!®? Por ejemplo, se ha demostrado que se pueden
inmovilizar biomoléculas sobre la superficie de NPs de Au a través de enlaces covalentes
debido a los grupos amina de las cisteinas que contienen los residuos de proteinas®?. El
uso de NPs metalicas con propiedades cataliticas en sistemas electroquimicos, puede
disminuir los potenciales de trabajo de muchas reacciones electrodicas. Destacar, por
ejemplo, el uso de NPs de Au sobre un electrodo de Pt que redujo el potencial de trabajo
en la deteccion del NO en 250 mV. Teniendo en cuenta la catalisis selectiva, Ohsaka et
al. desarrollaron un sensor para la deteccion de dopamina en presencia de acido ascorbico,
en que el potencial de oxidacion del 4cido ascorbico disminuia debido a la presencia de
nanoparticulas de Au, facilitando de esta manera, la separacion de los potenciales de

oxidacion, aumentando la selectividad del sensor.

Mientras que los enzimas frecuentemente carecen de una conexién eléctrica directa con
el electrodo, el uso de NPs puede aumentar la transferencia electronica debido a las
propiedades eléctricas de estas. Un ejemplo es el trabajo desarrollado por Willner et al.
en el que funcionalizaron NPs de Au con un dinucleétido y glucosa oxidasa, depositado
sobre una monocapa tiolada asociada a un electrodo de Au. El resultado mostr6 una rapida
transferencia electronica entre la enzima y la superficie del electrodo gracias a la ayuda
de las NPs de Au. El uso de marcadores de biomoléculas, como pueden ser antigenos,
anticuerpos DNA con NPs juega un importante rol en el desarrollo de sensores

electroquimicos.?
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1.6 Sintesis intermatricial de rGO-nanocompdsitos con

nanoparticulas
El intercambio i6nico aplicado a la obtencidon de nanoparticulas metalicas corresponde a
un tipo de método que puede clasificarse como sintesis intermatricial. Esta técnica ofrece

la posibilidad de usar una matriz a modo de molde con el objetivo de controlar el

crecimiento de NPs metalicas y evitar la aglomeracioén de estas en el medio de sintesis

. BH,
g
%

(Figura 1.4).

\J

SO; SO; SOy SOz SOy

Figura 1.4 Esquema del proceso de formacién de NPs metalicas en el polimero de
intercambio cationico funcionalizado con grupos R-SO;".

La primera informacion publicada sobre la sintesis intermatricial de NPs metélicas
utilizando un polimero de intercambio idnico, se remonta a 1949, cuando Mills y
Dickinson desarrollaron una resina de intercambio anidnico conteniendo nanoparticulas

de Cu para la eliminacion del oxigeno disuelto en agua.®?

Por otro lado, se ha de destacar que la estrategia de la sintesis intermatricial se puede
aplicar a la funcionalizacion de materiales carbondceos, como el 6xido de grafeno

reducido para obtener M-NP@rGO.

De modo general, esta técnica de sintesis de NPs esta basada en dos etapas:
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i.  Introduccién de un precursor metalico en la matriz soporte, que funcionaliza los
grupos activos de la matriz con los iones metalicos o complejos precursores de las
NPs. En el caso del GO estos grupos activos son los hidroxilos y grupos carbonilos
presentes en sus planos basales (Reaccion 1).

1. Reduccidn de los iones metalicos a metal cero-valente dentro de la matriz, usando
un agente reductor como puede ser NaBHs4 o acido ascorbico. Durante este
proceso se reduce in-situ el GO a rGO recuperando asi sus propiedades eléctricas,
y forméndose simultdneamente, las NPs metalicas en su superficie, obteniendo de

esta manera un material hibrido (Reaccion 2).

2[GO — COO™H*] + M?* — [GO — CO07], M2+ )
Reaccion 1

[GO — COO~], M?* + 2NaBH, + H,0
- [rGO — COO~ Na*]M? + 7H, + 2B(OH),4

Reaccion 2

Esta técnica tiene las ventajas de las propiedades del intercambio idnico de la matriz
soporte (.9 resinas sulfonicas, GO-COOH...) idéneas para poder obtener una carga
inicial del metal y posterior proceso de reduccion in-situ del GO y del metal precursor.
Este hecho permite estabilizar las NPs metalicas disminuyendo la posibilidad de
aglutinacién y reoxidacion de las mismas. Ademas, esta técnica permite obtener una
buena distribucién de las NPs sobre la superficie donde se inmovilizan, por lo que se
consigue una distribucion homogénea en la matriz y una alta uniformidad de tamafio en

las NPs obtenidas.’*%

1.7 Nanocompositos de grafeno para el desarrollo de sensores

electroquimicos

Un nanocomposito se define como el resultado de la combinacion de dos o mas materiales
de diferente naturaleza, donde al menos una de las partes esta en la escala nanométrica.
Estos materiales no pierden sus propiedades individuales, pero otorgan nuevas

caracteristicas fisicas, quimicas y mecénicas al material formado.®?
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En el caso de nanocompositos conductores, este material estd formado generalmente por
un polimero aislante que estd en mayor porcentaje denominado matriz y un material
conductor.®® La matriz actiia como fase aislante y es la encargada de aglutinar a todas las
demas fases que conforman el nanocompdsito, proporcionando estabilidad tanto fisica
como mecanica al material nanocomposito resultante. Las caracteristicas finales del
nanocomposito dependen en gran medida de la habilidad de dispersar el material
conductor dentro de la matriz. Una buena dispersion, mejora las propiedades mecanicas
del nanocomposito y proporciona una gran homogeneidad al material, haciéndolos
idoneos para ser utilizados posteriormente con fines analiticos.®’” Existen diferentes
materiales para ser utilizados como matriz, como pueden ser polimeros amorfos,
cristalinos, termoplasticos, polimeros conjugados, etc. Una matriz blanda durante el

proceso de preparacion del composito facilita la incorporacion del material conductor.

Durante la ultima década, el nimero de publicaciones que destacan las propiedades
eléctricas, térmicas y mecénicas del rGO, para ser utilizado como material conductor en
nanocompositos, ha aumentado significativamente.’’#’%° Esto se debe a las
extraordinarias propiedades que ofrece el grafeno para ser utilizado en la construccion de
(bio)sensores, como son su alta conductividad eléctrica, su bajo coste de produccion y la
posibilidad de funcionalizarlo con diferentes NPs en funcion de las aplicaciones
analiticas. Los nanocompdsitos poliméricos pueden presentar diferentes morfologias y
diferentes propiedades electroanaliticas dependiendo del material conductor usado

(nanotubos de carbono, grafito, grafeno, entre otros).

Los nanocompositos conductores se pueden clasificar segin la distribucion de las
particulas conductoras en el seno de la matriz polimérica. Generalmente se pueden
agrupar en dos bloques: electrodos compositos ordenados y electrodos compositos
aleatorios. Los electrodos compositos ordenados, presentan un mayor grado de orden de
las particulas conductoras, mientras que los aleatorios las particulas conductoras se
encuentran distribuidas de forma aleatoria en el material. No obstante, se usa
mayoritariamente el término array para denominar un haz de microelectrodos ordenado.
Mientras que los sistemas basados en una distribucion aleatoria o desordenada se utiliza

el término composito como término genérico.”

Uno de los pardmetros de calidad mas importantes de un sensor electroquimico es que

posea un limite de deteccion bajo, pardmetro asociado a una alta relacion sefial/ruido. La
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corriente de fondo o ruido en un macrosensor basados en conductores puros, depende
fundamentalmente del area electroactiva del electrodo. Un érea grande, implica una gran
sensibilidad, pero también un ruido elevado. Cuanto menor es el 4rea, menor es la
sensibilidad del electrodo, sin embargo, el componente ruido disminuye
considerablemente. Los electrodos con areas electroactivas muy reducidas como los
microelectrodos, en los que la difusion radial del analito desde el seno de la solucion hacia
la superficie del microelectrodo genera un aporte de masa mayor que en el caso de la
difusion lineal de los macroelectrodos, siendo el ruido de la sefial bastante reducido. Esta
difusion no lineal del analito hacia la superficie del electrodo se conoce como efecto edge,
fendmeno que aumenta considerablemente la relacion sefial/ruido de este tipo de
electrodos. Sin embargo, a pesar de este aumento significativo de la relacion senal/ruido,
las intensidades de corriente generadas son bastante bajas debido a las dimensiones del
electrodo, necesitando equipos mas sofisticados para llevar a cabo medidas de
intensidades tan pequefias.!® Los haces de microelectrodos intentan unificar las ventajas
que presenta un microelectrodo (alta relacion senal/ruido) y las ventajas de los
macroelectrodos (altas intensidades). Asi pues, un haz de microelectrodos puede ser
percibido como un macroelectrodo formado por un gran nimero de microelectrodos, en
el cual la sefial generada serd la suma de las intensidades individuales de cada
microelectrodo, sin aumentar de forma significativa el ruido de la sefial. Para el disefio de
un haz de microelectrodos Weber et al. mostrd que la maxima eficiencia de un array de
microelectrodos viene dada cuando la distancia interlaminar entre las particulas
conductoras es aproximadamente 0,1 um. No obstante, la construccion de estos electrodos
es costosa desde el punto de vista tecnoldgico. Los materiales compuestos se presentan
como una alternativa mucho mas econdmica y facil de preparar. El grado de dispersion
de las particulas conductoras en una matriz aislante, intenta mimetizar las caracteristicas

que presentan los haces de microelectrodos.

De este modo, la carga de material conductor dentro de la matriz polimérica aislante
influye inherentemente en el comportamiento analitico del electrodo. Esto es debido a
que la carga de material conductor influye directamente no sélo en el area electroactiva
de la superficie, sino también en la estructura interna del material. La fraccion de material
conductor ha de ser suficiente como para que las particulas de carbono estén en contacto
entre ellas para proporcionar conductividad al compdsito, y no demasiado elevada para

evitar una superficie con comportamiento de macroelectrodo 100 % conductor.
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En este aspecto, las propiedades eléctricas de los nanocompositos conductores dependen
de la naturaleza de los diferentes componentes que lo forman, su relativa cantidad y la
distribucion de estos. Una aproximacioén valida para caracterizar la conductividad
eléctrica de estos materiales compuestos es la teoria de la percolacion, la cual fue
establecida por Hammerseley en 1957, pero no fue hasta el 1970 cuando fue utilizada
para determinar el comportamiento conductor de los materiales compdsitos.”’> El
pardmetro mdas importante que se puede destacar de estar teoria es el umbral de
percolacion o percolation thereshold (PTC), que es el punto en el cual la cantidad de
particulas conductoras son suficientes como para asegurar una minima conductividad.
Cuanto mayor sea la carga de material conductor, mayor serd la conductividad, hasta
llegar a un limite fisico a partir del cual, el material compuesto pierde su integridad fisica
y mecanica. En la literatura se pueden encontrar diferentes estudios que utilizan esta
teoria. Recientemente Montes et al. utilizo la teoria de la percolacion para comparar
diferentes procesos de fabricacion de electrodos basados en grafito. Por ejemplo, la
optimizacion de la cantidad de material conductor en biocompdsitos basados en
grafito/epoxi, con el objetivo de mejorar las propiedades electroquimicas y la respuesta

electroanalitica de estos materiales, para ser usados en el desarrollo de (bio)sensores.

Existen diferentes estudios que muestran la necesidad de evaluar el umbral de percolacion
en materiales nanocompositos basados en sistemas poliméricos reforzados con rGO.
Estos estudios concluyen que las propiedades eléctricas de estos materiales dependen de
diferentes factores, como son la forma y el tamafio de las particulas conductoras, la carga
de material conductor, el método de preparacion; asi como, la dispersion del material en
la matriz polimérica. Olivé-Monllau et al. desarroll6 una curva de percolacion utilizando
nanotubos de carbono como material conductor y una resina epoxi como matriz aislante,
para la construccion electrodos compositos con fines amperométricos. En esta curva se
podian distinguir diferentes zonas dependiendo de la carga de nanotubos de carbono que
presentaba el compdsito. Como se puede ver en la Figura 1.5, la primera zona es la zona
de alta resistencia eléctrica, (high resistance zone composite zone, HRC) donde la
conductividad es minima. La segunda zona de denomina zona de percolacion (PC), donde
el material empieza a ser conductor y la resistencia empieza a disminuir rapidamente. La
zona cercana a la percolacion (NPC) o segunda percolacion es donde el nanocomposito

alcanza practicamente la maxima conductividad, y la zona baja de resistencia (LRC) a
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partir del cual la conductividad es maxima y practicamente no se ve influenciada por la

carga de material conductor en el interior del compdsito.
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Figura 1.5 Curva de percolacion donde se muestra la dependencia de la resistencia de un
nanocomposito basado en nanotubos de carbono y resina epoxi, respecto a la carga de
material conductor: HRC (a), PC (b), NPC (c), y LRC (d).

Generalmente, el criterio usado para la optimizaciéon de nanocompositos basados en
materiales poliméricos conductores ha tenido en cuenta, fundamentalmente, las
propiedades eléctricas obtenidas de la curva de percolacion. Debido a la alta dependencia
de la conductividad eléctrica del nanocompdsito respecto a la cantidad de material
conductor en la matriz aislante, es necesario una previa caracterizacion de estos materiales
con el fin de escoger la mejor composicion que proporcione las mejores propiedades
electroquimicas para poder, posteriormente, desarrollar transductores electroquimicos y
(bio)sensores mas eficientes, con mejores limites de deteccion, mayor sensibilidad, y

estabilidad, y reproducibilidad en la respuesta analitica.
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1.8 Caracterizacion de los electrodos nanocompositos basados en

oxido de grafeno reducido

Uno de los factores que debe tenerse en cuenta en la construccion de electrodos basados
en materiales carbonaceos (rGO, grafito, nanotubos de carbono, etc.), es la dependencia
directa entre la respuesta electroquimica y la relacién de composiciones entre el material
conductor y el polimero o matriz de refuerzo. Teniendo en cuenta este aspecto, la
composicion final del material debe tener un valor de resistividad lo suficientemente baja
para que permita el paso de la corriente eléctrica a través del electrodo. Al mismo tiempo,
esta composicion es la que generara el area electroactiva en la superficie del electrodo.
Tanto el material conductor en el seno del nanocomposito como el expuesto en la
superficie del electrodo, son factores que influirdn notablemente en la respuesta analitica
del dispositivo final. Un nanocomposito formado con altas cargas de material conductor,
hara que las zonas conductoras en la superficie del electrodo estén muy proximas entre
si. Por el contrario, si se reduce la cantidad de material conductor en relacion con el
polimero, las zonas conductoras estaran mas separadas. Como se ha mencionado en la §
1.3, la optimizaciéon de los sensores basados en haces de microelectrodos depende,
principalmente, de la geometria y dimensiones de los microelectrodos que conforman el
haz y de la separacion entre ellos. Debido a que la distribucion de las cargas en el
nanocompdsito es aleatoria es necesario una caracterizacion morfologica, eléctrica y
electroquimica de la superficie que permita determinar la composicion Optima del
material nanocomposito y, consecuentemente, una separacion optima de las particulas
conductoras en la superficie del electrodo con el fin de desarrollar biosensores

amperométricos mas eficaces.

1.8.1 Caracterizacion electroquimica: Espectroscopia electroquimica de

impedancia y voltamperometria ciclica

Durante el transcurso de esta Tesis doctoral, se han utilizado diferentes técnicas
electroquimicas que han permitido evaluar y caracterizar la respuesta electroquimica de
los sensores nanocompositos basados en rGO. Pardmetros como el diametro del
electrodo, la composicion y la homogenizacion del material composito, influirdn

drasticamente en la reproducibilidad y la sensibilidad del sensor. La voltamperometria
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ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) y la espectroscopia electroquimica de impedancia
(Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) han contribuido satisfactoriamente a
determinar los pardmetros electroquimicos que han permitido desarrollar sensores con

mayor sensibilidad, intervalo lineal de respuesta y limites de deteccion mas bajos.

1.8.1.1 Espectroscopia electroquimica de impedancia

El concepto impedancia fue introducido por primera vez en 1886 por el ingeniero

eléctrico, matemadtico y fisico Oliver Heaviside, quien adapté nimeros complejos al
d. d . . 1, . 93 E r . . d. 1 . 7t d 1

estudio de circuitos eléctricos.”” Esta técnica permite estudiar las cinéticas de los procesos

electroquimicos que tienen lugar en la superficie de los electrodos, fenomenos de las

dobles capas, etc., por lo que resulta una técnica de caracterizaciéon muy util en campos

de la electroquimica y la (bio)electroquimica.”* La EIS es una técnica de caracterizacion

que permite obtener informacién eléctrica en un intervalo de frecuencias.
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Figura 1.6 Esquema de funcionamiento de una medida EIS. Excitacion sinusoidal
aplicada a un sistema de corriente sinusoidal desplazado en fase (A). Circuito
equivalente para un diagrama de impedancia (circuito de Randles) (B). Proceso bajo
control cinético (C). Proceso mixto controlado por cinética y difusion (D).
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Con esta técnica se puede estudiar el proceso electroquimico que tiene lugar en la celda
de trabajo ajustando la respuesta de corriente eléctrica obtenida, a un circuito eléctrico
resultante de combinar resistores y capacitores. Este es el principio de los circuitos
equivalentes, a partir de los cuales se extraeran los parametros eléctricos que permitiran
predecir el comportamiento electroquimico de los electrodos. La técnica EIS consiste en
aplicar un potencial de corriente alterna E (t), de tipo sinusoidal y de frecuencia variable
(Figura 1.6 (A)), sobre el material estudiado, midiendo la impedancia del circuito o
resistencia al paso de la corriente. Un potencial de corriente alterna de tipo sinusoidal se

puede expresar segun la ecuacion 1.10:
E(t) = E%in(wt) Ecuacion 1.10

Donde, E’ es la amplitud méaxima de potencial y o es la frecuencia angular (rad/s) que se
expresa como 27 por la frecuencia (Hz). La respuesta de corriente obtenida (Ecuacion
1.11) también es de tipo sinusoidal, con la misma frecuencia, pero desplazada en fase

como se puede observar en la Figura 1.6.
I(t) = I°sin(wt — @) Ecuacion 1.11

Donde, 1° es la amplitud de corriente y @ es el desplazamiento en fase de la intensidad
respecto al potencial. Este desplazamiento representa la capacidad relativa, resistividad,
y el caracter inductivo del sistema electroquimico. En general, se puede definir la
impedancia como la habilidad de un circuito a resistir el flujo de corriente. La impedancia
es similar a la resistencia (es la relacion entre el voltaje y la corriente), pero también mide
la habilidad de un circuito a conservar la energia. Se puede expresar la impedancia como

el cociente del voltaje entre la intensidad de corriente seglin la ecuacion 1.12

_E@®
NIG)

Ecuacion 1.12

Utilizando la férmula de Euler (e = cos@ + jsing) se puede expresar la impedancia

como una funcion compleja (Ecuacion 1.13):
Z = 7Z°cos@ + sin@) = Zyeqs + jZimag Ecuacion 1.13

Donde, Zrea es la parte real, j = V—1y Zimag €s la parte imaginaria de la impedancia.
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Existen diferentes formas de representar la impedancia, pero el mas utilizado en
electroquimica cuando se estudia la cinética de la transferencia electrénica son los
diagramas de Nyquist, ya que permiten una facil prediccion de los circuitos eléctricos.
Estos diagramas consisten en representar la parte imaginaria (Zimag) €n funcion de la parte
real (Zreal), mostrando frecuentemente un semicirculo (Figura 1.6 (C y D)). Este hecho
implica que, en este tipo de graficos no se especifica la frecuencia a la que se ha realizado
el experimento. La informacion que se puede extraer se lleva a cabo mediante el ajuste
de los datos de impedancia obtenidos a un circuito eléctrico equivalente que reproduce el
espectro de impedancia durante el experimento. Esto permite reproducir el
comportamiento de procesos reales, como la difusion del electrolito entre el electrodo de
referenciay el de trabajo, la carga de doble capa electroquimica o la transferencia de carga

que tiene lugar durante un proceso faradaico.

Un circuito simplificado puede estar formado por un condensador (Ca), el cual
corresponde a la carga de la doble capa eléctrica, conectado en paralelo a una resistencia
que corresponde a la resistencia a la transferencia de carga (Rcr) y en serie con otra
resistencia o resistencia 6hmica (Rq), correspondiente a la resistencia del electrolito al
paso de la corriente y material del electrodo (Figura 1.6 (B)). Cuando el diagrama de
Nyquist estd dominado por un semicirculo, se puede concluir que el sistema
electroquimico esta limitado por la transferencia electronica y corresponde a un proceso
electroquimico controlado cinéticamente (Figura 1.6 (C)), es decir, la velocidad de la
transferencia de carga en la superficie del electrodo es el factor limitante. En
determinados procesos, estos diagramas presentan una zona lineal que indica que la
transferencia electronica es alta y la difusion de la especie electroactiva hacia la superficie
del electrodo es el factor limitante (Figura 1.6 (D)). Para reproducir estos efectos, se
introduce un nuevo componente al circuito de ajuste llamado Warburg (W).”>"¢ Este
elemento depende de la concentracion y del coeficiente del par redox utilizado, del area
electroactiva del electrodo y del nimero de electrones involucrados en el proceso

electroquimico.”’

1.8.1.2 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) es una técnica ampliamente usada

en el campo de la electroquimica ya que permite obtener mucha informacion analitica util
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de una manera sencilla. Esta técnica permite el estudio basico de procesos redox, estudio
de mecanismos de reaccion, propiedades electrocataliticas o el estudio de especies

intermedias de una reaccion, desde un punto de vista de analisis cuantitativo.

La CV es una técnica que mide la intensidad de corriente cuando se aplica un barrido de
potencial de forma ciclica aplicando una velocidad constante, entre unos potenciales de
trabajo previamente fijados, tanto en sentido anddico (valores positivos de potencial)
como en sentido catddico (valores negativos de potencial). De este modo cuando el
potencial varia en sentido anddico el electrodo refleja intensidades de corriente anddicas
y cuando varia en sentido catddico se reflejan las intensidades debido a procesos de
reduccion. Cuando la intensidad de corriente anddica aumenta, la oxidacion de la especie
electroactiva esta favorecida, hasta llegar a un valor maximo el cual corresponde a las
condiciones de maxima polarizacion del electrodo y se genera un pico caracteristico de
oxidacion. Debido a que las medidas se realizan en condiciones minimas de conveccion
(solucion no agitada), al invertir la direccion de barrido, la especie electroactiva oxidada
que se encuentra en la superficie del electrodo se reduce generando una intensidad de
corriente catddica hasta llegar a su méaximo, formando de esta manera un pico
caracteristico de reduccion. Estos experimentos se realizan utilizando tres electrodos:
trabajo, auxiliar y referencia. La corriente circula a través del electrodo de trabajo y el
electrodo auxiliar, y el potencial aplicado en el electrodo de trabajo es medido respecto

un electrodo de referencia.

Los parametros mas importantes que se pueden extraer de un voltamperograma ciclico
son las intensidades de corriente de pico anddico (Ip?) y catddico (Ip°), asi como el valor
de los potenciales correspondientes a estos puntos (potencial de pico anddico, Ep® y
potencial de pico catddico E°). Estos pardmetros se definen tal y como se muestra en la

Figura 1.7. Para una reaccion electroquimica reversible podemos concluir que:

i.  La separacion entre los picos de potencial es 0,059/n, donde n es el numero de

electrones que participan en la reaccion electroquimica (AE = Epq — Epe =

0,059/n).

ii.  Los valores de intensidad de pico catddico y anddico coinciden en valor absoluto
(llpal = |IPC|)'

iii.  Los potenciales de pico son independientes de la velocidad de barrido a la que se
ha hecho la medida (v).
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iv.  Las intensidades de pico son proporcionales a v'’2.

Con el objetivo de poder estudiar el comportamiento electroquimico de los electrodos
desarrollados, generalmente se utilizan pares redox reversibles como por ejemplo,
soluciones de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*, Fe*/Fe’" o [Ru(NH3)s]*"/[Ru(NH3)s]*". Los
procesos cinéticos electroquimicos asociados a la oxidacidon/reduccion de las especies
presentes en solucion, dependen de las caracteristicas de la superficie del electrodo y el

material que la compone.

- »
=

Intensidad

Potencial

Potencial

Figura 1.7 Representacion esquematica de la onda de CV (A). Esquema de un
voltamperograma ciclico tipico para un sistema redox reversible ideal (B).

Otro parametro de gran importancia que se puede obtener de la CV es el area electroactiva
del electrodo. Este parametro se extrae de la ecuacion modificada de Randles—Sev¢ik,
donde se relaciona la intensidad de pico, la concentracion de la especie electroactiva que

reacciona en el sistema electrodico y la velocidad de barrido:*®
I, =3,01 x 10° - n3/2 (aD,v)*? A - C, Ecuacion 1.14

Donde, n es el nimero de electrones que participan en la reaccion redox, a corresponde
al coeficiente de transferencia, D, es el coeficiente de difusion, v es la velocidad de
barrido a la que se realiza el experimento, A4 es el area electroactiva del electrodo y C, es
la concentracion molar de la especie redox. En un sistema reversible, donde la reaccion
estd controlada por difusion se esperaria un comportamiento lineal al representar I, en

funcion de v¥2.
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Por otro lado, si se representa el log(I) vs. el potencial aplicado se obtiene el diagrama de
Tafel (Figura 1.8). Para poder representar este diagrama es necesario que el proceso
electroquimico no esté controlado por la transferencia de carga. Este diagrama permite
extraer informacion sobre la intensidad de intercambio (iy) la cual esta relacionada con la
reversibilidad del proceso. El diagrama de Tafel también aporta informaciéon sobre la

resistencia de carga (Rcr) del proceso mediante la ecuacion 1.15.

ip = RT/nFR;r Ecuacion 1.15

A
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Figura 1.8 Diagrama de Tafel para un sistema electroquimico reversible, donde iy
corresponde al intercambio de corriente y Ecq al potencial de equilibrio.

1.8.1.3 Amperometria hidrodinamica

Como se ha mencionado anteriormente, un sensor electroquimico consta de un
transductor el cual es capaz de medir una propiedad quimica y transformarla en una sefial
util procesable, la cual puede ser una intensidad de corriente (amperometria), un voltaje
(potenciometria) o cambios en la impedancia (conductimetria). De entre estas técnicas, la
amperometria presenta unas ventajas respecto a las otras técnicas electroquimicas. Fue en

1956 cuando Clark et al. desarroll6 el primer sensor amperométrico que consistia en un
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electrodo de medida de oxigeno. A diferencia de la CV esta técnica consiste en aplicar un
potencial constante (potencial de polarizacidén) en condiciones de agitacion, y registrar
los cambios de intensidad de corriente respecto al tiempo mediante la adicion de
diferentes alicuotas de una especie electroactiva. De esta manera, para cada adicion de la
especie electroactiva se produce un aumento de la intensidad de corriente hasta alcanzar
un valor maximo donde se estabiliza. Esta intensidad segun la ley de Faraday es
directamente proporcional a la velocidad a la que transcurre la reaccion electroquimica
durante el proceso de oxidacion/reduccion. Esta corriente eléctrica depende directamente
del transporte de masa desde el seno de la solucion hasta la superficie del electrodo:
migracion, conveccion y difusion. Mientras la corriente de migracion se puede mantener
constante durante un proceso electroquimico mediante la utilizaciéon de un electrélito
soporte, la corriente de conveccion puede ser controlada, ajustando los parametros
hidrodindmicos de la solucion (agitacion controlada). La corriente de difusion se debe al
gradiente de concentracion entre el seno de la solucion y la superficie del electrodo. Esta
corriente de difusion es directamente proporcional a la concentracion de analito en la
solucion en condiciones de maximo gradiente de concentracidn, situacion que sucede
cuando se aplica un potencial sobre el electrodo de trabajo que ocasiona la maxima
polarizacion. La celda electroquimica consta de un electrodo de trabajo, donde ocurre la
reaccion electroquimica, un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar, sumergidos

en una fase electrolitica. Generalmente el proceso de deteccion consta de 3 etapas:

i.  Difusion del analito hasta la superficie del electrodo de trabajo.
ii.  Reaccion de transferencia electronica en la superficie del electrodo.
iii.  Difusion del producto de la reaccion desde la superficie del electrodo hasta el seno

de la solucion.

Durante el transcurso de la reaccion electrodica, el electrodo de trabajo puede actuar como
anodo o catodo, dependiendo de la especie electroactiva que se esta analizando, y del
potencial que se esté aplicando. La intensidad de corriente producida esta relacionada con
la concentracion de analito por la ley de Faraday, asi como el transporte de masa segiin

la ecuacion 1.16.

I = nF g—i Ecuacion 1.16
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Debido la naturaleza heterogénea del proceso, la velocidad de reaccion depende de la
velocidad de la transferencia electronica en la superficie del electrodo y del transporte de
masa (dC/dt). En condiciones de velocidad méxima de reaccion (maximo gradiente de
concentracion), el proceso estd limitado por la velocidad de transporte de masa hacia la
superficie del electrodo, lo cual ocurre cuando la concentracion de analito en la superficie
es cero, o lo que es lo mismo, cuando se aplica el potencial de maxima polarizacion del
electrodo. Este potencial, puede ser mas o menos extremo, lo cual influird en la
selectividad analitica del proceso. Generalmente, los sensores amperométricos ofrecen
una buena sensibilidad analitica con un limite de respuesta lineal de unas tres o cuatro
ordenes de concentracion. Los sensores amperométricos basados en nanomateriales de
carbono pueden tener un coste econdémico bajo y pueden llegar a construirse en masa
mediante tecnologia de miniaturizacion. Este hecho favorece que estos sensores puedan
ser integrados como detectores en sistemas de analisis de inyeccion en flujo (Flow
Injection Analysis, FIA) o en sistemas miniaturizados aportando todas las ventajas que

poseen estas técnicas automatizadas.

1.9 Biosensores amperométricos basados en nanocompositos de

oxido de grafeno reducido

Un biosensor es un sensor quimico que integra un receptor de origen bioldgico que esta
en contacto directo con el transductor.’ Este componente biolégico aporta una mayor
selectividad analitica frente a un determinado analito respecto de otros sensores debido a
la alta especificidad que poseen estas substancias bioldgicas a la hora de reaccionar con
diferentes analitos. Estos biosensores pueden clasificarse de dos maneras distintas,
dependiendo del método de transduccion o en funcion de la naturaleza del proceso
biologico que da lugar a la sefial primaria generada. Podemos distinguir dos grandes

grupos:
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o Biosensores cataliticos: Estan formados por receptores que pueden ser enzimas,
tejidos o microorganismos. Los biosensores enzimaticos son los mas utilizados.
e Biosensores de afinidad: Biosensores basados en immunosensores,

quimiorreceptores y acidos nucleicos.

Un biosensor basado en un material (bio)composito proviene de la combinacion de tres o
mas materiales de diferente naturaleza, donde al menos uno de ellos es de origen
biolégico.”” Los materiales compuestos basados en una dispersion de materiales
conductores como por ejemplo, el rGO en una matriz aislante polimérica son unos
excelentes candidatos para integrar estas substancias biologicas en el seno del
transductor.'® La integracion de estas substancias en la matriz de estos nanocompositos,
aporta nuevas caracteristicas muy ventajosas respecto a los biosensores con
inmovilizacién en la superficie como puede ser la regeneracion de la superficie sensora
con un simple pulido de esta, regenerando de nuevo el biosensor. Con la incorporacion
de estos componentes biologicos en el desarrollo de biosensores amperométricos, la
separacion espacial y la distribucion de las particulas conductoras se puede ver afectada,
por lo que es necesario una exhaustiva optimizacion y caracterizacion del nuevo
biocomposito previa a su aplicacion analitica, para obtener un biosensor con las mejores

caracteristicas de respuesta.

1.9.1 Biosensores enzimaticos

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores en todo tipo de procesos
biologicos aumentando la velocidad de reaccion hacia el equilibrio termodindmico sin
que este se consuma durante la reaccion. Estos tienen una alta especificidad que permite

transformar los sustratos en sus respectivos productos de reaccion.!%102

Cuando se utiliza este tipo de substancias en la construccion de sensores con finalidades
analiticas, es muy importante tener en cuenta la sensibilidad del sistema. Esta vendra
relacionada por la afinidad que tenga el enzima con el correspondiente sustrato y la
velocidad a la que el complejo enzima-sustrato evolucionan para dar el producto.
Mediante la ecuacion de Michaelis Menten se puede cuantificar estos factores. En la
reaccion 1.3 se muestra, de forma esquematica, el proceso de interaccion entre enzima y

sustrato para dar lugar al producto de la reaccion y liberacion de la enzima:
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K, K,
E+S «—@8m— ES— P+E Reaccion 1.3
K-

Donde, E es la enzima, S el sustrato, ES el complejo enzima-sustrato, P el producto de la
reaccion, K; y K.;, las constantes cinéticas de formacion del complejo enzima-sustrato y
su inversa respectivamente y K> la constante cinética de formacion del producto.
Mediante la teoria del estado estacionario obtenemos la expresion de la ecuacion 1.17 que
relaciona la velocidad de formacion del producto con la concentracion inicial de sustrato

y la concentracion de enzima en la disolucion:

_ K [EolS]

Ko+ [S] Ecuaciéon 1.17

Donde Ky es la constante de Michaels Menten, que viene dada por la ecuacion 1.18:

_ (K_1 +K3)

K
M K,

Ecuacion 1.18
La constante Ky se puede determinar experimentalmente como la concentracion de
sustrato a la cual la velocidad es la mitad de la velocidad méxima y es una forma de

obtener informacion de la afinidad de la enzima por el sustrato.

La velocidad de la reaccion enzimatica en un biosensor sigue el comportamiento cinético
de la ecuacion 1.16. Para una determinada concentracion constante de enzima la
velocidad de reaccion biocatalitica presenta una respuesta como la que se puede observar
en la Figura 1.9. Asumiendo, por ejemplo, que, en un biosensor amperométrico, la sefial
medida es fruto de la oxidacion o reduccion del producto de la reaccion biocatalitica, esta
sefal es proporcional a la velocidad de reaccion catalitica, dado que cuanto mayor es la
concentracion de sustrato, mayor serd la velocidad con la que se generen los productos, y
en el caso que estos productos sean electroquimicamente activos, mayor sera la sefal

generada en la superficie del electrodo.
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Velocidad de reaccion

' HA)

\ 4

K [Sustrato]

Figura 1.9 Respuesta enzimatica, basada en la dependencia de la velocidad de reaccion con
la concentracion de sustrato. Region donde se cumple [S] << Kmy es util desde el punto de
vista de aplicacion en biosensores amperométricos (A). Region que nos permite la
determinacion cuantitativa de la actividad enzimatica (B).

1.9.1.1 Biosensor de glucosa oxidasa

En 1953 Clark y Lyons desarrollaron el primer sensor enzimatico de glucosa. Este
utilizaba el enzima glucosa oxidasa (GOD) siguiendo la siguiente reaccion:

GOD ;
Glucosa+ 02 ——— > Acido glucénico + H202

El (bio)sensor se basa en un electrodo de oxigeno con una membrana permeable a gases
y sobre esta se deposita una solucion tamponada que contiene el enzima GOD. Esta
solucion permanece sobre el electrodo gracias a la ayuda de una membrana de didlisis.
Cuando el sensor es introducido en una muestra, la glucosa y el oxigeno molecular
atraviesan la membrana permeable selectiva y reaccionan con el enzima, y solamente el
oxigeno no consumido atravesara la membrana permeable a gases y sera detectado por el
electrodo. Por lo que la sefial catddica serd indirectamente proporcional a la concentracion
de glucosa en nuestra solucion. El inconveniente principal de este biosensor es que la
respuesta esta limitada por la concentracion de oxigeno, ademds que presenta una baja
sensibilidad y un tiempo de respuesta bastante alto. Por otro lado, este biosensor presenta

muy pocas interferencias.

Un biosensor de glucosa también puede operar en sentido anddico inmovilizando, por

ejemplo, el enzima GOD sobre un transductor de carbono y aplicando el potencial
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adecuado para detectar el H202 procedente de la reaccion biocatalitica. En este caso la
sefal analitica sera directamente proporcional a la concentracion de glucosa en el seno de
la disolucion. Esta deteccion presenta algunos problemas analiticos como puede ser la

dependencia de la reaccion electrodica con el pH.

H202 > O+ 2H" 2¢

En este sentido el potencial a aplicar es relativamente alto (0,6 Vy 0,7 V vs. Ag/AgCl, a
pH 7,0) por lo que cuando se trabaja con muestras bioldgicas serd necesario un

pretratamiento previo de la muestra.

Este tipo de enzimas son capaces de catalizar la transferencia de hidrogeno desde el
substrato hacia el oxigeno molecular. Estas enzimas contienen un grupo prostético
fuertemente enlazado a la apoenzima, derivados de la flavina y constituidos por el
mononucledtido de flavina (FMN) o por el dinucle6tido de flavina/adenina (FAD), estos
grupos son los que le otorgan las propiedades redox a estas enzimas. Este tipo de enzimas

pueden transferir dos o cuatro electrones al oxigeno molecular (Figura 1.10).

Substrato H,0, o H,0
Oxidasa
Producto FADH,

Figura 1.10 Esquema del mecanismo de accion de una enzima oxidasa.

El grupo prostético FAD oxida al substrato y, su forma reducida FADH2, es reoxidada a
su forma nativa por el oxigeno presente en el medio, que hace el papel de aceptor natural
de electrones, transformandose en H202 o H20. Por consiguientes, estos sistemas son
dependientes del oxigeno, el cual es un cosubstrato esencial en los sistemas bioldgicos

donde actan estas enzimas.
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CAPITULO 2

Objetivos

Uno de los principales objetivos de la Quimica Analitica es la deteccion y cuantificacion
selectiva de analitos a bajas concentraciones, en muestras cada vez mas complejas. En
este contexto, los sensores amperométricos ofrecen la posibilidad de desarrollo de
sistemas de analisis cada vez mas sensibles y econdmicos que permiten obtener la
informacion de manera in-situ y en tiempo real. Nuestro grupo de investigacion tiene una
gran experiencia en el desarrollo de compositos nanoestructurados utilizando materiales
carbonaceos (e.g grafito, nanotubos de carbono, etc.) y su aplicacion en el campo de los
sensores electroquimicos. La proporcion del material conductor en el nanocompoésito
resultante, es determinante para la optimizacion de las propiedades electroanaliticas del
sensor final, por lo que el estudio de la composicion y la distribucion de las particulas
conductoras en la matriz polimérica, ha sido uno de los retos principales a alcanzar en el

grupo de investigacion.

El grafeno, debido a sus excepcionales caracteristicas eléctricas y la versatilidad que
ofrece este material de ser funcionalizado con NPs metélicas, ha sido utilizado en el
desarrollo de sensores y biosensores amperométricos nanocompdsitos. El objetivo
principal de esta Tesis ha sido el desarrollo de nuevos transductores y (bio)sensores
electroquimicos utilizando como material conductor éxido de grafeno reducido (rGO).
Para llevar a cabo este objetivo se ha sintetizado rGO mediante el método de Hummers,
partiendo de diferentes tipos de grafito comercial. Posteriormente, se construyeron
electrodos utilizando los materiales previamente sintetizados, desarrollando compositos
poliméricos nanoestructurados, realizando después un exhaustiva caracterizacion
electroquimica, con el objetivo de encontrar un material de composicion 6ptima desde el
punto de vista electroquimico y electroanalitico. Otro objetivo ha sido la funcionalizacién
del rGO con NPs metélicas como Ag, Auy Pd, y el estudio del efecto catalitico que estos
metales poseen frente a la oxidacion del H202. En este contexto, se desarrollaron
estrategias de sintesis, junto con la aplicacién de técnicas de caracterizacién

electroquimicas y morfoldgicas, orientadas hacia el desarrollo e implementacion de
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nuevos materiales conductores en la construccion de transductores amperométricos. La
aplicacion sistematica de estas técnicas de caracterizacion, pretende demostrar la
importancia que tienen las caracteristicas morfoldgicas del grafito de partida en la sintesis
de rGO. Estas caracteristicas afectan a la morfologia de las particulas sintetizadas de rGO
y a las caracteristicas eléctricas finales de los materiales compuestos nanoestructurados

desarrollados en base a estas.

Se pretende estudiar el efecto electrocatalitico de los materiales preparados con rGO
funcionalizado con nanoparticulas metélicas y materiales hibridos, sobre la oxidacion del
H202. Estos materiales seran utilizados en el desarrollado de biosensores de glucosa
basados en la enzima glucosa oxidasa (GOD). Las caracteristicas de respuesta de los
nuevos biosensores seran estudiadas y comparadas respecto a los biosensores
desarrollados con compositos de rGO sin funcionalizar. Los objetivos especificos de esta

Tesis doctoral son:

e Desarrollar un método de sintesis para la obtencidon de rGO a partir de grafito
comercial. Se sintetizaran diferentes rGOs variando el grafito de partida, con el
objetivo de estudiar las propiedades electroquimicas de los transductores
fabricados con estos nanomateriales.

e Caracterizary optimizar los electrodos basados en nanocompasitos de rGO/epoxi,
teniendo en cuenta la naturaleza del rGO sintetizado y la composicion de estos,
con el objetivo de encontrar la mejor respuesta electroanalitica.

e Desarrollar una metodologia de sintesis que permita la funcionalizacion de los
transductores electroquimicos con NPs metalicas a través de diferentes rutas: a)
sintesis intermatricial, utilizando un polimero de intercambio catidnico; b)
funcionalizacion y reduccion in-situ del GO con la sal precursora de la NP
metalica, y posterior reduccion obteniendo un material funcionalizado (M-
NP@rGO).

e Evaluar el efecto electrocatalitico de los electrodos basados en nanocompadsitos
modificados con NPs metéalicas y bimetalicas sobre la respuesta electroanalitica,
dependiendo del metal o metales incorporados, de la cantidad de material
conductor (rGO) y de la composicion del transductor nanocompasito.

e Desarrollar un biosensor de glucosa basado en materiales compdsitos
nanoestructurados de rGO modificado con NPs bimetalicas, y su caracterizacion
electroquimica para determinar la composicion dptima que asegure una respuesta
analitica mejorada.
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CAPITULO 3

Materiales y Métodos

En este apartado se presentan las diferentes metodologias experimentales utilizadas

durante el desarrollo de los estudios llevados a cabo en esta tesis doctoral.

En primer lugar, se detalla una breve descripcion de los reactivos mas comunes y
disoluciones utilizadas, la sintesis de 6xido de grafeno reducido (rGO) y funcionalizacién
con NPs metalicas, asi como la construccidon de transductores y biosensores basados en

nanocompdsitos poliméricos de rGO y sus derivados.

En segundo lugar, se detallan los protocolos de caracterizacion de los nanomateriales

sintetizados previamente y de los electrodos construidos durante esta tesis doctoral.

Finalmente, se detallan las condiciones experimentales utilizadas en la obtencion de las
medidas amperométricas de los diferentes sensores y biosensores desarrollados en el

trabajo.

3.1 Reactivos y disoluciones

Para la sintesis de rGO se utilizaron dos tipos de grafito de caracteristicas morfologicas
distintas. Uno subministrado por Sigma-Aldrich y otro por Merck. De esta manera se
obtuvo un material rGO1 utilizando grafito de Merck, y otro material rGOZ2 utilizando el

grafito subministrado por Sigma-Aldrich.
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Como material de refuerzo polimérico en la construccion de los electrodos, se utiliz6 una
resina epoxy (Epotek H77A, y su correspondiente endurecedor H77B) subministrada por
Epoxy Technology (Billerica, MA, USA). El cloruro de potasio (99,5 %), nitrato de
potasio (99,5 %), hexacianoferrato (III) de potasio (99,5 %), hexacianoferrato (II) de
potasio (99,5 %), dihidrogenofostato de potasio (99,5 %), hidrogenofosfato de potasio
(99,5 %), permanganato de potasio (99,99 %), acido tetraclorodurico hidratado
(> 99,99 %), tetraaminoplatinato de potasio (> 99,99 %), borohidruro de sodio (98 %),
perdxido de hidrogeno (30 %), acido sulfurico (95-98 %), 4cido nitrico (65 %) y acido
clorhidrico (30-35 %) fueron suministrados por Sigma-Aldrich y utilizados sin previo
tratamiento. El peroxido de hidrégeno (30 %, Perhydrol®) utilizado, como analito de
referencia en las diferentes técnicas electroquimicas, fue subministrado por Merck. La
enzima Glucosa oxidasa (GOD) tipo VII de Aspergilluis niger (174400 unidades/g),
D- (+)-Glucosa (> 99,5 %) fue subministrado por Sigma-Aldrich. La resina de
intercambio catiénica (C100-E) fue subministrada por Purolite® (Purolite, Ibérica S.I.,
Barcelona, Espafia). Las soluciones de peroxido de hidrégeno, acido ascorbico y glucosa
fueron preparadas en agua Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA) y utilizadas ese
mismo dia. Los tampones de fosfato utilizados fueron preparados a partir de sus sales
correspondientes con agua Milli-Q, ajustando al pH deseado y fueron conservados a 4°C

si su uso se prolongaba.

3.2 Sintesis de nanomateriales basados en Oxido de grafeno

reducido para la construccion de electrodos nanocompositos

En este apartado se detallan los procedimientos de sintesis del rGO, la funcionalizacion
del rGO con NPs metélicas, y la construccion de electrodos nanocompositos. La sintesis
del rGO se ha realizado partiendo de dos tipos de grafito diferentes dando lugar a rGO1
(Merck) y rGO2 (Sigma-Aldrich). El grafito de Merck presenta un aspecto fisico en forma
de polvo muy fino de color negro, mientras que el grafito de Sigma-Aldrich se presenta

como flakes de grafito de color gris con un aspecto muy brillante (Figura 3.1).

58



Materiales y Métodos

Posteriormente, se detalla la funcionalizacién del rGO con NPs metalicas de Ag, Au, Pd
y aleaciones de Au/Pd (NPs bimetalicas) para la construccion de electrodos

nanocompdasitos.

Figura 3.1 Imagen de los dos tipos de grafito utilizados en las sintesis de rGO. Suministrado
por Sigma-Aldrich (A) y por Merck (B).

3.2.1 Sintesis de grafeno oxidado y 6xido de grafeno reducido

La sintesis de GO se llevo a cabo siguiendo el método de Hummers.! Se introducen 1 g
de grafito, 0,5 g de NaNO3 y 23 mL de H2SO4 en un balén de fondo redondo con agitacion
moderada y se deja en un bafio de hielo durante 15 min hasta que se disuelve
completamente el NaNOs. Posteriormente, se adicionan 3 g de KMnO4 muy lentamente
en el medio de reaccion. Una vez se ha anadido todo el KMnOs, se retira el bano de hiclo
y se calienta hasta 45 °C durante 30 minutos. En este momento se puede observar el
cambio de color de la reaccion que pasa de negro a tener un marrén oscuro. Una vez la
solucion estd a temperatura ambiente, se afiaden 46 mL de agua Milli-Q y se deja la
suspension 15 minutos en agitacion. La solucion es posteriormente tratada con 140 mL
de agua Milli-Q y 3,5 mL de H20: para reducir el exceso de MnO4™ y MnO2 a MnSOa. La
solucion es lavada por centrifugacion a 3500 rpm con una disolucion de HCI al 10 %
(hasta la completa eliminacion de un sobrenadante viscoso de color amarillo, que
corresponde a subproductos de la reaccion). A continuacion, se centrifuga todo el grafito
oxidado (GrO) resultante con agua Milli-Q hasta conseguir un pH neutro. Finalmente, se
deja secar el producto solido en la estufa a 80 °C durante 24 horas (Figura 3.2).
Previamente a obtener el rGO, se procede a la sonicacion del GrO. Para ello se prepara

una solucion de 1 mg de GrO / mL agua Milli-Q y se deja sonicar durante 1 hora. A través
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de este proceso se consigue que las ldminas de GrO se encuentren dispersadas obteniendo

una dispersion de GO en agua.
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Figura 3.2 Representacion esquematica de las etapas de sintesis del rGO.

Posteriormente, se calienta esta solucion a 95 °C y se la hace reaccionar con acido
ascorbico (2 mM). Previamente, se ajusta a un pH basico, (9 ~ 10), con una solucion
amoniacal al 25%. De esta manera se estabilizan las ldminas de GO y se obtiene una
dispersion estable debido a la repulsion electrostatica entre las ldminas. Para finalizar, se
centrifuga el producto resultante a 3500 rpm y se lava con agua Milli-Q hasta llegar a un
pH neutro. Posteriormente, se decanta el sobrenadante, y se procede al secado de las
particulas de grafeno a una temperatura de 80 °C en la estufa durante 24 horas. El

productor resultante es conservado alejado de la luz solar a temperatura ambiente.

3.2.2 Funcionalizaciéon de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas

metalicas

En este apartado se describen los procedimientos experimentales llevados a cabo para
funcionalizar el rGO con NPs metalicas, obteniendo un nanomaterial hibrido,

M- NP@rGO, que posteriormente sera utilizado para la construccion de sensores y
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(bio)sensores. E1 rGO se ha funcionalizado con NPs metalicas de Ag, Auy Pd, obteniendo
Ag-NP@rGO, Au-NP@rGO y Pd-NP@rGO. También se funcionaliz6 el rGO con una
aleacion de Au/Pd obteniendo rGO funcionalizado con NPs bimetalicas:
1Au/2Pd- NP@rGO y 2Au/3Pd-NP@rGO y. Los coeficientes, previos a los elementos
metalicos, hacen referencia a la relaciéon molar de las sales precursoras utilizadas durante
el proceso de sintesis. En este proceso se ha utilizado tnicamente el grafeno sintetizado

rGO2.

3.2.2.1 Funcionalizacién del éxido de grafeno reducido con nanoparticulas de plata

En un balon de fondo redondo se afiaden 350 mg de GrO, 250 mL de agua Milli-Q y se
deja sonicar 1 hora para obtener una buena dispersion de las ldminas de GO.
Posteriormente, se afiaden 0,425 g de AgNOs (2,5-10 moles) y se deja agitando durante
30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se anaden 250 mL de una solucion de
NaBH4 (0,1M), gota a gota y recién preparada, y se deja una hora mas en agitacion,
favoreciendo asi el crecimiento de las AgNPs en la superficie del rGO. Finalmente, se
centrifuga y se lava el producto resultante con agua Milli-Q hasta llegar a un pH neutro.
El producto s6lido se seca en la estufa a 80 °C durante 24 horas. El producto es conservado

fuera de la luz solar, a temperatura ambiente.

3.2.2.2 Funcionalizacién de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas de oro

Anélogamente al procedimiento anterior se introducen 350 mg de GrO en 250 mL de
agua Milli-Q y se deja sonicando durante 30 minutos. Posteriormente, se afiaden
393,83 mg de HAuCls (2,5-107 moles) y se deja agitando a temperatura ambiente. A esta
solucion se le adicionan 250 mL de una solucion acuosa reductora 0,1 M de NaBH4 (la
adicion ha de ser gota a gota). Finalmente, se deja la reaccion agitando 1 hora mas,
facilitando asi la formacion de las NPs de Au sobre la superficie del rGO. Para finalizar,
el producto es centrifugado y lavado hasta llegar a un pH neutro. Las particulas
funcionalizadas, son secadas en la estufa a 80 °C durante 24 horas. El producto es

conservado alejado de la luz solar y a temperatura ambiente.
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3.2.2.3 Funcionalizacion de éxido de grafeno reducido con nanoparticulas de paladio

En un balén de 500 mL que contiene 350 mg de GrO y 250 mL de agua Milli-Q,
previamente sonicado durante una hora, se introducen 0,329 g de [Pd(NH3)4]Cl2
(1,25-103 moles) y se deja agitar durante 30 minutos. Posteriormente, se afiaden 250 mL
de una solucion de NaBH4 (0,1M) gota a gota y una vez finalizada la adicion, se deja
reaccionar 1 hora con agitacion. Para finalizar, se centrifuga y se lavan las particulas
resultantes con agua Milli-Q hasta llegar a un pH neutro. Por tltimo, el producto es secado
a 80° C en la estufa durante 24 horas. El producto es conservado a temperatura ambiente

y alejado de la luz solar.

3.2.2.4 Funcionalizacion de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas de oro y

paladio

Se han sintetizado dos nanomateriales hibridos de rGO modificados con NPs bimetalicas
de Auy Pd, variando la ratio de concentraciones de las sales precursoras en el medio de

reaccion (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Funcionalizacion de GO con dos ratios de concentraciones diferentes de NPs metalicas
de Auy Pd.

Material [Au] [Pd] Ratio [Au]/[Pd]
2AU/3Pd-NP@rGO 3,33 mM 5 mM 2:3
1Au/2Pd-NP@rGO 2,5 mM 5 mM 1:2

En un balén de 250 mL, se introducen 140 mg de GrO y 100 mL de agua Milli-Q y se
deja sonicar durante 1 hora. Posteriormente, se afiade la sal de Au y se deja agitar durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo se afiade la sal de Pd y se deja la suspension durante
30 minutos mas bajo agitacion constante, para conseguir una mezcla de sales lo mas
homogénea posible. Posteriormente, se afiaden 100 mL de una solucion acuosa de NaBHa
(0,1M) gota a gota. Al finalizar la adicion, se deja reaccionar durante 1 hora con agitacion
vigorosa, para favorecer el crecimiento de las NPs bimetalicas de Au y Pd.
Posteriormente, se centrifuga y se lava el producto resultante con agua Milli-Q hasta
llegar a pH neutro. El producto es secado a 80 °C en la estufa durante 24 horas. El

producto es conservado a temperatura ambiente, alejado de la luz solar.
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3.3 Sintesis intermatricial de nanoparticulas metalicas

Con el objetivo de construir electrodos nanocompdsitos modificados con NPs metalicas
se utiliz6 la técnica de sintesis intermatricial utilizando una resina cationica (C100-E).
Esta resina contiene grupos sulfénicos (R-SOs3) en la estructura que permiten su

funcionalizacion con cationes metalicos y la posterior reduccion de estos cationes.>™

Esta técnica permite obtener NPs en forma de polvo, para que posteriormente puedan ser
incorporadas y dispersadas en el nanocomposito durante la preparacion de la mezcla de

pasta nanocomposita antes del proceso de curado de la misma.

Las NPs fueron sintetizadas sobre una resina de intercambio cationica con grupos R-SO3,
para posteriormente ser calcinada y obtener NPs en forma de polvo. Mediante esta
estrategia se obtuvieron NPs de Ag y Au. En el caso de las NPs de Ag se sintetizaron
directamente adicionando la sal correspondiente sobre la resina, y en el caso de las NPs

de Au se realiz6 un intercambio galvanico previamente con NPs de Cu.

3.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata utilizando la resina catidnica

C100- E

En un balon de fondo redondo se introducen 377,5 mg de AgNO3 y 20 mL de agua Milli-
Q, y se deja en agitacion hasta su completa disolucion. Posteriormente, se introducen
400 mg de resina catidonica, C100-E, y se mantiene en agitacion durante 20 minutos para
favorecer la carga de los grupos sulfonicos con el cation Ag". Posteriormente, se limpia
la resina con agua Milli-Q para eliminar todo el exceso de Ag" que haya quedado en
solucion. Finalmente, se vierte la resina sobre 20 mL de una solucion de NaBH4 (0,1M)
y se deja una hora bajo agitacion. Inicialmente, la resina se vuelve de un tono grisaceo y
finalmente adopta un color amarillo palido, indicando la formacion de NPs en la
superficie de la resina. Para obtener el polvo de NPs de Ag, la resina se calcina durante
6 horas a 550 °C. el producto es conservado en un vial a temperatura ambiente, fuera de

la exposicion de la luz.
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3.2.2 Sintesis de nanoparticulas de oro utilizando la resina cationica C100-E

En un balén de fondo redondo se introducen 1,48 g de CuSO4 y 60 mL de agua Milli-Q,
y se deja agitando hasta que la sal se haya disuelto completamente. Una vez se ha disuelto
todo el CuSO4, se introduce 1,08 g de la resina C100-E y se deja la mezcla 30 minutos en
agitacion para que se carguen los grupos de la resina con cationes Cu®*. A continuacion,
se limpia por decantacion la resina con agua Milli-Q y se vierten = 60 mL de una solucién
de NaBH4 0,1M. Posteriormente se limpia la resina nuevamente con agua Milli-Q para
eliminar el exceso de NaBH4 y se vierte sobre una solucion de HAuCls 0,01M, dejando
la mezcla agitando durante dos horas favoreciendo asi el intercambio galvanico de Cu por
Au. Finalmente se lava y se filtra el producto con agua Milli-Q. Una vez seco, el producto

es conservado a temperatura ambiente y alejado de la luz.

3.4 Construccion de electrodos nanocompositos

La construccion de los electrodos nanocompdsitos fue preparada mezclando la proporcion
deseada de rGO con una resina epoxy constituida por una proporcion 20:3 (w/w) del
polimero Epotek H77 y su correspondiente endurecedor H77B. Esta mezcla se
homogeniza mecanicamente durante 1 hora, obteniendo una pasta con un aspecto mas
gris cuanto mayor es la carga de material conductor que contiene. Para la construccion de
los electrodos, la pasta se deposita en un tubo de PVC de 21 mm de largo y 6 mm de
diametro interno. El tubo contiene un conector eléctrico soldado a una fina ldmina de
cobre. Esta ldmina de cobre se ha lavado previamente con una solucién de acido nitrico
(1:1) para eliminar el 6xido de cobre presente en la superficie y asi facilitar el paso de la
corriente eléctrica. El conector eléctrico soldado a la lamina de cobre es introducido en el
tubo de PVC dejando una cavidad de 3 mm de profundidad la cual es donde ira alojado

el nanocomposito. El proceso de construccion se puede observar en la Figura 3.3.

Una vez introducido el material composito dentro del tubo de PVC, se lleva a cabo el
proceso de curado del electrodo, el cual consiste en dejar el electrodo en la estufa 24 horas
a 80°C. El tiempo y temperatura se modifican en el caso de electrodos que incorporan una

enzima en el nanocomposito, dejandose curar en la estufa 4 dias a una temperatura de
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40 °C para evitar la desnaturalizacion de la enzima. Una vez curados los electrodos es
necesario que, la superficie de estos, pase por un proceso de pulimiento mediante
diferentes papeles abrasivos, empezando por el papel de vidrio de grano grueso (800) vy,
progresivamente, utilizando otros papeles de un grano mas fino (1200). El pulido final se
realiza con papel de alumina de 3 mm (Thermo Scientific, Beverly, MA, USA). La
superficie de los electrodos nanocompdsitos construidos tienen un area geométrica de
28 mm?. Este proceso de construccion de los electrodos se repite para cada una de las

composiciones estudiadas.

?c» ®

Figura 3.3 Etapas de construccion del electrodo nanocomposito. Se suelda una lamina de

D

cobre al conector hembra de 2mm (A). Se introduce el conector dentro del tubo de PVC (B).
Se rellena la cavidad con el material nanocomposito (C). Finalmente, se pule la superficie del
electrodo (D).

3.4.1 Construccion de electrodos nanocompositos basados en

nanocompositos de rGO funcionalizado con NPs metélicas

Se construyeron diferentes electrodos nanocompoésitos basados en M-NP@rGO,
utilizando como matriz polimérica la resina Epotek H77 (kit A+B). Estos electrodos
fueron fabricados utilizando mezclas de rGO sin funcionalizar y M-NP@rGO. En la
Tabla 3.2 se destallan los diferentes electrodos construidos y la proporcion de material

conductor utilizado en cada caso.

Donde, rGO es el grafeno obtenido a partir del grafito comercial de Sigma-Aldrich
(rGO2). Para simplificar, se ha omitido esta distincion de la nomenclatura de los

transductores nanocompdsitos desarrollados.
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Tabla 3.2 Relacion de los diferentes transductores nanocompodsitos construidos y sus

correspondientes porcentajes de material conductor. * En relacion 2:3 para Au/Pd

rGO M-NP@rGO Epotek H77
Electrodo 0
(%) (%) (%0)
Ag-NP@rGO 10 2 88
Au-NP@rGO 12 2 86
Pd-NP@rGO 10 3 87
1Au/2Pd-NP@rGO 10 3 87
2AU/3Pd-NP@rGO 10 3 87
2AU/3Pd-NP@rGO 11 3 86
Au-NP@rGO plus
10 3 87
Pd- NP@rGO*

3.4.1.1 Construccion de los biosensores de glucosa oxidasa

Se fabricaron diferentes biosensores de glucosa variando siempre la cantidad de material
conductor y fijando la cantidad de enzima GOD en 1 %. El proceso de construccion es el
mismo que el detallado en el apartado anterior (§ 3.4). Sin embargo, en el proceso de
curado se modificd la temperatura de curado a 40 °C durante 4 dias para evitar la
desnaturalizacion de la enzima glucosa oxidasa. En la Tabla 3.3 se detallan los diferentes

electrodos construidos y sus composiciones.

Tabla 3.3 Relacion de los biosensores de glucosa y sus correspondientes porcentajes de rGO,

2Au/3Pd-NP@rGO, y porcentaje de GOD utilizado en la construccion de los biosensores.

rGoO M-NP@rGO GOD
Electrodo
(%) (%) (%)
GOD@rGO13% 13 - 1
2AuU/3Pd-NP/GOD@rGO10% 10 3 1
2AuU/3Pd-NP/GOD@rGO11% 11 3 1

Se prepararon biosensores de GOD utilizando rGO sin modificar, y biosensores con
mezclas del material hibrido 2Au/3Pd-NP@rGO y rGO en diferentes proporciones. Para
simplificar la nomenclatura se ha omitido el nimero 2, correspondiente a grafeno sintetizado a

partir de grafito de Sigma-Aldrich.
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3.5 Técnicas de caracterizacion e instrumentacion

En este apartado se detallan las diferentes técnicas e instrumentos utilizados para la

caracterizacion morfoldgica de los nanomateriales sintetizados en esta tesis doctoral.

3.5.1 Microscopia electronica

Las micrografias de las particulas de rGO fueron obtenidas mediante la técnica de
microscopia electronica de alta resolucion (TEM). Las imagenes de rGO1 y rGO2 fueron
registradas con el microscopio JEM-1400 a una aceleracion de voltaje de 120 kV. Esta
técnica permite determinar el grado de exfoliacion del grafeno obtenido y observar los
defectos estructurales en la superficie del nanomaterial. Para caracterizar el rGO
funcionalizado con NPs metalicas se utilizé el microscopio FEI Tecnai G2 F20 S-TWIN
a una aceleracion de voltaje de 200 KV acoplado con un detector EDX. Este microscopio
permite observar mejor las NPs sobre el rGO ya que tiene una mayor resolucion espacial.
A su vez, permite confirmar la presencia de dicho metal sobre las laminas de rGO gracias

al detector EDX.

Para la caracterizacion de las particulas de grafeno, se introduce 1 mg aproximado del
material en un vial de 5 ml y se deja en un bano de ultrasonidos durante 1 hora.
Posteriormente, se depositan 1 o 2 gotas de la suspension sobre una lamina de
Holy Carbon y se espera a que se seque por completo, antes de introducir la muestra en
el microscopio electronico con una aceleracion de voltaje de 120 KV. En el caso del rGO
funcionalizado con NPs, el procedimiento es el mismo salvo que la muestra es introducida
en el microscopio operando a 200 KV. En ambos casos, es necesario obtener suficientes
imagenes para tener una idea representativa de las caracteristicas del material sintetizado

y poder determinar el tamafo, y la dispersion de las NPs en la superficie de rGO.

3.5.2 Analisis termogravimétrico

Esta técnica fue utilizada para cuantificar la cantidad total de metal depositado sobre las
laminas de rGO. Los experimentos se llevaron a cabo usando un instrumento Netzsch,

modelo STA 449 F1 Jupiter®. E1 rGO funcionalizado se introduce en una pequefia balanza
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(5 mg aproximadamente). Posteriormente la muestra es calentada hasta 1000 °C con una
rampa de 5 °C/min usando un flujo de aire. La masa es continuamente medida en funcion

de la temperatura, y la velocidad de pérdida de masa es automaticamente registrada.

3.5.3 Técnicas espectroscopicas

La espectroscopia Raman fue utilizada para verificar la formacion de GO vy,
posteriormente, rGO debido a la dispersion Raman caracteristica de los picos asociados
a los grupos funcionales especificos del GO y rGO. El espectro Raman se realizé con un
instrumento Raman Renishaw 1000 unido a un microscopio Leica con un software de
analisis Grams Research™. La fuente de excitacion utilizada fue de 633 nm con un laser
Hene (Renishaw RL633). El objetivo de la lente de 50 aumentos fue capaz de establecer
un foco de 2,3 um de didmetro. El espectrofotometro fue calibrado antes de su uso, usando

como referencia una oblea de silicio centrada a 520 cm.

Por otro lado, la caracterizacion optica del GO y rGO durante su sintesis fue seguida
mediante  espectroscopia UV-Vis, utilizando un espectrofotometro (Agilent

Technologies, Cary 60 UV-Vis, como espectrofotometro).

3.6 Caracterizacion y evaluacion de los diferentes electrodos y
biosensores construidos

En este apartado se describe la caracterizacion de los diferentes sensores y biosensores
construidos durante esta Tesis. Para ello se han utilizado diferentes técnicas eléctricas,

electroquimicas y electroanaliticas. También se detallan las condiciones experimentales

utilizadas en la aplicacion de las técnicas citadas anteriormente.
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3.6.1 Caracterizacion eléctrica. Curva de percolacion

Las caracteristicas eléctricas de las dos baterias de electrodos construidos con rGO1 y
rGO2 fueron estudiadas segliin la teoria de la percolacion. Para llevar a cabo este
experimento, se midio la resistencia de la superficie de las dos series de electrodos con
un multimetro comercial. Se prepararon electrodos con composiciones que comprenden
entre 8 % y 13 % de rGO1, sintetizado a partir de grafito subministrado por Merck, y
entre 8 % y 16 % de rGO2, sintetizado a partir de grafito subministrado por
Sigma- Aldrich. Después de construir, curar y pulir los electrodos, se introduce un
terminal del multimetro en el conector eléctrico del electrodo y el otro terminal en la
superficie del electrodo, entonces se realiza un scanning lo mas homogéneo posible de la
superficie (10 puntos minimo) determinando la resistencia en cada punto. Para cada
electrodo, se determina la resistencia promedio. Para determinar la curva de percolacion,
se realiza una representacion grafica de la resistencia promedio de cada electrodo
determinada por triplicado, frente al tanto por ciento de material conductor presente en el

nanocompdasito.

3.6.2 Voltamperometria ciclica

Las voltamperometrias ciclicas (Cyclic Voltammetry, CV) han sido realizadas con un
potenciostato/galvanostato Autolab (PGSTAT204). Se utiliz6 un sistema de 3 electrodos:
trabajo, auxiliar y referencia. Como electrodo auxiliar se ha utilizado un electrodo
comercial de platino 52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, Espana). Como
electrodo de referencia se ha utilizado un electrodo de Ag/AgCl, construido para la
aplicacion, que consiste en un hilo de plata, en el que se ha electrodepositado AgCl. El
potencial de este electrodo se mantuvo constante gracias a un fondo i6nico de KC1 0,1M.
Como electrodo de trabajo se utilizaron los diferentes electrodos construidos basados en
nanocompdsitos de grafeno. Estos experimentos se han realizado para caracterizar

electroquimicamente los sensores y biosensores.

Los voltamperogramas fueron realizados con una solucion de [Fe(CN)s]*"# 0,1M, con un
barrido de potencial comprendido desde -1,0 V hasta 1,0 V vs. Ag/AgCl. La velocidad de
barrido fue de 10 mV/s y se mantuvo siempre constante. Estos experimentos, permiten

obtener los valores de los diferentes parametros electroquimicos de los electrodos como

69



CAPITULO 3

son: la altura de pico (1%, I%), la intensidad de intercambio (io), los potenciales catodicos
y anddicos (Ec y Ea), el potencial de equilibrio (E°), la separacion entre los potenciales de
pico catodico y anddico (AE), el area electroactiva (A) y la resistencia a la transferencia

de carga (Rct).

3.6.3 Espectroscopia electroquimica de impedancia

Estos experimentos se llevaron a cabo con el mismo potenciostato/galvanostato Autolab
(PGSTAT204) que incluye un modulo de impedancia. El sistema de tres electrodos
(auxiliar, referencia y trabajo) son los mismos que los utilizados en el apartado anterior.
El par redox de referencia utilizado también fue el mismo que en las medidas de CV. Se
utilizo una disolucion que contenia la pareja de sales del par redox [Fe(CN)s]* '+ 0,1M y
un fondo i6nico de KCI1 0,1M. Las medidas se realizaron a un potencial de 0,16 V y el

intervalo de frecuencias utilizado estuvo comprendido entre 100 KHz y 0,1 KHz.

3.6.4 Voltamperometria de barrido lineal

Para el estudio de los potenciales 0ptimos de trabajo, se utilizé la voltamperometria de
barrido lineal. El instrumento utilizado fue un potenciostato/galvanostato Autolab
(PGSTAT204). La celda electroquimica se compone de tres electrodos: auxiliar,
referencia y trabajo. Como electrodo auxiliar se utilizo un electrodo comercial de platino
52-671 Crison (Crison instruments, Barcelona, Espafia). Como electrodo de referencia se
utiliz6 un electrodo de union simple Ag/AgCl ORION 900200 (Thermo Electron
Corporation, Beverly, MA, USA). Como electrodo de trabajo se utilizaron los diferentes

electrodos nanocompdsitos desarrollados durante esta tesis doctoral.

Dicha técnica consiste en la aplicacion de un barrido de potencial en una direccion
determinada a velocidad constante, registrando simultaneamente la intensidad a cada
potencial aplicado. Estas medidas se realizaron en ausencia de agitacion. Para cada uno
de los electrodos se realiz6 un barrido de potencial comprendido entre 0,0 Vy 1,0 V a
una velocidad de barrido de 10 mV/s. Los experimentos se realizaron utilizando 25 mL
de PBS 0,1 M a un pH de 7,0. Se realizaron diferentes barridos con sucesivas adiciones

de un patron de H202 1 M. Las concentraciones de H2O2 medidas fueron 4 mM, 8 mM,
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12 mM, 16 mM, 20 mM y 23 mM, determinandose el incremento de la intensidad de

corriente al aumentar la concentracion de analito.

3.6.5 Caracterizacion electroanalitica

Para evaluar la respuesta electroanalitica de los sensores y biosensores construidos
durante esta tesis doctoral, se utiliz6 la amperometria hidrodinamica como técnica
electroanalitica. Esta técnica electroquimica mide la intensidad de corriente para
diferentes concentraciones de analito bajo la aplicacion de un potencial de trabajo
constante. Estas medidas se realizaron con una unidad amperométrica LC-4C de la marca
comercial BAS (Bioanalytical Systems Inc, West Lafaytte, IN, USA). Se utiliz6 una celda
electroquimica compuesta por tres electrodos. Un electrodo auxiliar comercial de platino
52-671 Crison (Crison Instruments, Barcelona, Espafia). Como electrodo de referencia se
utilizdé un electrodo comercial de union simple Ag/AgCl ORION 900200 (Thermo,
Electron Corporation, Beverly, MA, USA), y como electrodo de trabajo se utilizaron los

diferentes sensores y biosensores construidos durante este trabajo.

Los potenciales de trabajo aplicados para cada especie analizada fueron previamente
determinados por voltamperometria de barrido lineal. Una vez aplicado el potencial, se
procedio a la estabilizacion de la linea base y, seguidamente, se registrd la intensidad de
corriente para diferentes adiciones sucesivas de una disolucion patron del analito, sobre
un fondo electrolitico de PBS 0,1M a pH de 7,00. Los analitos estudiados fueron el acido
ascorbico, H202 y la D-(+)-Glucosa.
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CAPITULO 4

Sintesis de 0xido de grafeno reducido para la fabricacion de

transductores nanocompdsitos

Desde hace bastantes afios, los nanocompositos basados en materiales carbonaceos-resina
epoxy se han utilizado en nuestro grupo de investigacién como material transductor.!*>
Durante todo este tiempo se han desarrollado sensores y biosensores basados en grafito y
nanotubos de carbono como material conductor, utilizando una resina epoxi no
conductora como matriz o material de refuerzo.*>® En los trabajos realizados
anteriormente se optimizo la cantidad de grafito como material conductor en el composito
grafito-epoxy.!’® Esta optimizacion se realizo en base a las propiedades electroquimicas
finales de los materiales transductores y no solo teniendo en cuenta la conductividad
eléctrica de éstos. Mas recientemente han sido desarrollados sensores y biosensores
utilizando nanotubos de carbono como material conductor.’ Estos transductores fueron
caracterizados teniendo en cuenta las propiedades fisicas de los nanotubos de carbono,
como pueden ser tamafio y longitud, asi como su composicion.!” Esta se optimizo
mediante un estudio electroquimico completo que permitié definir la cantidad y la
distribucion Optima del material conductor en el nanocompdsito que aseguraba las
mejores propiedades electroanaliticas del (bio)sensor final.!! En este estudio también se
desarrollaron métodos sintéticos para funcionalizar el material conductor de partida,
nanotubos de carbono, con nanoparticulas metalicas.'> Dicha funcionalizacion permite,
por un lado, mejorar la respuesta analitica de los (bio)sensores ya que provoca un efecto
sinérgico en su respuesta aumentando la capacidad catalitica del material y, por otro, abre
una via posible para la modificacion del material transductor con material de
reconocimiento biolodgico que permite incrementar la selectividad y sensibilidad del

(bio)sensor final.
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Desde el aislamiento de una sola lamina de grafeno por Konstantin Novoselov y Adre
Geim!? diferentes grupos de investigacion han estudiado sus propiedades electronicas y
durante el primer cuarto del siglo XXI este material ha despertado un gran interés en la
comunidad cientifica.'*!>!6 Debido a la alta conductividad eléctrica, estabilidad térmica
y excelentes propiedades mecanicas, el grafeno y sus derivados se han convertido en
excelentes candidatos para el desarrollo de nanocompésitos poliméricos conductores.!'”!®
Desde el punto de vista electroquimico, el grafeno tiene numerosas caracteristicas como
una alta area superficial especifica, una excelente conductividad y la posibilidad de
funcionalizar la superficie con un gran abanico de nanoparticulas (NPs).!” Un importante
miembro de la familia del grafeno es el 6xido de grafeno reducido (rGO), el cual es
electroquimicamente mas activo si se compara con el grafeno pristino.?*?! Esto se debe a
la presencia de grupos reactivos que contienen oxigeno en los bordes y en sus planos
basales, que confieren a los electrodos basados en rGO una mayor sensibilidad y actividad
electrocatalitica, debido a las altas conductividades asociadas al aumento de orbitales

Sp2.22’23

Se ha establecido un protocolo de sintesis de rGO utilizando como material de partida dos
tipos distintos de grafito comercial. Estos materiales muestran diferencias fisicas
significativas que influirdn notablemente en las caracteristicas electronicas del rGO
sintetizado y, consecuentemente, estas diferencias se veran reflejadas en los transductores

construidos.***

De este modo se caracterizara el rGO sintetizado, Optica y
morfoldgicamente, con el proposito de obtener un material conductor util, economico
desde el punto de vista de los costes de produccion y escalable para el desarrollo de

sensores amperomeétricos.

Como se ha mencionado anteriormente, las caracteristicas y propiedades electroquimicas
de los transductores nanocompositos de grafeno, no so6lo dependen de las propiedades y
la calidad del material conductor obtenido, sino también de la composicion y dispersion
del material conductor en la matriz del nanocomposito.> La conductividad eléctrica del
material transductor es uno de los cambios mas importantes que se producen cuando varia
la composicion en el nanocomposito. La conductividad puede aumentar varios 6rdenes
de magnitud dependiendo de la cantidad de material conductor, en este caso rGO, en el
nanocompdsito final. Dependiendo de la distribucion de las particulas conductoras en la
matriz, el nanocomposito puede comportarse como un haz de microelectrodos o como un

macroelectrodo. El comportamiento como haz de microelectrodos, mejora las
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propiedades electroquimicas del electrodo al proporcionar un transporte de masa mas
eficiente de la especie electroactiva. Esto se debe, a la difusion radial que experimenta el
analito desde el seno de la solucion hacia las particulas de material carbonaceo
distribuidas aleatoriamente en la superficie del electrodo. Dicha difusién radial,
predomina respecto a la difusion axial del analito, favoreciendo de esta manera un aporte
extra de masa, y mejorando las propiedades electroliticas de respuesta del sensor. La
optimizacion de la carga de rGO en el nanocomposito produce una dispersion Optima del
material conductor que es de vital importancia para mejorar las propiedades

electroquimicas y electroanaliticas del sensor final.

4.1 Sintesis de grafeno oxidado y 6xido de grafeno reducido

La sintesis de grafeno oxidado (GO) se ha realizado mediante el método de Hummers.?
Este método de sintesis permite obtener rGO con un alto grado de exfoliacion. Esto es
debido a que durante la sintesis se introducen un gran numero de defectos estructurales y
electronicos que beneficiardn las caracteristicas electroquimicas del nuevo
nanomaterial.>> El método consiste en oxidar el grafito en un medio 4cido con
H2SO4/HNO3 utilizando como agente oxidante el KMnOas. Durante este proceso se
consigue introducir grupos oxidados (cetonas, acidos carboxilicos, epoxi, hidroxilos) en
los bordes y el interior del grafito, consiguiendo una mayor distancia interlaminar debido
a las repulsiones estéricas y electroestaticas de los grupos introducidos. Mediante el uso
de ultrasonidos, se consigue exfoliar el grafito oxidado (GrO) obteniendo una dispersion
de ldminas de GO. Este método permite obtener las suficientes cantidades de GO y rGO
para el desarrollo de sensores y transductores electroquimicos basados en
nanocompositos de rGO. Como se ha mencionado en el capitulo 1, este grafeno oxidado
no presenta las mejores caracteristicas electroquimicas para la construccion de sensores
(electronicas, fuerza, conductividad térmica y area superficial), pero si permite obtener
las cantidades adecuadas a un precio de coste muy inferior a otras técnicas sintéticas como
el crecimiento epitexial, la deposicion quimica de vapor, etc. Una vez sintetizado el GO,
es necesaria la reduccion total de los grupos oxidados con el objetivo de mejorar las

caracteristicas electronicas del material conductor, y asi poder ser utilizado en la
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construccion de sensores amperométricos. De esta manera, el GO se reduce a rGO
utilizando como agente reductor el acido ascérbico (AA) en un pH basico. En la
bibliografia se encuentran un gran niimero de agentes reductores capaces de reducir el
GO a rGO. En este trabajo se utilizdo el AA, ya que concede al nanomaterial unas
propiedades 6ptimas desde el punto de vista electronico.?” El uso de AA elimina los
grupos oxidados de la superficie del GO, dando lugar a rGOs con una alta area superficial.
Su uso también nos permite trabajar en soluciones acuosas y es un reactivo green desde
el punto de vista ecoldgico. En la Figura 4.1 se puede ver un esquema del proceso de

formacion del GO y posterior reduccion para obtener rGO.

Se adquirieron dos lotes distintos de grafito. Se utilizara la nomenclatura rGO1 y rGO2
para diferenciarlos entre ellos. Los procedimientos de sintesis utilizados, tanto en la

oxidacion como en la reduccidn, fueron los mismos en ambos casos.
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Figura 4.1 Representacion esquematica de la obtencion de GO y rGO.

4.1.1 Caracterizacion morfologica del material de partida

Previamente a la sintesis de rGO se procedio a la caracterizacion morfolégica del material
de partida utilizado. En concreto, se utilizaron dos tipos diferentes de grafito de
caracteristicas fisicas distintas procedentes de dos suministradores distintos: Sigma
Aldrich y Merck. En la Figura 4.2 (A y B) se puede observar las micrografias TEM y
SEM del grafito subministrado por Merck (grafito 1). Este material poroso, se presenta
en forma de un polvo fino y de color negro a diferencia del grafito de Sigma-Aldrich
(grafito 2) que se presenta en forma de copos o flakes. Como se puede observar en la
Figura 4.2 el grafito de Merck estd altamente dividido comparado con el grafito
subministrado por Sigma-Aldrich (Figura 4.2 (C y D)) que presenta una estructura

laminar superior. Estas diferencias morfoldgicas observadas, entre ambos materiales de
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grafito, podrian afectar al método de sintesis y no hacerlo reproducible ni extrapolable a

otros materiales grafiticos.

Figura 4.2 Micrografias de los dos tipos de grafito utilizados. Micrografias TEM y SEM del
grafito 1 suministrado por Merck (A, B). Micrografias TEM y SEM del grafito 2
suministrado por Sigma-Aldrich (C y D).

4.1.2 Caracterizacion morfologica del 6xido de grafeno reducido

Una vez sintetizados ambos rGOs, estos fueros caracterizados mediante microscopia
electrénica con el objetivo de visualizar la morfologia del nanomaterial obtenido a partir
de los dos tipos de grafito de partida utilizados. En la Figura 4.3 (A y B) se pueden
observar las micrografias TEM y SEM del rGO1 sintetizado a partir de grafito 1
proveniente de Merck. En la Figura 4.3 (C y D) se observa la estructura morfolégica del
material sintetizado (rGO2) a partir de grafito 2 suministrado por Sigma-Aldrich. Si se

analizan las micrografias TEM de ambos materiales no se aprecian diferencias
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significativas. Esto puede ser debido a que la preparacion de la muestra consiste en una
suspension relativamente diluida del material sintetizado a estudiar. Por otro lado, las
micrografias SEM muestran una gran diferencia en lo que a su estructura se refiere. En la
Figura 4.3 (B y D) se puede observar como el rGOL1 sintetizado a partir de grafito 1
(proveniente de Merck) presenta una estructura mucho mas globular que el rGO2
sintetizado a partir de grafito 2 (proveniente de Sigma-Aldrich). El rGO2 (figura 4.3 (C

y D)) presenta una estructura altamente laminar propia de laminas de rGO.

Figura 4.3 Micrografias de los dos tipos de rGO sintetizados. Micrografias TEM y SEM de
rGO1 a partir de grafito 1 suministrado por Merck (A, B). Micrografias TEM y SEM del lote
de rGO2 sintetizado a partir de grafito 2 suministrado por Sigma-Aldrich (C y D).
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4.1.3 Caracterizacion espectroscopica de oxido de grafeno y oxido de

grafeno reducido

La reaccion de oxidacion del grafito de partida a GO fue controlada mediante
espectroscopia UV-Vis. El grafito en su forma inicial no presenta ninguna banda de
absorcion en el espectro UV-Vis, solamente es posible observar la dispersion de la luz
provocada por las particulas de grafito. Mientras que el GO y rGO presentan unas bandas
de absorcion caracteristicas en el espectro de UV-Vis que permite diferenciar ambas
formas. Por tanto, mediante esta técnica espectroscopica es posible monitorizar el grado
de exfoliacion del GO y controlar el avance de la reduccion de GO a rGO. En la Figura
4.4 (A) se muestra el espectro UV-Vis del GO2 (color negro) y rGO2 (color rojo)
obtenidos a partir del grafito 2.

En el espectro UV-vis del GO2 se puede observar una banda ancha centrada a 231 nm
debida a las transiciones n-n* de los enlaces C-C y otra banda situada a 314 nm debida a
las transiciones de los grupos carbonilos introducidos (-C=0) durante el proceso de
reduccion quimica de GO a rGO con AA. En el espectro de rGO se observa que la banda
atribuida a los grupos carbonilos (314 nm) desaparece y la banda de 231 nm se desplaza
hasta llegar a 267 nm, debido al incremento de densidad electronica en el plano basal del
rGO.?7?% Los cambios observados en el espectro de absorcion han permitido monitorizar

el proceso de reduccion de GO a rGO en todas las sintesis efectuadas.

La espectroscopia Raman es una técnica de analisis muy util en la caracterizacion de
materiales basados en carbono. Esta técnica permite determinar la dispersion inelastica
(Raman) de una molécula cuando es irradiada con un haz de luz monocromatica.
Mediante esta técnica es posible estudiar las propiedades estructurales de un material
carbonaceo a través de cambios en la posicion de los picos, su forma y su intensidad

relativa.?®

El grafito presenta dos bandas Raman caracteristicas la banda D y la banda G. La banda
D suele ser muy poco intensa y en ocasiones imperceptible. La banda G situada sobre los

~1550 cm™! presenta una mayor intensidad que la banda D, pero tampoco es perceptible.
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Figura 4.4 Seguimiento del proceso de sintesis de rGO2 a partir del grafito 2. Espectro UV-
vis de una dispersion de GO2 (negro) y rGO2 (rojo) (A). Espectro Raman de GO2 (negro) y
rGO2 (rojo) (B).

Por lo que el espectro Raman del material de partida, grafito, no presenta un espectro
Raman con bandas definidas. En la Figura 4.4 (B) se puede observar el espectro Raman
del GO2 y rGO2 obtenidos a partir de grafito 2. El espectro Raman de GO estd compuesto
por dos bandas bien diferenciadas. La banda D localizada sobre ~1330 cm™ y la banda G
o grafitica situada sobre los ~1580 cm™'. Se puede observar como al oxidar el grafito a
GO aumenta la intensidad de la banda D que ahora es detectable. Este aumento de la
intensidad podria estar correlacionado con el grado de desorden del material carbonaceo
y la formacién de carbonos con hibridacion sp® durante el proceso de oxidacion del
grafito. Este cambio de hibridacion del carbono hace perder la geometria planar propia

de los carbonos con hibridaciéon sp?, dando lugar a una geometria tetraédrica que
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distorsiona la estructura de las laminas de GO obtenidas. El espectro Raman del rGO esta
formado también por dos picos intensos. La banda D del rGO situada a 1340 cm™ est4
ligeramente desplazada de la banda D del GO (1348 cm™') observandose entre ambas una
relacion de intensidades practicamente igual. La banda G del rGO esta situada sobre 1574
cm’! por tanto, esta desplazada hacia una frecuencia ligeramente menor respecto la banda
G del GO (1585 cm™), en este caso la relacion entre intensidades es del 82%. Se ha de
destacar que la relacion entre la intensidad de las bandas D y G en el caso del GO es de
0,95 mientras que la relacion de bandas D y G en el caso del rGO es de 1,23. Este aumento
de larelacion de las intensidades de las bandas D y G para el rGO después de la reduccion,
del GO a rGO en presencia de AA, puede ser atribuida a una disminucién del dominio de
los enlaces sp” que estan en un mayor nimero y en que el enlace C-C es mas pequefio

comparado con el GO.3%3!

Analizando estos resultados se puede afirmar que, durante la oxidacioén del grafito de
partida se introducen un gran nimero de grupos oxidados (-COOH, -OH, -CHO, -O- etc.)
que aumentan el grado de desorden atdmico en la estructura del grafito (banda D). Esto
también confirma la presencia de dichos grupos y el aumento interlaminar, que permite
exfoliar las diferentes laminas de 0xido de grafito en GO. Finalmente, se obtiene rGO y
se corrobora mediante la banda UV-Vis centrada a 267 nm y mediante el espectro Raman

del rGO.

4.1.4 Caracterizacion eléctrica de los transductores

Las propiedades eléctricas de los materiales compdsitos conductores pueden explicarse a
través de la teoria de la percolacion.®? La curva de percolacion suministra informacion
sobre la conductividad del composito en funcion de la proporcion del material conductor
y material no conductor en la matriz polimérica. Este estudio permite optimizar, en una
primera aproximacion, la composicion optima del transductor que aportara las mejores
propiedades electroanaliticas al sensor final. Con este objetivo se realizo una curva de
percolacion para cada uno de los dos rGO sintetizados. Las composiciones estudiadas en
cada caso fueron 8-13 % para rGO1 y 8-16% para rGO2. Se construyeron dos baterias
distintas de electrodos con ambos grafenos sintetizados, rGO1 y rGO2. En la Figura 4.5
se pueden observar las dos curvas de percolacion obtenidas para las dos series de

electrodos construidos. Se construyeron tres electrodos nanocompdsitos para cada
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composicion, con el objetivo de evaluar la reproducibilidad del proceso de fabricacion
manual de éstos. En la Figura 4.5 (A) se puede observar que electrodos con un % de rGO1
inferior al 8% presentan valores de resistividad ~ o, y los electrodos con mds de un 13%

de rGO1 presentan una pobre estabilidad mecanica del nanocomposito.

A

3000 +

g 2500 -
= 2000

d

S 1500+

1

1000 ~

Resistiv
(d)]
8

g 10 M2 M4 16
% rGO

Figura 4.5 Curvas de percolacion obtenidas para los dos grafenos sintetizados. (A) Curva de
percolacion obtenida utilizando rGO1 como material conductor en la fabricacion de
electrodos nanocompositos. (B) Curva de percolacion obtenida utilizando rGO2 como
material conductor en la fabricacion de electrodos nanocompdsitos. En ambos graficos se han
identificado las tres zonas de respuesta: HRC, NPC y LRC.

Como puede verse en la Figura 4.5, la resistividad disminuye drasticamente de 400 KQ
hasta un minimo de resistividad de aproximadamente 5 K, donde las variaciones de
resistividad son casi negligibles. En la grafica 4.5 (A) se pueden observar tres zonas donde

el comportamiento eléctrico de los electrodos varia: una zona de alta resistividad (Higher
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Resistivity Composition, HRC) que esta comprendida entre las composiciones de un 8 %
y 10 % de rGO1. La zona cercana a la percolacion (Near Percolation Composition, NPC)
se encuentra comprendida entre las composiciones 10 % y 12 % de rGO1 y la zona de
baja resistividad (Low Resistivity Composition, LRC) que esta comprendida entre un 12
% y 13 % de material conductor en el nanocompdsito final. En la Figura 4.5 (A) también
se puede observar como las desviaciones estdndar de las diferentes resistividades
promedio obtenidas es muy alta en la zona de HRC y disminuyen drasticamente a valores
cercanos a 0 en la zona de NPC y de LRC. La falta de reproducibilidad en las medidas de
resistencia en la zona HRC puede explicarse por la aleatoriedad espacial de las pocas

particulas conductoras dentro de la fase polimérica.

En la Figura 4.5 (B) se muestra la curva de percolacion obtenida para los electrodos
nanocompositos utilizando como material conductor el segundo grafeno sintetizado,
rGO2. En esta figura se puede observar que los electrodos que contienen menos de un 8%
de rGO2 resultan aislantes ya que tienen una alta resistividad. En este caso la zona de
composicion cercana a la zona de percolacion (NPC) se encuentra comprendida entre las
composiciones 11 % y 14% de rGO2. Como se puede observar en la Figura 4.5 (B) las
resistividades de los electrodos construidos con el rGO2 son significativamente mas bajas
que las de los electrodos construidos con rGO1. Los resultados obtenidos confirman que
el rGO2 es mas conductor que el rGO, por lo que a priori parece un material mucho mas

util para ser utilizado en la construccion de sensores electroquimicos.

A pesar de estos resultados es necesaria una caracterizacion electroquimica
complementaria de los electrodos nanocompositos mediante CV e ESI que permita
extraer informacion adicional de otros pardmetros electroquimicos de interés como el area
electroactiva, la resistencia a la transferencia de carga del material transductor y la

reversibilidad del proceso electroquimico en la superficie del electrodo.

4.1.5 Caracterizacion electroquimica mediante voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) ha sido utilizada con el objeto de
evaluar el efecto de la composicion en la respuesta electroquimica de los electrodos
nanocompositos de rGO/epoxy fabricados. Se han caracterizado las dos series de

electrodos construidos con rGO1 y rGO2. En la figura 4.6 se pueden observar los
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voltamperogramas ciclicos obtenidos correspondientes a las dos series de electrodos. Las
CV fueron realizadas bajo las mismas condiciones experimentales, utilizando una
velocidad de barrido de 10 mV-s' en presencia del par redox [Fe(CN)s]*’* de
concentracion 0,01 M y utilizando como fondo i6nico una disolucién 0,1 M de KCI.
Mediante esta técnica se pueden obtener diferentes parametros electroquimicos como la
intensidad de pico (Ip), la diferencia de potencial entre los maximos de I,* y I,° (AE) y el
area electroactiva (A). Estos pardmetros obtenidos, para ambas series de electrodos, se
muestran en la Tabla 4.1 y Tabla 4.2. Los electrodos construidos utilizando como material
conductor el rGO1, presentan un comportamiento electroquimico distinto a los

construidos con rGO2.
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Figura 4.6 Voltamperogramas ciclicos de los electrodos nanocompositos construidos con los
dos grafenos sintetizados: rGO1 (A) y rGO2 (B). Todos los experimentos se han realizado en
un fondo i6nico de KC1 0,1M conteniendo la pareja redox [Fe(CN)s]*”*, la velocidad de
barrido: 10 mV-s™.
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En el caso de rGO1 no se obtuvieron unos voltamperogramas lo suficientemente
definidos, como para poder extraer informacion tutil (Figura 4.6 (A)). Solo se pueden

apreciar bien definidos los picos de reduccion, pero no los picos de oxidacion.

En la Figura 4.6 (B) se puede observar que las composiciones con un contenido de 8 % y
10 % de rGO2, presentaban una baja conductividad la cual est4 asociada a la zona de alta
resistividad o HRC de la curva de percolacion. En estas composiciones el electrodo
muestra una falta de condutividad y limitada trasferencia de carga, por lo que no es
posible la extraccion de pardmetros electroquimicos en este caso. A medida que se
aumenta la carga de material conductor en el electrodo nanocompdsito, se observa un
aumento de la intensidad de pico debido al aumento del area electroactiva del electrodo.
Por otro lado, asociado al aumento del area electroactiva, también se observa una
disminucién de la separacion de los potenciales de pico anddico y pico catodico, debido

a un incremento en la transferencia de carga.

La forma de las CVs en el caso de rGO1 (Figura 4.6 (A)) se corresponde al
comportamiento de un haz de microelectrodos que presenta una baja transferencia de
carga, por lo que los picos no estdn definidos y, ademads, se encuentran separados.
Unicamente se define bien el pico de reduccion (I,°), estando el potencial de reduccion
desplazado hacia un potencial mas negativo (- 0,5 V) respecto al rGO2 (0,0 V). Mientras
que el pico de oxidacion (Ip?) solo est4 bien definido para el rGO2 a 0,25 V y en el caso
del rGO1 no es definible. El comportamiento electroquimico de los electrodos fabricados
con rGO1 estd asociado con la poca conductividad y alta resistividad que presentan estos

electrodos nanocompositos, como se ha podido observar en el apartado 4.1.4 (Figura 4.5

(B)).

El 4rea electroactiva fue calculada a partir de los valores de I, de reduccion (I,°) obtenidos

mediante la ecuacion 4.1.33

3 3 .
I, = 3,01 % 10° n2 (@ Dypq0)2 A Cjeq (Ecuacion 4.1)

Donde, a corresponde al coeficiente de transferencia (0,5), Dred €s el coeficiente de
difusion de la especie reducida (6,32-10° cm?s™!), v es la velocidad de barrido a la cual se
ha llevado a cabo el experimento (0,01 Vs™), A el area electroactiva del electrodo y C red

es la concentracion de la especie electroactiva en el seno de la disolucion (0,01 M).
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Por otro lado, también se ha calculado la intensidad de intercambio (io) mediante los
diagramas de Tafel. Este parametro es de gran ayuda ya que permite calcular la Rer

mediante la ecuacion 4.2.
ip = RT/nFR¢r (Ecuacion 4 .2)

Se normaliz6 la resistencia a la transferencia de carga respecto al area electroactiva
multiplicdndola por ésta (Rcr-A). Como se puede observar en la Tabla 4.2 este pardmetro
presenta una tendencia a disminuir cuando incrementa la carga de material conductor en
el nanocomposito. Los cambios observados en Rct'A pueden ser atribuidos a la

anisotropia que presentan estos materiales nanocompositos.*34-3>

El 4rea electroactiva de los electrodos fabricados con rGO1 es de 0,20 cm? para las
composiciones de 10 % y 11 %, llegandose a un maximo de 0,26 cm? para el electrodo
con una composicion del 12 % y volviendo a disminuir para el electrodo del 13 % de
rGOL1 (Tabla 4.1). Debido a la respuesta de estos electrodos no ha sido posible calcular
otros parametros electroquimicos como io, Rct, AE, Rcr-A. Los resultados obtenidos
corroboran los de la curva de percolacion y evidencian las limitaciones de estos electrodos

como transductores electroquimicos.

Tabla 4.1 Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los transductores
nanocompositos construidos con rGO1. Donde 1,,°, es la intensidad de pico catddico, y A, es el

area electroactiva.

% rGO1 Ip A
A) (cm?)
10 -1,09E-04 0,20
11 -1,06E-04 0,20
12 -1,37E-04 0,26
13 -1,19E-04 0,22

En relacion con el segundo grafeno utilizado, rGO2, ha sido posible llevar a cabo una
caracterizacion mas exhaustiva. De los resultados obtenidos (Tabla 4.2) se puede observar
que la intensidad de intercambio y la intensidad de pico anodico, incrementan al aumentar

la carga de material conductor en el nanocomposito.

88



Sintesis de 6xido de grafeno reducido para la fabricacién de transductores nanocompésitos

Este comportamiento sélo se aprecia para las composiciones estudiadas mayores, 12 % y
14 % de rGO2. Mientras que para composiciones menores de 8 % y 10 %, la baja

transferencia de carga no ha hecho posible el estudio.

Tabla 4.2 Parametros extraidos de los voltamperogramas ciclicos de los electrodos
nanocompositos construidos con rGO2 de las diferentes composiciones estudiadas. Donde, i0 es
la intensidad de corriente de intercambio; R es la resistencia a la transferencia de carga; Ip es la
intensidad de pico; A es el area electroactiva, AE es la diferencia de potenciales de pico anodico

y catodico y Re A es la resistencia a la transferencia de carga normalizada respecto el area

electroactiva.
% I'GOZ io Rct Ipc A AE Rct'A
(A) () (A) (cm?) V) (Q cm?)
8 - - - - - -
10 - - - - - -
12 9,23E-05 273,36 -2,16E-04 0,44 0,3027 120,28
14 1,40E-04 180,22 -,94E-04 0,51 0,3347 91,91

En este caso, la cantidad de rGO2 en el transductor es insuficiente para asegurar una
transferencia electronica minima en el electrodo. Simultineamente, la resistencia a la
transferencia de carga normalizada por el area electroactiva disminuye cuando incrementa
la carga de material conductor. Esta tendencia s6lo se observa para las composiciones

mayores de rtGO2 (12 % y 14 %).

Por otro lado, se obtiene una minima diferencia en la separacion de los potenciales de
pico al incrementar el porcentaje de rGO2, lo que evidencia que ambas composiciones
(12 %y 14 %) tienen velocidades de transferencia de carga similares. Teniendo en cuenta
todos estos parametros se decidio abandonar la construccion de electrodos
nanocompdsitos utilizando el rGO1, ya que presentaba unas resistividades muy altas y
unas propiedades electroquimicas insuficientes para su utilizacion posterior como

SENSores.

89



CAPITULO 4 - RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.6 Espectroscopia electroquimica de impedancia

La técnica de espectroscopia electroquimica de impedancia (EIS) se ha utilizado para
caracterizar electroquimicamente los materiales nanocompdsitos basados en grafeno-
epoxy desarrollados con rGO2. Se ha estudiado la respuesta electroquimica de estos
materiales para composiciones correspondientes a la zona de NPC. Mediante la técnica
de EIS se obtiene informacion electroquimica complementaria que permite determinar
importantes caracteristicas electroquimicas del material transductor. Los parametros
electroquimicos determinados son: la resistencia 6hmica (Rq), que corresponde a la
resistencia de la solucion y la resistencia de contacto, la resistencia a la transferencia de
carga (Rcr) y la capacidad de la doble capa (Car). Estos parametros han sido obtenidos
mediante el ajuste del diagrama de Nyquist obtenido, a un circuito eléctrico equivalente.
El circuito de Randles: Rs:(RctCai), es suficiente para interpretar los valores de Ra, Rer
y Ca, desde el punto de vista de los fendmenos de interfase que ocurren en la celda

electroquimica.

Los experimentos se han sido realizados en una disoluciéon de [Fe(CN)s]*”* 0,01 M en
KC1 0,1 M. El intervalo de frecuencias utilizado para obtener el espectro de impedancia
estd comprendido entre 100 KHz y 100 mHz, usando el potencial de equilibrio redox

(= 16 mV) y una amplitud de sefial de perturbacion del sistema de 10 mV.
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Figura 4.7 Espectro electroquimico de impedancia de los electrodos nanocomposito
fabricados con diferentes composiciones de rGO. Las medidas fueron realizadas en KCI 0,1
M, como electrolito soporte, conteniendo [Fe(CN)s]*"* 0,01 M. En el interior de la figura se

encuentra el circuito equivalente utilizado (circuito de Randles).
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En la figura 4.7 se muestran los resultados obtenidos mediante el correspondiente
diagrama de Nyquist, donde se pueden observar los espectros de impedancia en funcion
de la composicion. No se evidencia con claridad ninguna de las zonas caracteristicas de
estos diagramas. Si bien se puede apreciar la mitad de un semicirculo mas pronunciado
cuanto mayor es la carga de material conductor, obteniéndose un semicirculo mas

pequeiio y definido para la composicion del 15%.

La caracterizacion de los transductores mediante EIS, da lugar a diagramas de Nyquist
con mucho ruido, especialmente en la zona de frecuencias bajas. Este hecho parece estar
relacionado con la propia naturaleza del material nanocompo6sito. Como se puede apreciar
de los diagramas de Nyquist obtenidos para las composiciones estudiadas de 11 %, 12 %
y 15 %, los diagramas parecen mostrar que, en la reaccion electroquimica en la superficie
del electrodo, existe un dominio del control cinético por limitaciones en la transferencia
de carga (zona del semicirculo). Frente a un efecto menor del control difusional, asociado

con limitaciones en la transferencia de masa (zona lineal) (ver seccion 1.8.1 del Capitulo

).

En una primera aproximacion, se intentd introducir la resistencia de Warburg en el
circuito eléctrico equivalente de ajuste, pero al no disponer de un espectro lo
suficientemente definido a frecuencias bajas no se pudo realizar este ajuste. Por este
motivo se utilizd el circuito de Randles, ajustando un semicirculo a los puntos del
diagrama correspondientes a frecuencias altas. Este comportamiento del nanomaterial es
mucho mds evidente para la mayor de las composiciones estudiadas (15 %), para la que
se puede apreciar un diagrama de Nyquist con la mitad de un semicirculo més definido.
Por lo tanto, la composicion con mas carga de material conductor tiene este semicirculo
mas pequefio, lo que esta relacionado con una menor resistencia a la transferencia de

carga.

En la Tabla 4.3 se muestran los valores de Ra, Rct, y Cal. Los valores de Ro, muestran
una tendencia decreciente a medida que incrementa la cantidad de rGO en el material
transductor. Esta resistencia depende principalmente de la concentracion idnica de la
solucion, de la naturaleza de los iones, del area electroactiva del electrodo y de la
resistencia de contacto de los transductores. La Ra depende principalmente de la
resistencia del material composito cuando la carga de rGO es baja, mientras que a mayor

cantidad de rGO la resistencia disminuye y es debida principalmente a la resistencia de la
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solucion. Desde el punto de vista electroquimico es necesario una Ro baja, ya que este
parametro esta relacionado con el tiempo de respuesta de nuestro transductor y a la

sensibilidad.?®

Los valores de Rcr se pueden ver en la tabla 4.1. Este pardmetro es inversamente
proporcional a la velocidad de transferencia de carga y también esta relacionado con el
tiempo de respuesta y la sensibilidad del transductor. Se puede observar una disminucién
de la Rct a medida que se incrementa la carga de rGO en el transductor, lo que indica una
fuerte relacion entre la reactividad electroquimica y la composicion del material
conductor en la superficie del electrodo. Los electrodos con una carga mayor de rGO,
presentan un area electroactiva mayor y, al mismo tiempo, incrementa la velocidad de
transferencia electronica. Con el objetivo de obtener una respuesta electroanalitica 6ptima

se requieren valores de Rcr bajos.

Tabla 4.3 Parametros extraidos de los diagramas de impedancia, para diferentes composiciones

de rGO, donde Rq es la resistencia 6hmica; Rcr, es la resistencia a la transferencia de carga y

Cua es la capacidad de doble capa.

RQ Rct Cdl
% rGO
¢ Q) Q) (F)
11 176.000 204.000 7,79E-06
12 138 151.000 14.9
15 286 646 2.46

Cabe destacar que la normalizacion de la Rer respecto al area electroactiva, calculada
mediante CV, deberia ser constante. Esto no sucede en estos electrodos, y puede ser
atribuido al comportamiento anisotropico que presentan los materiales de naturaleza

carbonacea.

El tercer parametro electroquimico, la Ca, estd relacionado con las caracteristicas
intrinsecas de la superficie del electrodo y, a su vez, su valor es directamente proporcional
a la corriente de fondo o residual. A medida que se incrementa la carga de material
conductor se observa un aumento de la corriente de fondo o residual que, en algunas
ocasiones, puede llegar a enmascarar la sefial faradaica del proceso de medida. Los

electrodos basados en nanocompdsitos solo muestran una pequena fraccion del material
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en la superficie, por lo que hay multiples zonas conductoras separadas por la fase aislante
o matriz polimérica, lo que contribuye a observar un comportamiento de haces de
microelectrodos, minimizando la corriente no faradaica. Esta disminucién de la corriente
no faradaica permite una mejora de la relacion sefial/ruido y, consecuentemente, una
mejora en el limite de deteccion. Ademads, se ha de considerar que el aumento de rGO,
aumenta la rugosidad y porosidad de la superficie de electrodo, incrementando el ruido
de fondo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos para otros electrodos compositos
desarrollados en el grupo de investigacion, que utilizan como material conductor grafito

o nanotubos de carbono.’’>*

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por la técnica de espectroscopia
electroquimica de impedancia, asi como que las propiedades electroanaliticas dptimas de
un electrodo son un tiempo de respuesta rapido, un limite de deteccion bajo y una alta
sensibilidad, los nanocompositos de composicion del 15% de rGO presentan un equilibrio
en todos estos requisitos y, por tanto, esta composicion puede considerarse como dptima
para el desarrollo de transductores amperométricos mas eficaces. Asimismo, los
nanocompositos de proporciones de rGO cercanas a este valor, cabe esperar que presenten
propiedades electroquimicas parecidas. De manera que pequefias variaciones de la
composicion como, por ejemplo, las aleatorias asociadas con el sistema de fabricacion
manual utilizado o intencionadamente por modificaciones con (bio)catalizadores, no
produciran variaciones importantes en las caracteristicas de respuesta de los (bio)sensores
optimizados, aumentando asi la reproducibilidad del proceso de construccion de los

dispositivos.

4.2 Caracterizacion electroanalitica mediante amperometria

hidrodinamica

Una vez establecida el rango de proporciones 6ptimas de rGO2 (entre un 12% y 14% de
rGO2) en el nanocompdsito que aportan las mejores propiedades electroquimicas, se
evalud la respuesta electroanalitica de los electrodos construidos. Con el objetivo de
completar el estudio y mejorar la respuesta de los transductores, se prepararon electrodos

de composiciones extremas de la zona de percolacion (NPC), inferior a 12% y superior a
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14%. El objeto era tanto mejorar el limite de deteccion (LD) (porcentajes < 12%) como
la sensibilidad e intervalo de respuesta lineal del método (porcentajes > 14 %), por este
motivo se construyeron electrodos con una composicion del 11 % y 15 % de rGO2. Se
procedi6 a utilizar la amperometria hidrodindmica utilizando como analito de referencia
el acido ascorbico. Este analito fue seleccionado porque puede estar presente en la
mayoria de las muestras bioldgicas y puede interferir en la respuesta analitica de muchos

de los sensores y biosensores que pueden desarrollarse con estos materiales.

4.2.1 Determinacion del potencial de polarizacion

Previamente a estudiar las propiedades analiticas de los sensores desarrollados, se ha de
determinar el potencial de polarizacion 6ptimo para la determinacion del acido ascorbico.
De esta manera se ha realizado una voltamperometria de barrido lineal, a distintas
concentraciones del analito de referencia, utilizando el sensor de 15 % de rGO2. Se
escogid esta composicion, porque la respuesta electroanalitica de sensores de
composiciones incluidas en la zona de percolaciéon (11 % - 14 %), es menor que para la
maxima composicion (15%) y, por tanto, esta composicion asegura la maxima respuesta

analitica.

En la Figura 4.8 se muestran los voltamperogramas lineales obtenidos para distintas
concentraciones de acido ascorbico. Se puede observar el aumento de la intensidad, la
posterior platea y la estabilizacion de la intensidad a un valor maximo al incrementar el
potencial aplicado. Se toma como potencial de polarizacion 450 mV (vs. Ag/AgCl), por
ser este valor maximo de potencial asociado a la oxidacion del analito cuando se trabaja

en condiciones de control difusional.

A potenciales superiores se alcanza una estabilizacion de la intensidad registrada, porque
la intensidad de corriente se hace independiente del potencial aplicado cuando el
electrodo esta totalmente polarizado. En este sentido el potencial de polarizacioén obtenido
es similar al de otros materiales carbonaceos como grafito y nanotubos de carbono,

utilizados en el grupo de investigacion para la fabricacion de transductores compdsitos.
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Figura 4.8 Determinacion del potencial de polarizacion utilizando el electrodo de rGO2 de
15%. Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de acido
ascorbico en una disolucion de PBS 0,1M y KC1 0,1M. La frecuencia de escaneo utilizada es
10 mV-s™.

4.2.2 Calibrados de los sensores

Mediante amperometria hidrodinamica se determinaron los pardmetros de calibracion de
dos sensores nanocompdsitos de distinta composicion de rGO2, conun 11 % y 15 % de
material conductor. Las medidas fueron registradas a 450 mV vs. Ag/AgCl con agitacion

controlada (Figura 4.9).

Se escogieron estas composiciones para poder comparar la respuesta obtenida en la zona
de percolacion definida entre las composiciones de 11 % y 14 % y la zona de baja
resistividad (14 % y 16 %). De esta manera se pueden comparar los diferentes parametros
analiticos obtenidos para ambas composiciones del transductor (NPC y LRC) y de esta
manera definir las mejores propiedades analiticas. De los calibrados obtenidos se
determind el intervalo de respuesta lineal de concentracion, la sensibilidad del sensor y el
LD. El LD fue determinado experimentalmente como la minima concentracion de acido
ascorbico detectable bajo las condiciones de trabajo. Como se puede observar en la Tabla
4.4, el intervalo lineal de respuesta es ligeramente superior a medida que aumenta la carga
de rGO2 en el transductor. De la misma manera el LD y la sensibilidad del sensor
aumentan a medida que incrementa el porcentaje de material conductor en el transductor
nanocompdsito. La sensibilidad de los electrodos aumenta con la carga de grafeno en su
composicion. Esto se debe al aumento de conductividad del material, generando

intensidades mas altas y pendientes de calibracion mayores. Sin embargo, los
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transductores con una carga inferior de grafeno en su composicion presentan limites de
deteccion mas bajos. Esto se debe a que los valores de la capacidad de la doble capa son
mas pequefios en composiciones cercanas a la percolacion, aumentando los valores de la
relacion sefial/ruido. Estos resultados confirman que un sensor de composiciones
pertenecientes a la zona de NPC, pese a tener una menor sensibilidad, presenta un mejor

LD.

>

-
o

(0]
1

Intensidad / pA

0 50 100 150 200 250 300

[C,HO,]/uM

18 4
< 15
1 4
~ 124
"o J
£
= 6-
8 .
o 34
— -

0 T T T T T T T T

0 100 200 300 400

[C,HO,]/uM

Figura 4.9 Curvas de calibracion obtenidas para dos sensores de rGO2 de distinta
composicion. Sensor con 11% rGO1 (A) y sensor con 15 % de rGO2 (B) en el transductor
nanocomposito.
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Por otro lado, la estabilidad y la reproducibilidad observadas en la respuesta de los

sensores de composiciones correspondientes a la zona de NPC es mejor que en la zona

LRC, como se deduce de la mayor incertidumbre experimental (desviacion estandar)

observada para los sensores fabricados con transductores de mayor composicion de rGO.

Tabla 4.4 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para los

sensores del 11 % y 15 % de rGO1, utilizando como analito acido ascorbico. Medidas efectuadas

en una disolucion de PBS 0,1 M y con un potencial de trabajo 450 mV (n=3, para el calculo de la

sensibilidad y del LD).
Intervalo lineal Sensibilidad LD
Sensor rGO1 % (uM) (UA-L-pM) ©M)
NPC 11 1-294 0,0294 + 0,0002 1,5+0,7
LRC 15 1-391 0,035 + 0,001 3,1£0,3

4.3 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo han permitido extraer diferentes conclusiones:

Se ha podido sintetizar rGO a partir de grafito comercial de diferentes
caracteristicas morfoldgicas. La sintesis de rGO se ha realizado utilizando dos
tipos diferentes de grafito comercial, obteniéndose dos nanomateriales
completamente distintos desde el punto de vista morfologico, estructural y
electroquimico. Se ha podido escalar el método de sintesis establecido para
obtener rGO en una escala multigramo. Este hecho es necesario para asegurar una
cantidad suficiente de rGO para la construccion de transductores de las mismas

caracteristicas electroquimicas.

La respuesta electroquimica de los transductores nanocompoésitos basados en
oxido de grafeno reducido, rGO, obtenido de distintos materiales de partida,
muestra una gran diferencia en lo que al material conductor final se refiere. El
rGO2 presenta unas propiedades electroquimicas mejores, respecto al rGO1. Este
hecho se podria atribuirse a la morfologia que presenta el grafito de partida

previamente a la sintesis de Hummers. Ya que el método de sintesis ha sido el
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mismo en ambos casos, se puede concluir que el grafito con una estructura laminar
proporciona unas cantidades de rGO apropiadas para el desarrollo de sensores
transductores electroquimicos. La morfologia y estructura del grafito de partida

que utilicemos definira las propiedades electronicas del rGO que se obtenga

La respuesta electroquimica de las dos series de transductores construidos con los
diferentes rGOs obtenidos, presenta diferencias significativas en lo que al material
conductor respecta. Dado que el rGO1 dio lugar a transductores con una alta
resistividad eléctrica, y teniendo en cuenta las CV obtenidas, se descart6 el uso de
este nanomaterial obtenido a partir del grafito 1, para la construccion de

transductores electroquimicos.

Finalmente, se ha evaluado la respuesta analitica de los sensores, utilizando la
amperometria hidrodindmica como técnica analitica. Los resultados obtenidos
corroboraron la utilidad del rGO para el desarrollo de transductores
electroquimicos y sensores. Los sensores de composicion del 15% de rGO2
presentan la suficiente sensibilidad y LD para posibles futuras aplicaciones en el

desarrollo de (bio)sensores para la deteccion de analitos de interés.
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CAPITULO5

Sintesis de materiales hibridos para el desarrollo de

transductores basados en nanocompositos de oxido de grafeno

La nanotecnologia se ha convertido en los ultimos afios en unos de los campos mas
excitantes en la quimica analitica.! Hoy en dia existen una gran variedad de
nanomateriales, especialmente nanoparticulas (NPs) con diferentes propiedades
enfocadas a diferentes aplicaciones dentro de la quimica analitica.?® Debido a su pequefio
tamano, las NPs poseen propiedades quimicas, fisicas y electronicas que las difieren del
material en estado bulk. Existen un gran nombre de NPs, con diferentes formas, tamafios
y elementos que determina las propiedades de las mismas NPs.** En electroquimica las
NPs pueden tener diferentes funciones cuando se aplican en sensores enzimaticos,
immunosensores etc. Generalmente, las NPs metalicas poseen excelente conductividad
eléctrica, por lo que son utilizadas como “cables electronicos” aumentando la
transferencia electronica entre los puntos electroactivos de un transductor.®® Las NPs
pueden desempeiiar diferentes funciones en el desarrollo de sensores electroquimicos,
como son la inmovilizacion de biomoléculas en la superficie de la NP, la catalisis de

reacciones electroquimicas o el aumento de la transferencia electronica entre otras.>?!!

Desde el aislamiento de una sola lamina de grafeno por Konstantine Novoselov y Andre
Geim,'? el desarrollo de transductores y biosensores basados en rGO, y la aplicacion de
este nanomaterial, ha aumentado significativamente.'® Esto es debido a las propiedades
electrénicas unicas que este material presenta respecto a otros materiales carbondceos
como el grafito, nanotubos de carbono, entre otros.'* ' Las propiedades electroquimicas
del rGO otorgan a este material unas cualidades dptimas para el desarrollo de biosensores

electroquimicos.
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Los sensores electroquimicos requieren frecuentemente del uso de modificadores
quimicos con el objetivo de mejorar la sensibilidad y selectividad frente a un analito de
interés. Estas modificaciones suelen incorporar moléculas en la superficie del rGO que
aumentan la capacidad hidrofilica del material transductor, que provoca un efecto
preconcentrador del analito en la superficie del electrodo, dando lugar a un aumento de
la intensidad de corriente.®* 11"~ Por otro lado, la modificacion de los transductores con
moléculas biocataliticas como las enzimas, permite aumentar la selectividad de los
sensores. El reconocimiento especifico entre un determinado analito y los centros activos
de la enzima correspondiente, hace que el analito sea reconocido de forma selectiva,

dando lugar a una reaccion biocatalitica que genera una especie electroactiva.

Con el objetivo de mejorar las propiedades electroquimicas de los transductores
desarrollados en este trabajo, se procedid a la funcionalizacién del material conductor
(rGO) con nanoparticulas metalicas (NPs). Las pequefias dimensiones de las NPs,
confieren a los materiales que las incorporan un efecto catalitico en la transduccién
electroquimica, permitiendo ademas la funcionalizacion posterior del material conductor
con moléculas bioldgicas y aumentando la selectividad de los dispositivos desarrollados.
Ademas, debido al pequefio tamafio que éstas tienen, la composicién dptima del material

nanocompdsito transductor no se ve significativamente alterada.

Una dispersion de NPs esféricas de Au, presenta un espectro de extincién con un maximo
de absorbancia centrado en 520 nm.?° Esto es debido a la oscilacion coherente de los
electrones mas polarizables del metal, cuando son irradiados con una fuente UV-Vis. Otra
caracteristica que se debe tener en cuenta es la relacion entre el volumen y la superficie,
la cual es mayor cuanto mas pequena es la NP. Esto confiere a la NP una gran area
superficial, con lo que se obtiene un material conductor con muchos mas puntos
reactivos.*>2! En este aspecto la funcionalizacion de rGO con NPs metalicas, ofrece la
posibilidad de obtener un nanomaterial hibrido con caracteristicas totalmente diferentes.
Es conocido que el Au, Pd, Ag y otros metales, catalizan la oxidacion del peréxido de
hidrogeno, por lo que en este trabajo se ha funcionalizado rGO con NPs de Au, Pd, y Ag
con el objetivo de construir electrodos nanocompdsitos, utilizando como material

conductor rGO funcionalizado y evaluar las propiedades electroquimicas que se derivan.

Con el objetivo de obtener un nanomaterial hibrido se han aplicado dos estrategias

distintas complementarias. Por un lado, se han incorporado NPs en la matriz del
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nanocompdsito y, por otro, se ha funcionalizado el material conductor (NPs@rGO) antes
de la preparacion del nanocomposito. La primera estrategia consiste en utilizar la técnica
intermatricial. Esta técnica se basa en el uso de una resina catidnica que actiia como molde
para albergar las NPs sintetizadas. Posteriormente, esta resina es calcinada, obteniéndose
un residuo solido correspondiente a las NPs. Frecuentemente, este método proporciona
una buena distribucion de NPs en la matriz soporte. La segunda estrategia implementada
en esta tesis doctoral es la reduccion del GO y su funcionalizacion simultdnea con NPs
metalicas. Este procedimiento permite la obtencion de rGO funcionalizado con NPs

metalicas con una buena distribucion de las NPs en éste.

5.1 Sintesis intermatricial de nanoparticulas metalicas

La sintesis intermatricial es una metodologia in-situ para la preparacion de
nanomateriales hibridos. La principal ventaja de esta técnica es que, con frecuencia, se
obtiene una distribucion homogénea del tamafio de las NPs en la matriz soporte. Este
hecho es de gran importancia para maximizar las propiedades para las diversas
aplicaciones. Es importante destacar que, con el objetivo de maximizar el efecto catalitico
del nanomaterial es crucial obtener una distribucion de NPs lo méas homogénea posible
en cuanto a tamafo, en la superficie del polimero, con el objeto de proporcionar el

maximo numero de centros cataliticos. 2> 2>

En aplicaciones electroquimicas una buena distribucion de NPs en el nanocomposito
proporcionara una conductividad electronica idonea en la superficie del electrodo y, por

consiguiente, una buena transferencia electronica en el transductor.

La distribucion de NPs en el polimero esté relacionada con el tipo de agente reductor que
se utiliza durante la reduccion quimica. El efecto de exclusion de Donnan (Figura 5.1)
sirve para explicar la distribucion final de NPs en el polimero. Este fendmeno se basa en
la imposibilidad que tienen los iones de difundir hacia una fase heterogénea. Esto sucede
cuando las cargas electrostaticas de las especies son iguales a la de los grupos funcionales

de intercambio i6nico.?
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Figura 5.1 Representacion esquematica del efecto de exclusion de Donnan durante el
intercambio de iones. Repulsion de iones de misma carga electrostatica.

Esto impide que los iones difundan al interior del polimero, por lo que se obtiene una
distribucion de NPs mayor cerca de la superficie del polimero. Por contrapartida, si se
utiliza un agente reductor con carga neutra probablemente se obtiene una distribucion de

NPs en el interior y exterior de la matriz polimérica soporte.

Como se ha comentado en la seccion 3.3, para la sintesis de NPs de Au y Ag se utilizo
una resina de intercambio catidnico que contiene grupos sulfénicos (R-SO3) en la
superficie del polimero. Las NPs obtenidas fueron extraidas del polimero por calcinacion
de éste, e integradas posteriormente en la matriz del nanocomposito durante el proceso

de preparacion del material compuesto, antes del proceso de endurecimiento.

5.1.1 Sintesis intermatricial de nanoparticulas de Ag utilizando un polimero

de intercambio catidnico

Con el objetivo de obtener NPs de Ag se procedio a utilizar la resina de intercambio
cationico, Purolite C100-E (Figura 5.2). Esta resina estd funcionalizada con grupos
R- SO3™ como grupos de intercambio catidnico y tiene una capacidad de intercambio

ionico de 2,1 meq/g.
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Figura 5.2 Micrografia SEM de la resina de intercambio cationico C100-E.

El proceso de sintesis intermatricial se lleva a cabo en dos etapas detalladas a
continuacion. En una primera etapa se introduce en la resina la sal precursora del metal
del cudl se desea obtener las nanoparticulas. En este caso se utilizd una sal de AgNO3

(Reaccion 5.1):

R —SO3Na* + Ag* -» R—S03Ag* + Na* (Reaccidn 5.1)

Una vez se han cargado los grupos sulfoénicos con el ion metélico, se procede a la

reduccion quimica utilizando NaBH4 como agente reductor (Reaccion 5.2):

R — SO3Ag* + NaBH, + 3H,0

— R —S03Na* + 7/2H, + B(OH); Ag® (Reaccion 5.2)
En la Figura 5.3 (A) se muestran las perlas de resina C100-E con NPs de Ag en la
superficie del polimero. Se observa una superficie mas rugosa como se puede ver también
en la figura 5.3 (B y C). Cabe destacar que no se logré obtener una distribucion de tamafio
homogénea de las NPs metalicas generadas. Las NPs formadas presentan un tamafio
irregular, con un tamafo medio (~ 150 nm) muy superior al deseado, un orden de
magnitud inferior, debido a la aglomeracion de NPs que se produce. El diagrama EDX
(Figura 5.3 D) permitio confirmar la presencia de Ag. Como el objetivo final de la sintesis
era obtener una dispersion de NPs de Ag de un tamafio homogéneo en forma de polvo, se

procedid a calcinar el polimero para poder obtener residuo solido correspondiente a NPs
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de Ag. El proceso térmico se llevo a cabo a 450 ° C, y se obtuvo el producto resultante

que se muestra en la figura 5.4 (A).

Intensidad / u.a

o 2 4 6 8
Energia / KeV
Figura 5.3 Micrografias TEM de la resina C100-E funcionalizada con AgNPs, a distinta
escala 200 pm (A), 200 nm (B) y 2 um (C), (D) Espectro EDX de las NPs de Ag sintetizadas
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Figura 5.4 Caracterizacion de la resina calcinada. Micrografia de la resina C100-E
calcinada (A). Espectro EDX (B).

Como se puede observar en la Figura 5.4 (A) la calcinacion no llegd a ser completa,
dejando abundantes residuos organicos. En la Figura 5.4 (B) se puede observar el espectro

EDX de la resina calcinada. En él se observan elementos como el azufre, debido a una
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incompleta calcinacion de la resina y un alto contenido en carbono. Dada la imposibilidad
de obtener NPs de un tamafo adecuado y la aglomeracion de NPs, junto con la ineficacia
del proceso de calcinacion, se considerd no continuar con la sintesis de NPs de Ag para

el desarrollo y construccion de (bio)sensores electroquimicos por esta via.

5.1.2 Sintesis intermatricial de nanoparticulas de Au utilizando un polimero

de intercambio catidnico

Se estudid la sintesis de NPs de Au, debido a la importancia que tiene este metal como
catalizador en la reaccion de oxidacion del H20z. El perdxido de hidrogeno es un producto
de la catalisis enzimatica de un amplio grupo de enzimas llamadas oxidasas. La oxidacion
posterior del H202 producido en el proceso enzimadtico, sobre la superficie del electrodo,
permite la deteccion de muchos analitos bioldgicos que no pueden ser determinados
directamente por no ser moléculas electroactivas. Por este motivo se procedio a la sintesis
de NPs de Au, con el objetivo de obtener un catalizador que pudiera ser incorporado en
los (bio)sensores a desarrollar. En la figura 5.5 (A, B) se pueden observar las NPs de Au
obtenidas con dos estrategias diferentes. Estas NPs se presentan como poligonos

irregulares de un tamafo aproximado de 200 nm en su seccion mas larga.

En este caso se utilizé la sal HAuCls como fuente de Au. Pero, no se pudo realizar la
misma estrategia que la utilizada para la sintesis de NPs de Ag debido al anién AuCls
utilizado como fuente de Au. Como se ha comentado antes la resina cationica esta
funcionalizada con grupos sulfonicos que tienen una carga electrostatica negativa. De
manera que se procedié a realizar un desplazamiento galvanico utilizando dos metales
distintos como metal de sacrificio, Ag y Cu. El desplazamiento galvanico se basa en
afadir un paso previo a la sintesis de las NPs metalicas que consiste en posicionar un
metal, con un potencial de reduccidon adecuado (menor al potencial de reduccion del Au),
en la superficie de la resina. El objetivo es que se dé la reaccion de reduccion del cation
metalico de interés, proveniente de la sal de partida (Reaccion 5.3), y la oxidacion del

metal de sacrificio (Ag o Cu).

Ag®/Cu® + HAuCl, - Au® + Ag*/Cu?*t Reaccion 5.3

111



CAPITULO 5 - RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta las potenciales redox del Au (Eas®*/auv=1,31V) y los de la Ag y el Cu
(Eag™/ ag=0.80V, Ecu**/ cu=0,34V), se utilizaron estos metales en dos sintesis diferentes,
evaluando el desplazamiento galvanico entre Au/Ag y Au/Cu. Como se puede observar
en la Figura 5.5 ambas metodologias dieron lugar a NPs de Au en forma de poligonos
irregulares, pero si se observa el espectro EDX de las NPs obtenidas (Figura 5.5 (C y D)),
se evidencia la presencia de Ag y Cu en las NPs de Au obtenidas. Este experimento
confirma que permanece Ag o Cu en la resina, después del proceso de intercambio
galvanico, por lo que este se puede considerar incompleto. Por esta razon, se decidio
abandonar esta estrategia de sintesis y se optdé como alternativa, la via de la

funcionalizacion previa del material conductor.
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Figura 5.5 Micrografias TEM de la resina C100-E funcionalizada con Au/NPs con los
desplazamientos galvanicos estudiados: Au/Ag (A) y Au/Cu. Espectros EDX correspondientes al
desplazamiento de Au/Ag (C) y Au/Cu (D).
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5.2 Funcionalizacion de oOxido de grafeno reducido con

nanoparticulas metalicas

El objetivo de esta parte de la tesis es obtener un nanomaterial hibrido que combine las
propiedades electrénicas y electroquimicas del rGO con las propiedades cataliticas que
tienen las NPs metalicas. En este sentido se procedid a la funcionalizacion y reduccion
in-situ de GO con NPs metalicas de diversos metales, obteniéndose un nuevo
nanomaterial hibrido alternativo. En la figura 5.6 se muestra un esquema de la estrategia
sintética implementada. Esta estrategia consiste en funcionalizar el GO con la sal
precursora del metal y, posteriormente, proceder a reducir simultdneamente la sal y el
GO, para obtener rGO funcionalizado con NPs metélicas. Se ha de destacar que, en todos
los estudios realizados a partir de este punto se ha utilizado el grafito suministrado por
Sigma Aldrich (Grafito2, GO2, rGO2) porque, como se ha concluido en el capitulo
anterior, es el que presenta las mejores caracteristicas electroquimicas. Para simplificar,

a partir de este punto se utilizard la nomenclatura sin numeracion (GO, rGO).

A2 + e V9 e a8
S LI T oo M S ~:=%;5*3~5" e _NaBH, = 90808953 p
>3 E oo’ € 5)\ - Q '}'-\)‘J'\) J:?\Jf"’
._“5 ) ~e 3 ) o e J‘f: daq C9
GO M-NPs@rGO

Figura 5.6 Esquema de la estrategia sintética implementada para la reduccion de GO y
funcionalizacion simultanea de rGO con NPs@rGO.

El método propuesto, permite la incorporacion de NPs en la superficie del rGO, gracias a
los grupos funcionales que contiene el GO. Estos grupos sirven como puntos de
nucleacion para el crecimiento de las NPs. Los iones metalicos interaccionan con los
grupos funcionales del GO y después son reducidos con NaBHas, el cual reduce
simultaneamente al GO y a los cationes metalicos, obteniendo una dispersion homogénea
de NPs en la superficie del material conductor rGO. Las NPs generadas son quimio y
fisio adsorbidas en la superficie del rGO. El resultado es que no solo se encuentran NPs

en estos grupos oxidados sino también sobre la estructura de carbonos.
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5.2.1 Funcionalizacion de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas de

Ag, Auy Pd

La alta dispersion que tiene el GO en medios polares, permitié la facil funcionalizacion de los
grupos oxidados en la superficie del GO por iones Ag", AuCly, Pd(NH3),*". Se ha de destacar
que, en realidad, el GO no se disuelve en agua, sino que se dispersa en ésta debido a los grupos
polares que posee. Estos permiten que las laminas de GO se separen y se mantengan estables
rodeadas de moléculas de agua, lo que facilita su funcionalizacion.?® Por otro lado, en referencia
a los iones utilizados en la funcionalizacion se debe diferenciar entre cationes y aniones. En el
caso de los cationes las fuerzas intermoleculares de ion-dipolo y cation-n son las fuerzas
predominantes. Pero, en el caso del anion AuCly, es de esperar que la fuerza predominante sea
principalmente una interaccion anion-n. Como se puede observar en la Figura 5.7 (A, C, E),
después de la etapa de reduccion con NaBH,4 se obtuvo un nanomaterial hibrido formado por rGO
y NPs de Ag, Auy Pd. Las micrografias HR-TEM muestran la formacion de NPs de Ag, Au, y
Pd (Figura 5.7 A, C, E) de las tres sintesis realizadas. Teniendo en cuenta que el tiempo de
funcionalizacion de los grupos oxidados del GO y que los tiempos de reduccion con NaBH4
fueron los mismos en las tres metodologias, la diferencia de tamafio que existe entre las distintas

NPs es debida a una velocidad y estabilizacion de crecimiento diferente entre ellas.

Durante la caracterizacion de estos materiales, se esperaria que, en el caso de la Ag y el Au,
obtener un espectro de extincion donde se la banda UV-vis del rGO estuviera centrada sobre 267
nm, asi como la banda de absorcion plasmonica de las NPs de Ag y Au (Figura 5.7 B, D). En
ninguno de los casos se observd dicha banda, con lo que se concluyé que podria ser debido a un
guenching electronico por la aglomeracion de las NPs, o asociado a que el coeficiente de extincion
del rGO sea muy superior al de las NPs, por lo que las bandas de absorcion quedan solapadas bajo

el espectro de extincion del rGO.
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Figura 5.7 Micrografia HR-TEM de rGO funcionalizado con NPs de (A). Espectro EDX Ag-
NPs@rGO (B). Micrografia HR-TEM de rGO funcionalizado con NPs de Au (C). Espectro
EDX de Au-NP@rGO (D). Micrografia HR-TEM de rGO funcionalizado con NPs de Pd (E).
Espectro EDX de Pd-NP@rGO (F).
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5.2.2 Funcionalizacién de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas

bimetalicas de Au/Pd

En la bibliografia se pueden encontrar bastantes publicaciones en las que la oxidacion del

d,>! en concreto la

peréxido de hidrogeno es catalizada por aleaciones de Au y P
relacion 2:3 resulta una de las maés eficaces.’ Con el objeto de aprovechar este efecto
sinérgico, se procedio a la sintesis in-situ de NPs bimetalicas formadas a partir de Au'y
Pd. La sintesis es relativamente parecida a la que se ha detallado en la seccioén anterior
(5.2.1) para las NPs de Ag, Au y Pd. Sin embargo, en este caso en la primera etapa se
introducen a la vez las dos sales precursoras del metal (Figura 5.6) y, posteriormente, se

procede a la reduccion quimica simultanea con NaBH4 de ambos cationes y del GO.

Intensidad / u.a

0O 5 10 15 20 25 30

Energia / KeV

Figura 5.8 Micrografias HR-TEM pertenecientes a Au/Pd-NP@rGO a distinta escala: 20 nm
(A) y 100 nm (B). patron de difraccion de electrones, y EDX perteneciente a 2Au/3Pd-
NP@rGO (C, D).

116



Funcionalizacién de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas metalica

Para asegurar que la relacion final entre Au/Pd en las NPs era la idonea, se realizé la
sintesis partiendo de una relacion de sales adecuada, donde la relacién molar de ambos
metales fue 2:3 Au/Pd y otra en que la relacion era 1:2 Au/Pd. El resultado obtenido es
un nuevo nanomaterial bifuncionalizado con ambos metales y cuya superficie contiene

NPs mixtas de Au/Pd.

En la Figura 5.8 (A, B) se muestran las micrografias HR-TEM del nuevo nanomaterial
hibrido sintetizado. En estas se puede observar una buena dispersion de NPs sobre la
superficie del rGO, con un tamafio medio de NP aproximado de 5 nm. En la Figura 5.8
(C y D) se muestra el espectro de difraccion de electrones, confirmando la presencia de
una estructura cristalina que no pertenece al rGO sino a las NPs formadas sobre su

superficie.

El espectro EDX obtenido confirma la presencia de ambos metales, Au y Pd, en las NPs
formadas presentes en la superficie del rGO. También parece indicar que ademas de las
particulas bimetalicas de Au/Pd se obtienen NPs de Au independientes. Por otro lado,
cabe destacar que, con estos resultados obtenidos (Figura 5.8 C y D), no fue posible
establecer la relacion de Au/Pd en las NPs bimetalicas, ni tampoco el porcentaje obtenido
de Au-NPs respecto a 2Au/3Pd-NPs. La caracterizacion posterior de este material hibrido
intenta elucidar estas cuestiones. En la Figura 5.9 se pueden observar las micrografias

HR-TEM respecto al nanomaterial 1 Au/2Pd-NPs@rGO

Figura 5.9 Micrografias HR-TEM pertenecientes a 1 Au/2Pd-NPs@rGO a distinta escala:
0,5 um (A) y 50 nm (B)
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5.2.2.1 Caracterizacion cristalogréafica por rayos-X

La difraccion de rayos-X en polvo es una técnica muy Util para elucidar estructuras
cristalinas. Con el objetivo de conocer la naturaleza de las NPs formadas sobre la
superficie del rGO, se procedid al estudio cristalografico de una muestra del material
hibrido obtenido. Se caracteriz6 la muestra de 2Au/3Pd-NP@rGO mediante difraccion
en polvo de rayos X. En la figura 5.10 se puede observar el patron de difraccion de
2Au/3Pd-NP@rGO perteneciente a la zona donde coinciden las fases cristalinas de una
celda de Au y una aleacion de Au/Pd. Se puede afirmar que las nanoparticulas estan
formadas por una fase sdlida de Au (= 38° y 44°) y otra fase correspondiente a una
aleacion de Au/Pd (= 39° y 45°). No se pudo determinar el porcentaje de cada una de las
fases en el material funcionalizado (NPs@rGO), debido a la insuficiencia de picos

obtenidos.

Au Au/Pd

Au |, Au/Pd
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Figura 5.10 Patr6n de difraccion de rayos x en polvo (XRD) del material hibrido sintetizado.

5.2.3 Termogravimetria de los materiales hibridos sintetizados basados en

oxido de grafeno reducido

El objetivo de este estudio es determinar el grado de funcionalizacion del rGO con los
distintos metales en los materiales conductores sintetizados, utilizando el andlisis por
termogravimetria. Previamente a la construccion de sensores y biosensores se determind

la cantidad de metal total depositado sobre la superficie del rGO.
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En la Figura 5.10 se muestra el andlisis termogravimétrico de todos los nanomateriales
sintetizados menos el Ag-NP@rGO. Esta determinacion no se llevo a cabo por el caracter
reductor de la Ag y su tendencia a oxidarse a potenciales bajos, motivo por el que se
plantearon dudas sobre su eficacia como material para la construccion de (bio)sensores.
Las termogravimetrias obtenidas muestran como todo el rGO se descompone en H20 y
COz al llegar a 800°C. La linea roja perteneciente a Au-NP@rGO muestra una cantidad
total de Au del 62% después de eliminar todo el rGO. Este resultado sorprende
positivamente al compararlo con materiales similares en la bibliografia que presentan un
grado de funcionalizacién mucho menor. La cantidad de Pd en Pd-NP@rGO es del 33 %.
Mientras que la cantidad de metal total (Au y Pd) en el nanomaterial 2Au/3Pd-NP@rGO

funcionalizado con nanoparticulas bimetalicas de Au y Pd es del 51%.

Estos resultados revelan que hay un numero muy elevado de NPs sobre la superficie de
los materiales hibridos sintetizados en bases a rGO. En los casos analizados las cantidades
de metal depositado en la superficie del rGO, son ligeramente superiores a las encontradas
en la bibliografia y podria ser debido al gran nimero de grupos oxidados que contiene el
GO, lo cual favorece la carga de estos grupos con cationes metalicos, para posteriormente

reducir estos iones a su estado de oxidacion 0.
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Figura 5.10 Termogravimetria de los nanomateriales hibridos obtenidos utilizados en la
construccion de (bio)sensores.

119



CAPITULO 5 - RESULTADOS Y DISCUSION

5.6 Conclusiones

Las principales conclusiones extraidas de esta parte del trabajo experimental son las

siguientes:

La via de sintesis de NPs metalicas mediante la funcionalizacién de la resina
catidnica C100-E, su uso como matriz, y su posterior calcinacion, no llegd a ser
totalmente satisfactoria debido a la incompleta calcinacion de la resina que

impidio la recuperacion de las NPs sintetizadas de forma aislada.

Se ha establecido un método general que permite funcionalizar rGO con NPs de
diferentes metales. Se ha obtenido rGO funcionalizado con NPs metalicas de Ag,
Au, Pd, y bimetalicas de Au/Pd en diferentes porcentajes en el material hibrido
final. El método de sintesis implementado para la funcionalizacion de rGO con
distintas nanoparticulas metalicas, resulta robusto y extrapolable a cualquier metal

que pueda ser reducido con NaBHa.

Los experimentos termogravimétricos muestran un alto grado de funcionalizacion
de rGO con NPs metélicas. Con los resultados obtenidos se ha podido concluir
que el alto porcentaje de metal alcanzado estd asociado con la propia naturaleza
del material de partida. Durante la oxidacién del grafito utilizado a GO se
introducen un gran numero de grupos funcionales, los cuales actiian como centros

de nucleacion para las NPs metalicas con que se ha funcionalizado el rGO.
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CAPITULO 6

Desarrollo de biosensores amperométricos basados en materiales

compaositos hibridos nanoestructurados

La construccion de sensores amperométricos en base a los nuevos materiales hibridos
desarrollados, ha permitido mejorar notablemente las propiedades electroquimicas de los
(bio)sensores finales. Las propiedades sinérgicas que aportan estos materiales permiten
obtener un material nanoestructurado de propiedades mejoradas que proporciona
estrategias complementarias para el desarrollo de (bio)sensores, tanto desde el punto de
vista del incremento de actividad catalitica del transductor, como de la via de
funcionalizacion previa a la construccion de estos compositos con moléculas de

reconocimiento molecular biolégico.

Una vez sintetizados y caracterizados los materiales basados en rGO funcionalizado con
NPs metalicas, se procedid6 a la construccion de transductores compdsitos
nanoestructurados utilizando como material conductor los nanomateriales: Au-NP@rGO,
Pd-NP@rGO y Au/Pd-NP@rGO, este ultimo en dos relaciones distintas 2Au/3Au y
1Au/2Pd. Se construyeron electrodos nanocompositos con diferente carga de material
conductor y se evalué su efecto catalitico frente a H20: mediante técnicas

voltamperométricas.

Después se procedio a la construccion de (bio)sensores nanocompositos desarrollados
con materiales hibridos basados en NPs bimetalicas (2Au/3Pd-NP@rGO). Como prueba
de concepto de las capacidades electroquimicas de estos nuevos materiales hibridos y su
funcionalidad para el desarrollo de biosensores, fueron modificados con la enzima
glucosa oxidasa (GOD) para la determinacion de glucosa. Los biosensores han sido

caracterizados electroquimicamente por CV y evaluados electroanaliticamente.
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Finalmente, con el objetivo de mejorar la selectividad de este tipo de biosensores
amperométricos, se ha implementado la estrategia de medidas diferenciales para eliminar
de la sefial analitica la contribucion a la sefal de las interferencias presentes. Este estudio
se ha llevado a cabo utilizando como sustancia interferente modelo el acido ascorbico y

dos (bio)sensores electroquimicamente equivalentes.

6.1 Electrodos compositos nanoestructurados basados en 0xido de

grafeno reducido funcionalizado con nanoparticulas metalicas

Después de sintetizados y caracterizados los nanomateriales hibridos basados en rGO
funcionalizado con diversos tipos de NPs metalicas, se procedi6 a la construccion de
transductores compositos utilizando como material conductor estos nanomateriales. En
este capitulo se detallan los resultados obtenidos con el rGO funcionalizado con los tres
metales utilizados: Ag, Au, Pd y Au/Pd. Se ha estudiado la variacion de composicion de
material conductor (NPs@rGO) en el nanocomposito y el efecto catalitico de los metales.
Los electrodos construidos se caracterizaron electroquimicamente, mediante
voltamperometria ciclica. También se caracterizaron electroanaliticamente utilizandolos
en la deteccion de analitos de referencia, como acido ascorbico. Se evalto la capacidad
catalitica de estos sensores frente al perdxido de hidrégeno, mediante voltamperometria

de barrido lineal.

6.1.1 Electrodos nanocompositos basados en 6xido de grafeno reducido

funcionalizado con nanoparticulas de Ag

En primer lugar, se estudio la respuesta de los electrodos con rGO funcionalizado con
NPs de Ag. Es decir, los que contenian como material conductor Ag-NP@rGO.
Inicialmente se construy6 un electrodo con una composicion de 13% de Ag-NP@rGO.
Se selecciono esta composicidon por ser una composicion correspondiente a la NPC (ver
seccion 4.1.4) que aseguraba unas Optimas propiedades electroquimicas de los

transductores. Pero los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, ya que los electrodos
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con esta composicion resultaron ser muy poco conductores. Este comportamiento se
puede explicar teniendo en consideracion el porcentaje de NPs de Ag en el material
conductor. A pesar de no disponer de informacion sobre el porcentaje de Ag en rGO,
porque no se realiz6 el analisis termogravimétrico, se puede hipotetizar que este resultado
esta relacionado con que la cantidad de AgNPs (= 33-50%) es relativamente alta en
relacion con el rGO. Resultando en una cantidad efectiva de rGO en el nanocompdsito
inferior a la necesaria para que el transductor sea conductor, porque la composicion
relativa de rGO (< 7 %) se encontraria en la zona de HRC. Por lo que las particulas
conductoras de rGO estarian separadas en el material compuesto debido a la alta carga de
NPs de Ag. Por este motivo, se procediod a la construccion de transductores incorporando
como material conductor una proporciéon 10:2 de grafeno, sin y con NPs de Ag,

utilizdndose una mezcla rGO (10%) y Ag-NP@rGO (2%).
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1,2x10°*1 —
—cm
f‘:: — 12 mM
5 — 16 mM
= 9,0x107 1 20 mM
'_g —_—23 mM
"% 6,0x10°
o
Q
= 5
= 3,0x10°-
0,04

00 02 04 06 08 10

Potencial / V vs. Ag/AgCl

Figura 6.1 Voltamperograma de barrido lineal obtenido para el electrodo de composicion
10% rGO + 2% Ag-NP@rGO, en una disolucion 0,1 M de PBS con distintas concentraciones
de H»0,. Velocidad de barrido 10 mV/s.

Los resultados obtenidos mostraron que el transductor de esta composicion era lo
suficientemente conductor para realizar medidas voltamperométricas. Este hecho
corrobora la hipdtesis inicial, en la que se planteaba que, la alta carga de NPs de Ag en el
material compdsito provoca la separacion de las particulas conductoras que se encuentran
en cantidad insuficiente para que el material resultante sea conductor. Para la realizacion
del estudio de las propiedades electroanaliticas de los electrodos, se procedio a determinar
inicialmente el potencial de polarizacion para el H202. En la Figura 6.1 se muestra el

voltamperograma obtenido para la oxidacion del peroxido de hidrogeno. En €l se puede
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observar la oxidacion de la Ag a Ag2O a un potencial de 0,18 V. Este resultado evidencia
que durante la realizacion del blanco se oxidan la mayoria de las NPs metalicas de Ag
presentes en la superficie del sensor, por lo que se reduce el efecto catalitico al encontrarse
la Ag como Ag20. Esto sucede antes incluso de llegar a potenciales mas altos donde se
puede producir la oxidacion del H2O2. Como se puede observar en la Figura 6.1, los
voltamperogramas lineales obtenidos después del blanco, para las distintas
concentraciones de H2O:2 analizadas, no permiten identificar un potencial 6ptimo de
oxidacién del H20q, resultando estos practicamente iguales a los obtenidos para los
sensores de rGO2 y la deteccion de H2O2 mostrados en el capitulo 4 (Figura 4.9). Debido
a los resultados obtenidos con el nanomaterial rGO:Ag-NP@rGO (10:2) se decidié no

continuar con su uso en el desarrollo de (bio)sensores.

6.1.2 Electrodos modificados con 6xido de grafeno reducido funcionalizado

con nanoparticulas metalicas de Auy Pd

Los resultados obtenidos con los transductores nanocompdsitos de Ag-NP@rGO,
evidencian que la alta carga de NPs en el grafeno funcionalizado hace inviable la
construccion de sensores Unicamente con este nanomaterial. Todos los transductores
desarrollados a continuacion estan preparados con mezclas de rGO y NPs@rGO en
composiciones distintas, segun el tipo de NP metalica con la que ha sido funcionalizado
el rGO. Donde el rGO se mantuvo entre 11 % - 12 % y los nanomateriales hibridos entre

2 % - 3 %, siendo la carga total de material conductor nanocompdsito en un 14 %.

Como referencia inicial, se construyeron electrodos nanocompositos de dos materiales
conductores distintos: grafito y rGO, ambos de composicion correspondiente a la zona de
percolacion. Con el objetivo de comparar la respuesta de ambos materiales transductores
de composicion Optima y, por otro lado, la de los nanocompositos rGO + NPs@rGO con
el nanocomposito que Unicamente contiene rGO, se construyeron electrodos de grafito y

rGO con una carga de material conductor de NPC del 15 % y 13 %, respectivamente.!

Se compard la respuesta electroquimica de ambos transductores. En la Figura 6.2 se
muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos para ambos electrodos. Se ha de
destacar que el electrodo de 13 % rGO presenta una mayor actividad electroquimica que

el electrodo con una composicion de 15 % grafito. Ademas, la proximidad de los picos
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de oxidacion y reduccion en el caso del electrodo basado en rGO con respecto al de
grafito, muestra una mayor reversibilidad de la reaccion electrodica en la superficie del
electrodo. En la Tabla 6.1 se detallan todos los parametros electroquimicos obtenidos. Se
puede observar como la AE entre el pico de reduccion y oxidacion para el 13 % rGO, es

mucho mas pequeiia (0,36 V) que la del grafito 15 % (0,84 V).
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— Grafito 15%
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1,50x10™ -
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Figura 6.2 Voltamperogramas ciclicos obtenidos para electrodos nanocompdsitos de rGO
13% y grafito 15 %. Se utilizo una disolucion de KCI 0,1M con una concentracion equimolar
de [Fe(CNg)]> / [Fe(CNe)]* 0,01M. Velocidad de barrido 10 mV/s.

El electrodo de 13 % rGO tiene una Rcr ligeramente superior (51,8 %) a la del electrodo
de 15% grafito, pero un area electroactiva mayor también en un 51,8 % a la del electrodo
de grafito. Este resultado parece indicar que, si bien el electrodo de 13% rGO tiene una
resistencia a la transferencia de carga superior a la del electrodo de 15% grafito , debido
a la propia morfologia de este material conductor, en forma de lamina, esta aporta una
mayor area electroactiva en la superficie del electrodo. Es decir, aunque estas particulas
conductoras interactien menos entre ellas en la matriz del nanocompdsito, se produce la
suficiente transferencia electronica entre estas para que el electrodo sea un transductor

eficaz.

Este resultado corroboraria el comportamiento del electrodo de 13% rGO como un haz
de microelectrodos, ya que a pesar de tener una Rct el doble que la del electrodo de 15%
grafito, presenta un comportamiento electroquimico muy distinto. La Rcr esta asociada
directamente con la separacion de las particulas conductoras en el composito. Los
electrodos basados en rGO al tener un tamafio de particula mas pequefio muestran una

Rcr mayor por lo que el contacto fisico entre particulas es menor. Sin embargo, las
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propiedades eléctricas del grafeno, con respecto a las particulas de grafito, hacen que el
area electroactiva sea mucho mayor, lo que confiere a los electrodos basados en rGO unas
caracteristicas electroquimicas mucho mas ventajosas con respecto a los electrodos

basados en grafito.
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Figura 6.3 Voltamperogramas ciclicos obtenidos para los electrodos nanocompositos
basados en rGO funcionalizado con NPs metalicas. Se utilizé una disolucion de KCI 0,1M
con una concentracion equimolar de [Fe(CNg)]* / [Fe(CNg)]* 0,01M. Velocidad de barrido

10 mV/s.

En la Figura 6.3 se pueden observar los voltamperogramas ciclicos obtenidos para los
electrodos combinados de NPs@rGO+rGO. En concreto, la composicion de los
transductores es de 2 % Au-NP@rGO + 12 % rGO y 3 % Pd-NP@rGO + 11 % rGO.
Estas composiciones se han seleccionado en funcion de la carga de NPs en el rGO: 62%
Au y 33% de Pd (§ 5.2.3), para mantener constante el porcentaje de NPs en el
nanocomposito. La respuesta electroquimica de estos transductores ha sido comparada
con la composicion de referencia (NPC), un electrodo de rGO con una carga de material

conductor del 13%.

En la tabla 6.1 se recogen los valores de los parametros electroquimicos obtenidos de las
CVs. Como se puede comprobar la incorporacion de NPs de Au y Pd en el material
transductor produce variaciones en estos parametros. En ambos casos, se observa una
disminucién en la intensidad de pico de oxidacion y de reduccion. La diferencia de
potencial obtenida (AE) entre los picos, se mantiene practicamente constante respecto a
la del electrodo de 13 % rGO, aunque el area electroactiva disminuye ligeramente. Este
comportamiento se puede explicar por dos factores, la disminucion de carga de material

conductor rGO en el nanocomposito (entre 1 % para Pd 'y 2 % para Au) y la incorporacion
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de NPs metalicas de Auy Pd. En primer lugar, la disminucion de porcentaje de rGO en
la matriz del nanocompoésito provoca el aumento de la distancia de las particulas
conductoras y, por tanto, incrementa la Rcr del electrodo. En segundo lugar, la
sustitucion de rGO por NPs@rGO incrementa la distancia del material conductor en el
nanocompdsito. Este ultimo efecto esta asociado con el tamafio de las NPs metalicas,
aunque se compensa la disminucion de carga de rGO con el NPs@rGO presente. Se
provoca un incremento de la distancia entre las ldminas de grafeno del nanocomposito
debido al propio tamafio de las NPs que provoca un distanciamiento adicional entre las

particulas conductores del material.

Tabla 6.1 Parametros obtenidos de los voltamperogramas ciclicos de los transductores
nanocompositos construidos. Donde io es la intensidad de corriente de intercambio; Rer es la
resistencia a la transferencia de carga; Ip° es la intensidad de pico de reduccion; A es el area
electroactiva; AE es la diferencia de potenciales entre pico anodico y catddico, y Rer-A es la

resistencia a la transferencia de carga normalizada respecto al area electroactiva.

i R Ic A AE  RorA

% rGO 0 cr P ) -
(A) (9)) A) (em®) (V) (2 cm?)

13% rGO .I0E-04 22946 -2.99E-04 056 0395 128.50

15% Grafito 1,51E-04 166,55 -1,42E-04 027 0,836 44,97
2 % Au-NP@rGO

+12 % rGO
3 % Pd-NP@rGO

+11 % rGO

1,09E-04 231,91 -2,42E-04 0,45 0,400 104,36

3,36E-05 750,26 -1,81E-04 0,34 0,749 255,09

En concreto, el electrodo de 3 % Pd-NP@rGO presenta una Rcr superior en un 30 % a la
de los otros electrodos, también se puede apreciar una notable disminucion de las
intensidades de pico de oxidacién y reduccion, asi como del area electroactiva (ambas
39,3 %) respecto al electrodo 13 % rGO. La AE aumenta considerablemente (0,749V)
respecto al electrodo de 13% rGO (0,395 V), por lo que este electrodo presenta un
comportamiento mas parecido al de grafito del 15 %, que al del resto de electrodos. Esto
puede deberse a un mayor distanciamiento entre particulas conductoras de grafeno por la
presencia del material hibrido. El electrodo de Au-Np@rGO presenta una disminucion
del area electroactiva y de la I,°del 19,1 %, respecto al electrodo de 13 % rGO. Mientras

que la AE entre picos es aproximadamente la misma. Esto puede deberse a la propia

133



CAPITULO 6 - RESULTADOS Y DISCUSION

naturaleza de las particulas de Au sintetizadas y a la menor proporcion de éstas en el

material compuesto.

Las diferencias observadas para el electrodo con NPs de Pd respecto al electrodo con NPs
de Au, parecen estar asociadas solo con el porcentaje superior de Pd-NP@rGO en el
nanocompdsito, ya que el radio atdbmico de las NPs de Au (174 pm) es superior a las NPs
de Pd (137 pm), por lo que el efecto del tamafio atomico, por la relacion de tamainos
deberia ser el contrario y separar menos las particulas conductoras. La diferencia de 1%
entre ambas composiciones (2% Au-NP@rGO + 12% rGO vs. 3% Pd-NP@rGO vs 11%
rGO), provoca que, aunque la carga total de rGO se mantenga practicamente constante,
las NPs metalicas que funcionalizan el rGO, independientemente de su tamafio provoquen
una repulsion entre las laminas de grafeno. Por tanto, el efecto de la composicion

predomina sobre el efecto del tamafo de las NPs que funcionalizan el rGO.

En la Figura 6.4 se muestran los voltamperogramas ciclicos obtenidos para los electrodos
desarrollados con materiales hibridos que contienen particulas bimetalicas y mezcla de

dos tipos de grafeno funcionalizado con NPs metalicas de Au y Pd.
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Figura 6.4 Voltamperogramas ciclicos obtenidos para los electrodos nanocompositos basados
en nanomateriales hibridos de rGO bifuncionalizado con NPs metalicas de dos metales distintos.
Todos los transductores nanocompositos contienen 3 % de material hibrido y 11 % de rGO. En
el caso del nanomaterial mixto la relacidon entre Au:Pd es 2:3. Se utiliz6 una disolucion de KCI

0,1M con una concentracién equimolar de [Fe(CNe)]*" / [Fe(CNg)]* 0,01M. Velocidad de
barrido 10 mV/s.

En concreto, las composiciones de los transductores nanocompositos son 11 % de rGO +

3% de los distintos nanomateriales. Se han preparado las siguientes composiciones: 3 %
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2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO; 3 % 1Au/2Pd-NP@rGO + 11% rGO y 3% (Au-
NP@rGO plus Pd-NP@rGO) en proporcion 2Au:3Pd + 11 % rGO.

El objetivo de este estudio es determinar el efecto que tiene en la respuesta electroquimica
del nanocompdsito, la forma en que la nanoparticula se introduce en el nanomaterial
transductor. Las CVs fueron realizadas en una disolucion de [Fe(CNe)]*" / [Fe(CNe)]*
0,01 M, en un medio i6nico de KCI1 0,1 M. En la Tabla 6.2 se muestran los parametros
electroquimicos obtenidos para estos materiales transductores. Para simplificar la
informacion mostrada en la tabla, se ha el omitido en la columna de % rGO, el término
que hace referencia a los nanocompo6sitos preparados con nanomateriales hibridos. Todos
los transductores nanocompositos contienen 3 % de material hibrido y 11 % de rGO. En
el caso del nanomaterial mixto, la relacion entre Au:Pd es 2:3.

Tabla 6.2 Parametros obtenidos de los voltamperogramas ciclicos de los transductores
nanocompositos construidos. Donde ip es la intensidad de corriente de intercambio; Rer es la
resistencia a la transferencia de carga; I,° es la intensidad de pico de reduccion; A es el area
electroactiva; AE es la diferencia de potenciales de pico anddico y catédico v Rer-A es la
resistencia a la transferencia de carga normalizada respecto al area electroactiva. *Todos los
transductores nanocompositos contienen 3 % de material hibrido y 11 % de rGO (para simplificar

este se ha eliminado de la tabla). **En el caso del nanomaterial mixto la relacion entre Au:Pd es
2:3.

[ R I A AE Rcr A
% rGO* ° o i crd
Aa © A (cm?) M (2 cm”)
13% rGO 1,10E-04 229 -2,99E-04 0,56 0,395 128,50
3 % 2Au/3Pd-
5,95E-05 424 1,97E-04 0,37 0,536 156,88
NP@rGO
3 % 1Au/2Pd-
3,91E-05 644 -1,77E-04 0,33 0,733 139,92
NP@rGO

3 % Au-NP@rGO
plus P&-NP@rGO 6,10E-05 413 -227E-04 042 0,687 173,46

*%

Como se ha comentado en el capitulo anterior, el electrodo 2Au/3PdNPs@rGO y
1Au/2PdNPs@rGO difieren entre si por la ratio de concentraciones de las sales
precursoras utilizadas en sus sintesis; esta proporcion estd indicada en la nomenclatura
utilizada para identificar cada uno de los nanomateriales hibridos. Mientras que el tltimo

electrodo es la combinacion de grafeno funcionalizado con dos metales distintos obtenido

135



CAPITULO 6 - RESULTADOS Y DISCUSION

en dos sintesis independientes y después mezclados en una proporcion 2Au:3Pd. De
manera que este tipo de electrodo transductor, incorpora una mezcla Au@rGO y
Pd@rGO en proporcion 2:3 en el nanocompdsito. En general, como se ha visto antes
(Tabla 6.1) los electrodos modificados con NPs muestran una Rcr superior a la del

electrodo que solo contiene solo rGO sin funcionalizar.

Se puede observar un comportamiento general en este tipo de materiales transductores.
En este estudio con particulas bimetalicas y mezclas de dos tipos de NPs@rGO, se
observa la misma tendencia que para los electrodos nanocompoésitos construidos con rGO
funcionalizado con un solo tipo de NPs metalicas. El area electroactiva disminuye, la
separacion del potencial AE entre los picos de reduccion y oxidacion incrementa y, la Ret
incrementa de manera drastica respecto a la composicion de 13 % rGO. El AE entre picos
incrementa en los tres transductores respecto al 13 % rGO, siendo superior este
incremento para el transductor con 3 % de 1Au/2Pd@rGO (0,733 V), anadlogamente este
es el transductor que posee una menor area electroactiva (41, 1% inferior a la del 13 %
rGO) y presenta la mayor Rer (64% superior a la del 13 % de rGO). Por otro lado, el area
electroactiva del electrodo nanocompdsito de 3% de 2Au/3Pd-NP@rGO, presenta una
disminucion de area electroactiva similar al anterior del 39,9 % respecto al 13 % de rGO,
pero un incremento de la Rer algo inferior, del 45,5 % respecto al 13% de rGO. Siendo
la separacion entre picos algo menor que para el caso anterior (0, 536 V). En referencia
al tercer transductor con una relacion 2:3 de Au:Pd, con grafeno funcionalizado con
ambos metales, se puede observar un comportamiento electroquimico equivalente al del

transductor 2Au/3Pd-NP@rGO.

Por otro lado, la Rct normalizada con el area electroactiva se mantiene en torno a valores
similares para los tres transductores, no llegando a sobrepasar, en ningln caso, el 25,9 %
de incremento respecto al valor del 13 % rGO. Se puede concluir que el efecto de la
funcionalizacion de rGO con particulas bimetalicas o mezcla de NPs@rGO produce los

mismos efectos observados para los nanocompdsitos con un solo tipo de NPs metélicas.

Se puede concluir que, al igual que en el caso anterior, aunque la presencia de NPs
metalicas produce la separacion de las particulas conductoras de rGO dentro de la matriz
del nanocompdsito provocando una reduccion del area electroactiva e incrementando las
otras variables Rct, AE y Rer-A, el aumento de Rcr queda compensado por el area

electroactiva del electrodo nanocompdsito y, podran ser utilizados como transductores
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electroquimicos eficaces. En el siguiente apartado se describe el estudio sobre el efecto
catalitico de estas nanoparticulas metélicas con el objetivo de definir su aplicacion en

electroanalisis.

6.1.3 Determinacion del potencial de trabajo para la deteccion de peroxido

de hidrogeno mediante voltamperometria de barrido lineal

Con el objetivo de evaluar la capacidad catalitica de los transductores construidos se
determind, mediante la técnica de voltamperometria de barrido lineal, el potencial de

oxidacion de H202 de todos los electrodos nanocompositos construidos previamente.
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Figura 6.5 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de
H,0» Electrodos de 13 % rGO (A), 15 % grafito (B). Medidas efectuadas en una disolucion
0,1M PBS con fondo iénico de KC1 0,1M. Velocidad de barrido 10 mV/s.
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Las medidas fueron realizadas en PBS 0,1 M con fondo i6nico de KCI 0,1M. Los
resultados se han agrupado siguiendo el mismo orden de la seccion anterior (§ 6.1.2).
Comparando, en primer lugar, la respuesta de los electrodos de rGO/grafito y después los
de NPs@rGO + rGO. Finalmente, se muestran los resultados de los materiales hibridos

(rGO funcionalizado con particulas bimetalicas) + rGO y los nanocompoésitos mixtos

(Au-NP@rGO y Pd-NP@rGO).

En la Figura 6.5 se muestran los voltamperogramas obtenidos, para los electrodos
nanocompositos de 13% rGO y 15% grafito de composiciones NPC, en funcion de la
[H202]. Se puede observar un importante efecto catalitico del electrodo de rGO respecto
al del grafito que hace disminuir el potencial 200 mV. En el 13 % de rGO se puede
observar como a un potencial de 0,6 V se produce la oxidacion de H202, mientras que
para el electrodo de 15 % grafito no se observa la oxidacion hasta alcanzar un potencial

de, aproximadamente, 0,8 V.

Los resultados obtenidos permiten corroborar la eficacia de rGO como material
alternativo para el desarrollo de transductores. Las propiedades electroquimicas
mostradas por este material carbondceo permitirdn trabajar a potenciales de oxidacion
menores, lo que se traduce en un incremento de la selectividad de los (bio)sensores en su
aplicacion analitica. Se ha de destacar que la funcionalizacion de rGO con NPs,
independientemente de la estrategia de funcionalizacion utilizada, facilita la
incorporacién de catalizadores dispersos de una manera homogénea en el material
transductor. Esta dispersion eficaz confiere propiedades cataliticas afiadidas al rGO; lo
que a priori, provocara una disminucién del potencial de oxidacion y conllevara asociada

una mejora de la selectividad del (bio)sensor final.

En la Figura 6.6 se muestran los resultados obtenidos para los electrodos funcionalizados
con un Unico tipo de nanoparticulas metéalicas: Au-NP@rGO y Pd-NP@rGO. En la Figura
6.6 (A) se muestran los voltamperogramas lineales obtenidos con el electrodo de 2% Au-
NP@rGO + 12 % rGO para distintas concentraciones de H20z. Se observa que potencial
de oxidacion de H20: se encuentra a 0,6 V. Por tanto, en este caso, las NPs metalicas de
Au no modifican el potencial de oxidacion obtenido para el electrodo de 13 % rGO. En
la Figura 6.6 (B) se muestran los voltamperogramas obtenidos con el electrodo de 3% Pd-
NP@rGO + 11 % rGO para distintas concentraciones de H20z. Se puede observar que las

NPs metalicas de Pd, presentes en el transductor, hacen disminuir significativamente el
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potencial de oxidacion en mas de 100 mV, hasta un potencial de 0,5 V. Por tanto, se
observa un mayor efecto catalitico de los electrodos que contienen NPs de Pd respecto a

los del Au.
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Figura 6.6 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de
H,0,. Electrodos de 2 % Au-NP@rGO + 12 % rGO (A) y 3 % Pd-NP@rGO + 11 % rGO (B).
Medidas efectuadas en una disoluciéon 0,1M PBS con fondo i6nico de KC1 0,1M. Velocidad
de barrido 10 mV/s.

Este diferente comportamiento electroquimico puede explicarse por las diferencias
observadas respecto al area electroactiva y la Rcr (Tabla 6.1). El electrodo que contiene
3% Pd-NP@rGO presenta una reduccion del area electroactiva del 24,4 % respecto al de
2% Au-NP@rGO. Por otro lado, respecto a la Rcr, el electrodo con Pd incrementa su
resistencia un 69 % y el producto Rer-A en un 59 %, respecto al de Au. Se puede concluir
que el incremento de resistencia del transductor y la disminucion del area electroactiva,

asociados con la diferencia de composicion de 1% superior para Pd-NP@rGO vy el
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distanciamiento de las particulas conductoras ocasionado, queda compensado por un
mayor efecto catalitico de las NPs de Pd respecto a las NPs de Au en la oxidacion de

H20o.

En la Figura 6.7 se muestran los resultados obtenidos para los electrodos construidos con
rGO funcionalizado con NPs bimetalicas de Au/Pd (Figura 6.7 A y B) en dos
proporciones distintas, y la mezcla de rGO funcionalizado con Au 'y Pd en proporcion 2:3
(Figura 6.7 C). En todos los casos el porcentaje se mantuvo constante: 3 % de los distintos
nanomateriales hibridos y 11 % de rGO. Se puede observar el efecto catalitico de las NPs
metalicas en los tres tipos de electrodos. Respecto a los electrodos anteriores (Figura
6.6), no se obtienen diferencias significativas en el efecto catalitico de oxidacion de H202
y en todos los casos se obtiene un potencial alrededor de 0,6 V. Aunque el electrodo que
marca un comportamiento un poco distinto a los otros electrodos es el electrodo de 3 %
2Au/3Pd-NP@rGO. Para este electrodo se obtiene un potencial de oxidacion algo inferior
al resto, alrededor de 0,55 V. Aunque las diferencias entre este electrodo y el de
composicion 3% 1Au/2Pd-NP@rGO son minimas. El que tiene un peor comportamiento
es el electrodo construido con mezcla de rGO funcionalizado con dos tipos de NPs
metalicas. En este caso, la incorporacion de grafeno funcionalizado en la matriz del
nanocompdsito no parece tan favorable ya que desplaza el potencial de oxidacion hacia

un potencial mayor de 0,6 V; aproximadamente de 0,650 V.

Los resultados obtenidos permiten concluir que los nanomateriales que contienen NPs
metalicas de Pd parecen ser sensiblemente mas eficientes en la oxidacion de H202 que los
que solo contienen NPs metalicas de Au. Por otro lado, la mezcla de rGO funcionalizado
con dos NPS distintas, no parece tener un claro efecto positivo. Por tanto, se puede
concluir que los nanomateriales hibridos, obtenidos de rGO funcionalizado con NPs
bimétalicas, son lo que presentan mejores propiedades cataliticas para la oxidacion de

H>0:s.
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Figura 6.7 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de

H>0,. Electrodos de 3 % 2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO (A), 3 % 1Au2/Pd-NP@rGO + 11

% rGO (B), 3 % (Au-NP@rGO plus Pd-NP@rGO) + 11 % rGO (C). Medidas efectuadas en
una disolucion 0,1M PBS con fondo iénico de KCI 0,1M. Velocidad de barrido 10 mV/s.
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6.1.4 Caracteristicas electroanaliticas de los electrodos con nanomateriales

funcionalizados con NPs metalicas e hibridas

Con el objetivo de evaluar la respuesta electroanalitica de los sensores desarrollados y su
eficacia en la deteccion de H20z, se realizaron calibrados con H202 y se determinaron los
parametros de calibracion de cada uno de los sensores frente al H2O2. Las medidas se
llevaron a cabo mediante la técnica de amperometria hidrodinamica, a un potencial fijo

de 600 mV (vs Ag/AgCl) y utilizando un medio tamponado con PBS 0,1 M.

El potencial aplicado 600 mV se mantuvo constante en todos los calibrados para poder
comparar la respuesta de los distintos electrodos. Los parametros analiticos, como el
intervalo lineal de respuesta, el limite de deteccion y la sensibilidad fueron evaluados para
cada uno de los electrodos. En todos los casos las medidas se hicieron por triplicado y el
limite de deteccidon se calculdé como, la minima concentracion experimentalmente

detectable bajo las condiciones experimentales de trabajo.

En la Figura 6.8 se muestran los resultados obtenidos para el electrodo de 13 % de rGO
y los electrodos nanocompositos que contienen rGO funcionalizado con NPs metalicas

de Au o de Pd. En la Tabla 6.3 se recogen los parametros de calibracion obtenidos.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la sensibilidad cuando se modifica
los electrodos de grafeno con grafeno funcionalizado con NPs metélicas. En concreto, la
sensibilidad para el electrodo de 2 % de Au-NP@rGO es un 47,3 % inferior a la del 13
% de rGO y la sensibilidad para el electrodo de 3% de Pd-NP@rGO es un 63,4 % inferior
a la del 13 % de rGO. En contrapartida, el LD mejora significativamente, ya que para
ambos electrodos disminuye aproximadamente, una década de concentracion respecto al
electrodo de 13 % de rGO. Mientras que el intervalo lineal de trabajo se mantiene
constante. Los resultados obtenidos confirman que, a pesar de la disminucion de
sensibilidad observada, la incorporacion de rGO funcionalizado con NPs metélicas en la
matriz del nanocompdsito mejora la respuesta electroanalitica de los sensores.
Adicionalmente, la reproducibilidad y la estabilidad de la sefial medida se ve mejorada

respecto al electrodo de rGO.
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Figura 6.8 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodindmica en la
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deteccion de H>Os. Electrodos de 13 % rGO (A), 2 % Au-NP@rGO + 12 % rGO (B) y 3 % Pd-

NP@rGO + 11 % rGO (C). Potencial de trabajo: 600 mV. Medidas efectuadas en una
disolucion 0,1M PBS con fondo iénico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la

desviacion estandar).
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Tabla 6.3 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodindmica para deteccion
de H>O; con los electrodos nanocompositos de rGO modificados con NPs metalicas. Electrodos
de 13 % rGO, 2 % Au-NP@rGO + 12 % rGO y 3 % Pd-NP@rGO + 11 % rGO. Medidas
efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo ionico de KCI1 0,1M. El potencial de trabajo
es 600 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del limite de deteccion. La
incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Sensor Intervalo Sensibilidad LD
lineal (uM) (pA-L-pM1) (pM)
13 %rGO 9-972 0,0055 +0,0002 10+£1
2 % Au-NP@rGO 1-585 0,00290 +0,00001 1,2 +0,2
3 % Pd-NP@rGO 1-972 0,00200 +0,00002 1,2 £0,3

En la Figura 6.9 se muestran los resultados obtenidos para los electrodos que incorporan
NPs bimetalicas de Au/Pd en el electrodo nanocomposito y mezcla de NPs de Au:Pd en
proporcion 2:3. En la Tabla 6.4 se recogen los parametros de calibracion obtenidos para

estos electrodos.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion de la sensibilidad cuando se
modifican los electrodos de grafeno con grafeno funcionalizado con NPs bimetalicas.
Ademas, la sensibilidad incrementa ligeramente para el electrodo que contiene mezcla de
NPs metalicas Au:Pd en una relacion 2:3. En concreto, la sensibilidad para el electrodo
de 3 % de 2Au/3Pd-NP@rGO es un 58,2 % inferior a la del 13 % de rGO (Tabla 6.3) y
la sensibilidad para el electrodo de 3% de 1Au/2Pd-NP@rGO es un 50,9 % inferior a la
del 13 % de rGO (Tabla 6.3). En cambio, la sensibilidad para el electrodo 3% (Au-
NP@rGO plus Pd-NP@rGO) incrementa un 6,8 % respecto al electrodo de 13 % rG.
Posiblemente, porque este electrodo al prepararse con mezcla de Au-NP@rGO y Pd-
NP@rGO presenta una mayor cantidad de rGO efectiva disponible en la matriz. Esta
hipotesis estaria corroborada por el resultado obtenido en la caracterizacion
electroquimica del mismo (Tabla 6.2), ya que presenta un area electroactiva similar a la

del electrodo de 13 % rGO.

En contrapartida, el LD mejora significativamente, un orden de magnitud, para dos de los
electrodos, en relacion con el LD para el electrodo de 13 % rGO; mientras que para el
electrodo de 3 % 1Au/2Pd-NP@rGO el LD empeora (20 uM), duplicando el valor
obtenido para el electrodo de 13 % de rGO (10 uM) (Tabla 6.4).
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deteccion de H»O,. Electrodos de 3% 2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO (A), 3 % 1Au/2Pd-

NP@rGO + 11 % rGO (B) y 3% (Au-NP@rGO plus Pd-NP@rGO) + 11 % rGO (C).

Potencial de trabajo: 600 mV. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo

ionico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la desviacion estandar).
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Respecto al intervalo lineal de trabajo se mantiene el mismo orden de magnitud, a
excepcion del electrodo que contiene 2Au:3Pd que reduce la concentracion superior del
intervalo lineal, a la mitad de los otros electrodos. Los resultados obtenidos confirman
que, a pesar de la disminucion de sensibilidad observada, para los electrodos que
incorporan nanoparticulas bimetalicas, la disminucion de sensibilidad es equivalente a la
obtenida para los electrodos modificados con NPs de solo un metal. Andlogamente, al
caso de la incorporacion de rGO funcionalizado con NPs metalicas, se obtiene una mejora
general de la respuesta analitica de los sensores; asi como, de la reproducibilidad y la

estabilidad de la sefal medida respecto al electrodo de rGO.

Como conclusion de los resultados obtenidos, en la caracterizacion electroquimica y
electroanalitica, y como prueba de concepto, se decide continuar el desarrollo de un
(bio)sensor de glucosa utilizando rGO como material conductor base y el nanomaterial
hibrido formado por NPs bimetalicas de 2Au/3Pd-NP@rGO como catalizador. Se
selecciona este material porque asegura un LD lo suficientemente bajo y un intervalo

dindmico de respuesta, y sensibilidad adecuadas para su aplicacion.

Tabla 6.4 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para la
deteccion de H>O; con los electrodos nanocompésitos de rGO modificados con NPs bimetalicas.
Electrodos de 3 % 2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO, 3 % 1Au/2Pd-NP@rGO + 11 % rGO.
Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo i6nico de KCI 0,1M. El potencial de
trabajo es 600 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del limite de deteccion. La
incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Sensor Intervalo Sensibilidad LD
lineal (uM) (pA-L-pM) (M)
3% 2Au/3Pd-NP@rGO 1-585 0,0023 +0,0003 1,00+0,05
3% 1Au/2Pd-NP@rGO 20-508 0,0027 + 0,0002 20,0+£0,3
3% Au-NP@rGO plus Pd-
1-293 0,0059 + 0,0002 1,02 + 0,03

NP@rGO (2:3)
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6.2 Biosensores basados en electrodos nanocompdsitos de

materiales hibridos y glucosa oxidasa

El objetivo de esta parte del trabajo es la construccion y caracterizacion electroquimica
de biosensores desarrollados con nanomateriales hibridos de NPs bimetalicas y un enzima
modelo o de referencia. En concreto se ha seleccionado la enzima glucosa oxidasa (GOD),
debido a la experiencia del grupo de investigacion en trabajos previos con esta enzima y
su relativa accesibilidad econdémica.>® Como se ha discutido en la seccién anterior
(§ 6.1.4), los electrodos nanocompdsitos que mejoran la sefial analitica (LD, sensibilidad
e intervalo lineal de respuesta) y catalizan la oxidaciéon de H20O2 a un potencial menor
(= 0,6 V), son los que contienen 3% de 2Au/3Pd-NP@rGO en el nanocompdsito. En esta
seccion se describen los resultados obtenidos en la construccion de biosensores que

incorporan la enzima GOD en el material transductor nanocompdsito hibrido.

Se han construido tres tipos distintos de biosensores que contienen GOD, con/sin NPs
bimetalicas, de distinta composicion de rGO, y se ha comparado su respuesta
electroquimica con transductores nanocompoésitos sin GOD. Los electrodos han sido
preparados por parejas con/sin GOD para minimizar posibles diferencias en los

nanomateriales de partida: rGO y nanomateriales hibridos (§ 3.4.1).

En concreto se han preparado y comparado la respuesta analitica de los tres tipos de
biosensores siguientes: A) 13% rGO vs. 1% GOD + 13% rGO; B) 3% 2Au/3Pd-
NP@rGO + 10 % rGO vs. 1% GOD + 3% 2Au/3Pd-NP@rGO + 10 % 1GO y, C) 3%
2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO vs. 1% GOD + 3% 2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO.

En la Figura 6.10 se muestran los voltamperogramas obtenidos para los tres tipos de
biosensores construidos, agrupados por su similitud de composicion; es decir, mismo
material nanocomposito transductor, sin/con GOD. Los voltamperogramas ciclicos de los
diferentes biosensores se han realizado con una compensacion 6hmica y con una

disolucién de [Fe(CN)s]*”* 0,01 M en KC1 0,1 M .

En la Tabla 6.5 se muestran los parametros electroquimicos obtenidos de las CVs. En
general, se observa que la introduccion de la enzima en el material transductor produce
una disminucion del area electroactiva y un aumento notable de la separacion (AE) entre
los potenciales de picos de oxidacion y reduccion. Por otro lado, la Rer se comporta de

forma distinta segun los electrodos considerados.
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Figura 6.10 Voltamperogramas ciclicos obtenidos para los diferentes electrodos
nanocompositos construidos: 13 % rGO y GOD@rGO13y (A); 2Au/3Pd-NP@rGOiov y
2Au/ 3Pd-NP/ GOD@I‘GOlo% (B); 2Au3Pd@rG01 1%y 2Au/ 3Pd-NP/ GOD@I‘GOl 1%y
2Au/3Pd-NP/GOD@rGO11%. Se utilizé una disolucion de KCI 0,1M con una concentracion
equimolar de [Fe(CNg)]* / [Fe(CNg)]* 0,01M. Velocidad de barrido 10 mV/s.
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Se observa un comportamiento diferenciado entre los nanocompdsitos que no contienen
NPs bimetalicas (rGO sin/con GOD) y los que si las tienen (2Au/3Pd-NP@rGO sin/con
GOD).

En la Figura 6.10 (A) se muestran las CVs de los electrodos preparados tinicamente con
rGO sin/con GOD. Como se puede observar la forma de la CV del electrodo
nanocompdsito que contiene GOD, GOD@rGOi3%, muestra un comportamiento
electroquimico menos reversible que la del electrodo 13 % rGO, incrementando la
distancia entre los potenciales de pico y disminuyendo el valor de la I,°. Por otro lado, se
observa un incremento significativo de la Rcr que incrementa en un 42,6 % respecto al
electrodo de 13 % rGO, disminuye su area electroactiva en un 39,3 % e incrementa el
valor de la Rcr normalizada por el area (Tabla 6.5). Estos resultados evidencian que la
presencia de GOD en la matriz del nanocomposito produce un distanciamiento entre las
particulas conductores del material, lo que conlleva una disminucion del érea
electroactiva y el consecuente incremento de la Rer.

Tabla 6.5 Parametros obtenidos de los voltamperogramas ciclicos de los electrodos
nanocompositos constuidos. Donde i es la intensidad de corriente de intercambio; Rer es la
resistencia a la transferencia de carga; I,° es la intensidad de pico reduccion; A es el area

electroactiva; AE es la diferencia de potenciales de pico anddico y catddico, y Rer-A es la
resistencia a la transferencia de carga normalizada respecto el area electroactiva.

i R I,© A AE Rcr A
% rGO 0 cT p 2 cT :
(A) (€2) (A) (cm?) V)  (@em’)
13 % rGO 1,I0E-04 229  -299E-04 0,56  0,3953 128,50
GOD@rGO13v 6,31E-05 399 -1,80e-04 0,34  0,7225 135,67
2Au/3Pd-
3,85E-05 655  -1,76E-04 0,33 0,7441 216,15
NP@rGO1o%
2Au/3Pd-
2,65E-05 596  -1,72E-04 0,32  0,8226 190,72
NP/GOD@rGOio
2Au/3Pd-
6,12E-05 412  -2,23E-04 042 04552 173,04
NP@rGOn11%
2Au/3Pd-
7,82E-05 322 -2,07E-04 0,39  0,7519 125,58
NP/GOD@rGO11%

En la Figura 6.10 (B, C) se muestran las CVs de los electrodos nanocompositos que

contienen NPs bimetalicas sin/con GOD y dos porcentajes distintos de rGO (10% y 11%).
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Los resultados obtenidos muestran, como en el caso anterior, que la incorporacion de la
enzima modifica el comportamiento electroquimico del transductor haciendo que este
tenga un comportamiento menos reversible. Produciéndose una mayor separacion entre
los potenciales de pico y una pequefia disminucion en la I,°. Este comportamiento se
evidencia mas para el electrodo nanocomposito con un 10 % rGO (Figura 6.10 (B))
respecto al electrodo nanocompdsito con un 11% rGO (Figura 6.10 (C)). En este ultimo,
se compensa la separacion de las particulas conductores, provocada por la incorporacion
de la enzima, con el incremento de material conductor adicional, 1% de rGO. Esto hecho
se evidencia también la disminucion de AE observada entre el pico de oxidacion y

reduccion para este electrodo.

En referencia a los valores de Rer y al area electroactiva de los electrodos que contienen
NPs bimetalicas, estos presentan un comportamiento electroquimico distinto a los
electrodos que inicamente contiene rGO. Si bien, los resultados obtenidos evidencian que
la incorporacion de la enzima incrementa la distancia entre particulas conductoras; es
decir, entre laminas de grafeno, e incrementa la Rcr respecto a los electrodos 13 % rGO
y GOD@rGO13%, la presencia de grafeno funcionalizado con NPs bimetalicas parece
estabilizar la matriz del nanocompdsito. Este comportamiento se observa para ambos
electrodos independientemente de la carga de grafeno (10 % rGO y 11 % rGO), en ambos
casos se obtiene, comparativamente entre ellos, s6lo una pequefia disminucion del area
electroactiva y una sorprendente disminucion de la Rcr cuando se incorpora la enzima en

la matriz del nanocomposito.

El 4area electroactiva disminuye solo un 3% en los electrodos 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO10% respecto al electrodo de igual composicion sin GOD (Figura 6.9 (B)).
Mientras que para el electrodo 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO11% la disminucion observada es
mayor, del 7, 1 %, respecto al electrodo de igual composicion sin GOD (Figura 6.9 (C)).
Se ha de destacar que, en ninguno de los dos casos, la variacion del area electroactiva
llega al 39, 3% de disminucidén que se da para el electrodo de GOD@rGO13% sin NPs
bimetalicas. Estos valores estan en concordancia con los valores obtenidos de
disminucién de la Rct para ambos electrodos. En el primer caso, se reduce un 9 % la Rer
del electrodo 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO10% respecto al electrodo de igual composicion sin
GOD. En el segundo caso, se reduce un 21,8 % la Rcr del electrodo 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO11% respecto al electrodo de igual composicion sin GOD.
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Los resultados obtenidos para los electrodos nanocompositos de 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO (10 % y 11 %), permiten hipotetizar sobre la razéon de la mejora de las
propiedades electroquimicas del transductor nanocompdsito desarrollado con materiales
hibridos y GOD. Si se comparan entre si los electrodos con igual porcentaje de rGO, se
debe destacar la disminucion de la resistencia a la transferencia de carga del electrodo
con GOD respecto al electrodo sin GOD. Ademas, estos electrodos, para una misma
composicion de rGO, presenten un area electroactiva practicamente constante entre ellos.
Los resultados obtenidos parecen indicar que la incorporacion de la enzima en un
nanocompdsito que contiene un material hibrido optimiza la distribucion del nanomaterial
en la matriz, estabilizando, separando y dispersando eficazmente las laminas de rGO
funcionalizado con NPs bimetalicas. De esta manera se asegura el contacto eléctrico
minimo y suficiente entre las ldminas conductoras, ya que la Rcr disminuye cuando esta
presente 1 % de GOD en el transductor nanocompdsito. Este hecho se corroboraria con
el diferente comportamiento observado cuando en el nanocomposito solo tiene rGO
(Tabla 6.5) lo que provoca un incremento considerable de la Rcr (42,6 %) y una

disminucion importante del area electroactiva (39,3 %).

Los resultados obtenidos permiten concluir que los electrodos 1% GOD + 3% 2Au/3Pd-
NP@rGO + 11 % rGO, son los que aportan las mejores caracteristicas electroquimicas
(poca modificacion del area electroactiva y menor resistencia a la transferencia de carga
con respecto a los electrodos 2Au/3Pd-NP@rGO) y seran los que se utilizaran para la

aplicacion analitica de determinacion de glucosa.

6.2.1 Caracterizacion electroanalitica de los biosensores basados en

nanocompositos de materiales hibridos/glucosa oxidasa

Previo a la aplicacion de los electrodos nanocompdsitos modificados con GOD a la
determinacion de glucosa se caracterizaron electroanaliticamente. Primero, se evalu6 el
potencial de oxidacién del H202 con los electrodos de 13% rGO (con/sin GOD) y
segundo, con los electrodos nanocompoésitos modificados con particulas bimetalicas y

GOD (1% GOD + 3% 2Au/3Pd-NP@rGO + 11 % rGO).

En la Figura 6.11 se pueden observar los voltamperogramas de barrido lineal obtenidos

para los electrodos que no contienen NPs bimetalicas y solo contienen rGO: sin GOD
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(Figura 6.11 (A)) y con GOD (Figura 6.11 (B)). Se puede observar que la incorporacioén
de la enzima no tiene ningn efecto significativo en el potencial de oxidacion del H20z2,
ya que sigue estando en torno a los 0,6 V igual que para los electrodos nanocompositos
sin GOD (§ 6.1.3); tinicamente se puede observar una disminucién no significativa de la
intensidad de corriente, cuando se incorpora la GOD en el nanocompdsito. Esta
disminucion esté relacionada directamente con la disminucion del area electroactiva del

electrodo GOD@rGO respecto al de 13 % rGO, discutida en la seccion 6.2.
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Figura 6.11 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de
H>0,. Electrodos: 13 % rGO (A); GOD@rGO13+ (B). Medidas efectuadas en una disolucion
0,1M PBS con fondo iénico de KC1 0,1M. Velocidad de barrido 10 mV/s.

Se ha de destacar que, con el objetivo de incrementar la sensibilidad del biosensor de
glucosa, se fijara el potencial de oxidacion de H20: para estos electrodos en 0,7 V, ya que
se obtienen una mayor diferenciacion de intensidad a distintas concentraciones de H202

sin que el agua llegue a oxidarse significativamente.
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En la Figura 6.12 se pueden observar los voltamperogramas de barrido lineal obtenidos
para los electrodos que contienen 2Au/3PD-NP@rGO11%: sin GOD (Figura 6.12 (A)) y
con GOD (Figura 6.12 (B)). Se puede observar que la incorporacion de la enzima no
tiene ningiin efecto significativo en el potencial de oxidacion del H202, ya que sigue
estando en torno a los 0,6 V, igual que para los electrodos nanocompdsitos con NPs
bimetalicas sin GOD (§ 6.1.3). Aunque también se evidencia una pequefia disminucion

del potencial de oxidacion de H20: para el electrodo que contiene GOD.

Comparativamente a los electrodos de rGO, se puede observar un incremento no
significativo de la intensidad de corriente, cuando se incorpora la enzima GOD en el
nanocompdsito (Figura 6.12 (B)). Este incremento parece estar relacionado con las
pequenas diferencias observadas en el aréa electroactiva entre los dos electrodos, de tan
solo un 7,1 % inferior en el caso que contiene GOD. Por otro lado, el incremento en la
intensidad de corriente puede estar relacionado con las mejores propiedades

electroquimicas del electrodo nanocomposito que contiene GOD.

Como se puede comprobar en la Tabla 6.5, este electrodo presenta la mejor Rer- A (125,58
Q-cm?) de todos los transductores nanocompdsitos estudiados, siendo del mismo orden
de magnitud que la del electrodo de 13 % rGO (128,50 Q-cm?). Se ha de destacar que,
con el objetivo de incrementar la sensibilidad del biosensor de glucosa, se fijara el
potencial de oxidacion de H20: para estos electrodos en 0,7 V; ya que, al igual que para
los electrodos de rGO, se obtiene una mayor diferenciacion de intensidad a distintas

concentraciones de H2Ox.

Se ha de destacar que se mantienen los resultados obtenidos en la comparacion de la
respuesta del electrodo de 15% de grafito respecto al 13% rGO (§ 6.1.3). En este caso el
potencial aplicado en el electrodo 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO11% se reduce 200-300 mV
respecto al biosensor de grafito (1% GOD — 17% grafito) estudiado en trabajos previos,
donde el potencial de trabajo se situaba en torno a los 1000 mV.? Esta disminucion tiene
como efecto neto el incremento de la selectividad al disminuir el potencial de trabajo,
observandose ademas, una separacion significativa del potencial de oxidacion del H202

con respecto al agua.
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Figura 6.12 Voltamperogramas de barrido lineal obtenidos para distintas concentraciones de
H,0:. Electrodos: 2Au/3Pd-NP@rGO11% (A), 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO, ;4 (B). Medidas
efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo i6nico de KCl1 0,1M. Velocidad de barrido
10 mV/s.

6.2.2 Caracterizacion electroanalitica y evaluacion de la respuesta analitica

de los (bio)sensores

En este apartado se describen los resultados obtenidos de la caracterizacion
electroanalitica de los (bio)sensores desarrollados. Se ha comparado la respuesta analitica
de los electrodos con rGO sin/con GOD vy, posteriormente, se compara la respuesta
analitica de los dos electrodos construidos a partir de NPs bimetalicas,
2Au/3PANP@rGO, con y sin la enzima GOD. Se han realizado calibrados comparativos
para los 4 electrodos y se han evaluado los parametros de calidad de estos. Los calibrados

han sido realizados en un medio de tampén PBS 0,1M en fondo i6nico de KC1 0,1 M y el
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potencial de trabajo aplicado ha sido 700 mV (vs. Ag/AgCl). Se han realizado tres
calibrados sucesivos para cada electrodo, para poder estimar la incertidumbre
experimental. El limite de detecciéon se ha determinado experimentalmente como la

primera concentracion de H202 con sefial diferenciable del blanco.
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Figura 6.12 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodinamica en la
deteccion de H»Os. Electrodos de 13 % rGO (A), 2Auw/3Pd-NP@rGO1 14 (B), GOD@rGO:3y
(C) y 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO1 % (D). Potencial de trabajo: 700 mV. Medidas efectuadas en

una disolucion 0,1M PBS con fondo iénico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la
desviacion estandar).

En la Tabla 6.6 se recogen los resultados obtenidos: intervalo lineal de respuesta,
sensibilidad y limite de deteccion. Se puede observar como la incorporacion del enzima
GOD, en los electrodos nanocompdsitos, disminuye notablemente los limites de
deteccion para H20.. Paralelamente, la sensibilidad también disminuye tres 6rdenes de
magnitud. Si se compara la respuesta de los electrodos modificados con NPs entre si
(Figura 6.12 (B) y (D)), no se observan grandes diferencias en los parametros
electroanaliticos obtenidos. Aunque la sefial obtenida mejora respecto a los electrodos sin

NPs, obteniéndose menores intensidades de corriente, pero también menos ruido en la
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medida. Este hecho se corrobora con la disminucion del LD obtenida para los electrodos

con NPs bimetélicas.

Tabla 6.6 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para la
deteccion de H,O», Electrodos de 13 % rGO, GOD@rGO 30, 2Au/3Pd-NPs@rGO 1+ y 2Au/3Pd-
NP/s-GOD@rGO11%. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo ionico de KCl
0,1M. El potencial de trabajo es 700 mV. Donde n=3, para el célculo de la sensibilidad y del
limite de deteccion. La incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Intervalo Sensibilidad LD
Sensor lineal )
(LM) (mA-L-uM™) (M)
13 % rGO 6-972 0,00684+0,00006 6
GOD@rGOs3, 19-2912 0,0059 +0,0001 19
2Au/3Pd-
1-293 0,0071+0,0001 1
NP@rGO1%
2Au/3Pd-
6-391 0,0050+0,0001 6
NP/GOD@rGO11+

Una vez caracterizados electroanaliticamente los (bio)sensores, mediante la deteccion de
H202, se aplicaron en la deteccion de glucosa. En la Tabla 6.7 se detallan los parametros
de calibracion obtenidos para los dos biosensores: GOD@rGOi3% y 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO11%. Los calibrados han sido realizados en un medio de tampo6n PBS 0,1M
en fondo i6nico de KCI 0,1 M y el potencial de trabajo aplicado ha sido 700 mV (vs.
Ag/AgCl). Se han realizado tres calibrados sucesivos para cada electrodo, para poder
estimar la incertidumbre experimental. El limite de detecciéon se ha determinado
experimentalmente como la primera concentracion de glucosa con sefial diferenciable del
blanco. En la Figura 6.13 podemos apreciar las curvas de calibracion de glucosa obtenidas
para los dos biosensores. Se puede observar que la sensibilidad del biosensor que contiene
NPs bimetalicas es significativamente inferior al biosensor de GOD@rGO13%. Por otro
lado, como ocurria en el caso anterior, ¢l biosensor con NPs bimetalicas parece tener
seflales mas pequefias, pero con menos ruido, como se deduce de la incertidumbre

(estimada como la desviacion estandar) que presentan las medidas.

En la Tabla 6.7 se recogen los resultados obtenidos: intervalo lineal de respuesta,
sensibilidad y limite de deteccion. Se puede observar como la sensibilidad disminuye un
orden de magnitud para el biosensor con NPs bimetalicas. Se ha de destacar que la sefial
obtenida mejora respecto al electrodo sin NPs, obteniéndose intensidades de corriente
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menores, pero también menos ruido en la medida. Este hecho se corrobora también con

la mejora del LD obtenido para el electrodo con NPs bimetalicas (0,04 uM) respecto a

GOD@rGO13% (0,09 uM).

>
—
[X)
A

-c) -_L
o] (=]
L i

p
Py
i

Intensidad / pA

O
N

0lo T L L] L L L L L
00 05 10 15 20 25 30 35 40

[C(‘HuOG] / mM

0,40 4

Intensidad / pA @@

T T

00 06 12 18 24 30 36 42

[C,H _O,]/mM

Figura 6.13 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodinamica en la
deteccion de glucosa. Electrodos de GOD@rGO 139 (A) y 2Au/3PANP/GOD@rGO1 1, (B).
Potencial de trabajo: 700 mV. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo

ionico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la desviacion estandar).
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Tabla 6.7 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para la
deteccion de glucosa Electrodos GOD@rGOis% y 2Au/3PANP/GOD@rGO,1%. Medidas
efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo ionico de KCI1 0,1M. El potencial de trabajo
es 700 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del limite de deteccion. La
incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Intervalo lineal Sensibilidad LD
Sensor i
(uM) (mA-L-pM™) (uM)
GOD@rGOs3, 0,09-4 0,24+0,01 0,09
2Au/3Pd-NP/
0,04-4 0,084+0,002 0,04
GOD@rGOn1%

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad obtenida con el sensor 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO11% se estudio la variacion de la respuesta electroanalitica al incrementar
100 mV el potencial de trabajo. Los resultados obtenidos en el estudio de potencial de
trabajo (Figura 6.12), permitieron definir el potencial de trabajo de 0,7 V; pero también
se observa que a potenciales mayores las ondas anddicas se separen mas entre si y que la
intensidad incrementa. En concreto, se realizaron calibrados comparativos entre los
sensores con particulas bimetalicas sin/con GOD, para evaluar su respuesta frente a H20:

a un potencial de 0,8 V.

En la Figura 6.14 se muestran las rectas de calibrado obtenidas para ambos (bio)sensores.
En la Tabla 6.8 se muestran los parametros de calibracion obtenidos para ambos
electrodos (sin/con GOD). Se puede observar que los parametros de calibracion obtenidos
para el sensor y el biosensor son idénticos, unicamente difieren entre si, por una minima
diferencia, las sensibilidades obtenidas. Aunque la diferencia es muy pequefia, se aprecia
que el sensor con GOD tiene una sensibilidad ligeramente inferior. Este hecho se explica
por reduccion del area electroactiva que provoca la incorporacion de 1% de GOD en la
matriz del nanocomposito (ver tabla 6.5). Se puede comprobar que la sensibilidad del
biosensor incrementa dos 6rdenes de magnitud (98,6 %) respecto a un potencial de trabajo

de 0,7 V (Tabla 6.7).

Finalmente, con el objetivo de definir el biosensor con mejores caracteristicas de
respuesta: sensibilidad y LD, se compar6 los dos biosensores construidos con distintas
cantidades de rGO sin funcionalizar y la misma cantidad de rGO funcionalizado con NPs

bimetalicas (3 % de 2Au3PdNPs@rGO) y GOD (1 %). Como ya se ha explicado
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anteriormente (§ 6.2), su composicion solo difiere en el porcentaje de rGO en el material

transductor nanocomposito: 10 % y 11 %.
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Figura 6.14 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodindmica en la
deteccion de H,Oo. Electrodos: 2Au/3Pd-NP@rGO114 (A) y 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO1 1% (B).
Potencial de trabajo: 800 mV. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo
i6nico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la desviacion estandar).
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Tabla 6.8 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para la
deteccion de H»O,. Electrodos 2Au/3Pd-NP@rGO11% y 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO ;4. Medidas
efectuadas en una disolucion 0,1 M PBS con fondo i6énico de KC1 0,1 M. El potencial de trabajo
es 800 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del limite de deteccion. La
incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Intervalo lineal Sensibilidad LD
Sensor .
(HM) (RA-L-mM") (M)
2Au/3Pd-NP@rGOn1v 0,02-2 6,59+0,06 0,02
2Au/3Pd-NP/-
0,02-2 6,13+0,09 0,02
GOD@rGO11%

En la Tabla 6.9 se muestran los pardmetros de calibracion obtenidos, utilizando como
analito glucosa, a un potencial de trabajo de 800 mV. Se puede apreciar como la
sensibilidad aumenta un 68% cuando se incrementa la carga de material conductor,
mientras que el limite de deteccion empeora ligeramente incrementando su valor. En la
Figura 6.15 se muestran las dos curvas de calibracion obtenidas para los dos biosensores.
Se aprecia una respuesta mayor para el electrodo con 11% rGO (Figura 6.15 (B)). Aunque
aparentemente la incertidumbre experimental es mas pequena para este biosensor, el LD
incrementa significativamente (Tabla 6.9) aunque sigue siendo del mismo orden de

magnitud.

Los resultados obtenidos corroboran la informacién previa obtenida en la caracterizacion
de los transductores nanocompositos (Tabla 6.5). Donde el area electroactiva incrementa
al incrementar en 1 % el porcentaje de rGO en el nanocomposito; simultineamente, a la
mejora de la resistencia a la transferencia de carga normalizada (Rcr-A). En este caso, las
mejores caracteristicas electroquimicas las alcanza el biosensor con mayor carga de rGO
(11 %). Por tanto, estas propiedades se traducen en una mejora de las propiedades
electroanaliticas del sensor, con una sensibilidad, LD e intervalo lineal de respuesta,

potencialmente muy significativas.
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Figura 6.15 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodinamica en la
deteccion de glucosa. Electrodos: 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO 1o (A) y 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO % (B). Potencial de trabajo: 800 mV. Medidas efectuadas en una disolucion
0,1M PBS con fondo i6nico de KCI 0,1M (n=3, el error experimental es la desviacion
estandar).
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Tabla 6.9 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinamica para la
deteccion de glucosa. Electrodos 2Au/3Pd-NP/GOD@rGOio% y 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO.
Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo ionico de KCI1 0,1M. El potencial de
trabajo es 800 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del limite de deteccion. La
incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Intervalo Sensibilidad LD
Sensor
lineal (mM) (pA-L-mM1) (mM)
2Au3PdANP/GOD@rGOi1% 0,1-1,5 0,057+0,002 0,1
2Au3PdANP/GOD@rGOn1% 0,3-3 0,150+0,003 0,3

6.2.3 Estudio preliminar de la adaptacion de composicion del (bio)composito

nanoestructurado al uso de medidas diferenciales

Uno de los inconvenientes de utilizar métodos electroquimicos dindmicos, en concreto la
técnica amperométrica, es su limitada selectividad. La amperometria hidrodindmica se
basa en la aplicacion de un potencial que produce la reaccion de oxidacion o de reduccion
del analito en la superficie del electrodo de trabajo. En la técnica amperometrica, tratada
en detalle en la seccidn 1.2, se relaciona la intensidad de corriente asociada a este proceso
redox con la concentracion del analito. El principal inconveniente de esta técnica es su
limitada selectividad ya que, para un determinado potencial requerido para producir el
proceso redox del analito, cualquier otra especie presente en la muestra puede ser oxidada
o reducida simultdneamente en la superficie del electrodo. Esto sucede cuando el
potencial de oxidacion o reduccion requerido, para llevar a cabo el proceso redox de la
especie interferente, es un potencial inferior al necesario para el oxidar o reducir al

analito.

En el caso del biosensor de glucosa, podria ser oxidada cualquier especie presente en la
muestra que necesite un potencial de oxidacion menor a 800 mV; ya que este es el
potencial utilizado para oxidar el H202 producido en la reaccion enzimatica de oxidacion
de glucosa con GOD. De manera que toda especie electroactiva presente en la muestra,
susceptible de ser oxidada a un potencial menor de 800 mV, serd una interferencia. Esto
dificulta enormemente las medidas amperométricas cuando hay interferencias y hace
imprescindible un tratamiento previo de la muestra, para eliminar todas las especies que

pueden ser oxidadas junto con el analito durante el analisis.
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Con el objetivo de que la sefial analitica medida corresponda solo al analito, y que no se
vea afectada por la presencia de otras especies oxidables, se plantea por primera vez la
utilizacion de medidas diferenciales. El uso de medidas diferenciales permite eliminar de
la senal medida, la componente propia de las interferencias, quedando la sefial util o
analitica. Es decir, realizar una “resta” de intensidades obtenidas de un biosensor (con
enzima) que responde al analito y a las interferencias y de un electrodo no selectivo o
sensor (sin enzima) que solo responde a las interferencias (Figura 6.16). La idea es
construir un sensor y un biosensor que tengan las mismas propiedades electroquimicas y
que respondan de la misma manera al interferente de referencia. En una primera
aproximacion, se construyeron dos electrodos nanocompdsitos iguales, con la tUnica

diferencia que uno contenia enzima en el material transductor y otro no.

A B C
e~ - -
— o ]
=z = _—
£ — 7
Tiempo Tiempo Tiempo
Analito + Interferencias Interferencias

Figura 6.16 Esquema representativo de las medidas diferenciales, donde (A) corresponde a la
senal del biosensor, (B) corresponde a la sefial registrada por el transductor y (C) es la
diferencia entre sefiales biosensor/transductor, dando lugar a la intensidad generada por el
analito.

Por tanto, la estrategia consiste en hacer dos medidas consecutivas con dos electrodos
nanocompdsitos de igual composicidon con/sin enzima. Estas dos medidas permiten restar
la intensidad de corriente por la especie interferente, medida por el sensor Ii, a la
intensidad de corriente medida por el biosensor analito plus interferente (I2). Es decir, la
sefal del sensor (I1) y la sefial del biosensor (I2), donde I>>11 y obtener la sefial analitica

correspondiente al analito como, lanaito= I2-11.

Con este objetivo, se ha estudiado la viabilidad de las medidas diferenciales utilizando
como interferencia el acido ascorbico y dos electrodos con NPs bimetalicas

caracterizados y aplicados en este capitulo (Figura 6.17).
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Figura 6.17 Curvas de calibrado obtenidas mediante amperometria hidrodinamica en la
deteccion de acido ascorbico. Electrodos 2Au/3Pd-NP@rGO v y 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO11% (A), y electrodos 2Au/3Pd-NP@rGO 119 y 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO1 19
(B). Potencial aplicado: 450 mV. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo
ionico de KC1 0,1M (n=3, el error experimental es la desviacion estandar).

En la Tabla 6.10 se muestran los parametros de calibracion obtenidos para dos sensores
con distinta composicion de rGO: 10 % y 11%, y el biosensor: 2Au/3Pd-
NP/GOD@rGO11%. Se puede comprobar que el electrodo nanocompdsito 2Au/3Pd-
NP@rGOio% y el biosensor 2Au/3Pd-NP/-GOD@rGO11% tienen exactamente la misma
sensibilidad, asi como el mismo LD. Mientras que el sensor con 1 % mas de rGO
(2Au/3Pd-NP@rGO11%) tiene una sensibilidad superior al sensor 2Au/3Pd-NP@rGO10%,
lo que permite establecer que el sensor que tiene las caracteristicas de respuesta
electroanaliticas comparables al biosensor, es el que tiene menos carga de rGO (10 %).

Este resultado permite concluir que, para que los transductores nanocompdésitos con/sin
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enzima tengan un comportamiento electroanalitico equivalente, se ha de compensar la
disminucién del area electroactiva, asociada a la incorporacion del enzima en el biosensor
debido la de separacion de cargas conductoras que provoca, con una menor carga de
material conductor en el transductor nanocompoésito que actia como sensor. Este
resultado corrobora los obtenidos antes (Tabla 6.5).

Tabla 6.10 Parametros analiticos obtenidos mediante amperometria hidrodinadmica para la
deteccion de acido ascorbico. Electrodos de 2Au/3Pd-NP@rGO1 1%, 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO 1+,
y 2Au/3Pd-NP@rGO¢%. Medidas efectuadas en una disolucion 0,1M PBS con fondo i6nico de

KC1 0,1M. El potencial de trabajo es 450 mV. Donde n=3, para el calculo de la sensibilidad y del
limite de deteccion. La incertidumbre experimental se ha estimado como la desviacion estandar.

Sensor Intervalo lineal Sensibilidad LD
(mM) (rA-L-mM™) (mM)
2Au/3Pd-NP@rGOn1v 0,002-0,15 38,0+0,4 0,002
2Au/3Pd-
0,002-0,15 24,8+0,4 0,002
NP/GOD@rGO11%
2Au/3Pd-NP@rGO10% 0,002-0,15 24,1+0,3 0,002

Si bien los resultados obtenidos permiten verificar el mismo comportamiento de sensor y
biosensor frente al acido ascorbico a un potencial aplicado de 450 mV, el potencial de
trabajo que es necesario aplicar para oxidar el H2O2 es 800 mV. La sensibilidad de ambos
sensores respecto al acido ascorbico incrementa mucho respecto a la sensibilidad de los
mismos frente al H2O2. Principalmente, porque el intervalo lineal de respuesta para el
acido ascorbico es mucho mayor que para el H2O2. De esta manera, el objetivo final de
que ambos sensores respondan electroanaliticamente igual frente a la especie interferente
ha sido alcanzado. Siendo la condicion imprescindible para aplicar este tipo de estrategia
que [>>>1; para restar posteriormente las dos intensidades, y poder obtener la intensidad

correspondiente al analito.

Se ha de resaltar que el desarrollo de transductores nanocompositos basados en NPs
bimetalicas para el desarrollo futuro de (bio)sensores basados en nanocompositos de
rGO/epoxi aplicados a medidas diferenciales ofrece la posibilidad de variar y controlar la
sensibilidad y limites de deteccion de los (bio)sensores desarrollados. Pero seria necesario
un estudio mas exhaustivo de los electrodos nanocompositos para facilitar la medida

diferencial, donde los potenciales de trabajo y la relacion de concentraciones entre
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interferente/analito lo permita, para asegurar que se mantiene 2 (analito plus interferente)

> > T; (interferente).

6.3 Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas de esta parte del trabajo experimental son las

siguientes:
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No se ha observado un efecto catalitico en los electrodos nanocompdsitos que
contienen NPs metalicas de Ag. Las NPs de Ag se oxidan a un potencial de
oxidaciéon muy bajo (= 190 mV) lo cual impide el uso de este material
nanocompdsito para la construccion de electrodos transductores nanocompdsitos

y su posterior aplicacion como (bio)sensores.

Se han construido transductores electroquimicos a partir de rGO modificado con
NPs metalicas de diferentes tipos Au, Pd y NPs bimetalicas de Au/Pd. Estos
transductores nanocompositos han sido caracterizados electroquimicamente y
evaluados mediante amperometria hidrodindmica. Se ha conseguido disminuir
significativamente, a 800 mV, el potencial de oxidacién del H202. En concreto,
se ha reducido este potencial de oxidacion 200 mV, respecto a otros sensores
desarrollados anteriormente en el grupo de investigacion, como el sensor de 15 %
de grafito, cuyo potencial de oxidacidon es 1000 mV. En general, se ha observado
una mejora de la respuesta analitica y una mejor estabilizacion de la sefial
analitica, en todos los transductores que incorporan NPs en el nanocomposito,

independientemente del tipo de NP metélica.

Se han construido biosensores de GOD, utilizando como material conductor rGO
y 2Au/3Pd-NP@rGO. Se han estudiado distintas composiciones de
nanocompositos variando la cantidad de material conductor (rGO), el tipo de NPs
bimetalica (1Au/2Pd; 2Au/3Pd) y la cantidad de grafeno funcionalizado (Au/Pd-
NP@rGO) en el transductor nanocomposito. Las propiedades electroquimicas

optimas se han obtenido para el biosensor 2Au/3Pd-NPs/GOD@rGO11% de
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composicion: 1% GOD + 3% 2Au/Pd-NPs@rGO + 11 % rGO. Este biosensor ha
presentado unas Optimas propiedades electroanaliticas de respuesta frente a

glucosa.

Se ha evaluado la viabilidad del uso de medidas diferenciales en la técnica de
amperométrica hidrodindmica. Se utilizo el 4cido ascorbico como interferencia
analitica en la determinacion de glucosa. Se ha podido concluir que el uso de
medidas diferenciales, para eliminar las interferencias presentes en la muestra, es
viable, siempre y cuando, se tenga una pareja de transductor/biosensor que
responda electroquimicamente (potencial de trabajo) y electroanaliticamente
(intensidad de corriente, sensibilidad y limite de deteccidon) igual a la interferencia
que al analito que se esta analizando. Ya que es imprescindible que la relacion
entre las intensidades medidas por el sensor (interferencia) y el biosensor

(interferente mas analito) se mantenga siempre en una relacion de valores: [2>11.
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Conclusiones generales

El desarrollo de nuevos (bio)sensores basados en materiales carbonaceos, como grafito,
nanotubos de carbono y grafeno, ha experimentado un gran avance durante los ultimos
afios debido a las ventajas que ofrecen estos materiales. No obstante, la caracterizacion
de los componentes individuales que forman los nanocompositos ha quedado en un

segundo plano.

Durante la realizacion de esta Tesis doctoral se han abordado una serie de objetivos que
fundamentalmente, pretenden definir nuevos procedimientos sintéticos; asi como, la
implementacion de protocolos de caracterizacion con el objetivo de desarrollar nuevos
materiales nanocompositos para la construccion de (bio)sensores amperométricos con
propiedades optimas desde el punto de vista analitico. Este estudio se ha definido en base
a las similitudes de las propiedades electroquimicas que comparten los hanocompositos
con un haz de microelectrodos y las ventajas que estos aportan en referencia a la relacion

sefial/ruido.

Asumiendo este comportamiento, se ha estudiado la calidad analitica y la
reproducibilidad de la respuesta de los (bio)sensores amperométricos nanocompdsitos
basados en éxido de grafeno reducido desarrollados. En Tesis doctoral se ha sintetizado
Oxido de grafeno reducido utilizando diferentes tipos de grafito comercial como material
conductor, para posteriormente ser integrado en transductores electroquimicos. Esto ha
permitido concluir, la importancia que tiene la estructura y morfologia del grafito de
partida en el rGO resultante, el cual influye en gran medida en las propiedades

electroquimicas y electroanaliticas de los transductores nanocompositos desarrollados.
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La composicion del transductor, asi como, el tipo de rGO utilizado es decisivo para
obtener un transductor con la mejor respuesta analitica. Otro de los objetivos marcados
en este trabajo, ha sido la incorporacion de NPs metélicas en el material transductor con
el proposito de mejorar las propiedades analiticas del (bio)sensor final. La cantidad y
composicion de estas NPs en la matriz del nanocompdsito, mejora significativamente la
respuesta electroanalitica de los electrodos desarrollados gracias al efecto catalitico que
introducen las NPs metalicas disminuyendo, ademas, el potencial de trabajo en la

determinacién de un analito.

Finalmente, las estrategias de caracterizacidn han sido implementadas en la construccion
de un biosensor de glucosa utilizando glucosa oxidasa (GOD), y se ha estudiado el efecto
de los biomateriales compuestos nanoestructurados sobre las caracteristicas de respuesta
del biosensor. Para finalizar, y con el objetivo futuro de implementar los electrodos
desarrollados en analisis amperométricos de medidas diferenciales, se ha realizado un
pequefio estudio del efecto de la composicién de los nanocompdsitos sobre las
caracteristicas de respuesta de los electrodos, pensando en esta esta estrategia de analisis.

De forma méas concreta, a continuacion, se detallan las conclusiones parciales mas

relevantes extraidas de los estudios presentados en esta memoria:

1. Las caracteristicas morfoldgicas del grafito de partida utilizado en la sintesis de 6xido
de grafeno reducido definen las propiedades electroquimicas del material transductor

nanocomposito final.

a. Se ha sintetizado rGO a partir de diferentes tipos de grafito comercial. Se han
utilizado dos tipos diferentes de grafito comercial que han dado lugar a dos
nanomateriales completamente distintos desde el punto de vista morfolégico y
estructural. EI método de sintesis ha permitido obtener cantidades suficientes de
rGO para el desarrollo y fabricacion de transductores electroquimicos.

b. Se ha podido concluir que la respuesta electroquimica de los transductores
nanocompositos basados en rGO/epoxi, fabricados a partir de los distintos rGO
sintetizados, muestra una gran diferencia en lo que a las propiedades eléctricas se
refiere. Las caracteristicas estructurales y morfologicas del grafito de partida

determinan las futuras propiedades electroquimicas del rGO obtenido. ElI rGO2
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obtenido a partir de un grafito comercial de Sigma-Aldrich presenta unas
caracteristicas electroguimicas mejores, respecto al rGO1 obtenido a partir de un
grafito comercial de Merck. Esto es debido a las diferencias estructurales y
morfoldgicas del material de partida, por lo que estas afectan significativamente
a las caracteristicas del material conductor sintetizado.

c. Larespuesta electroquimica de las dos series de transductores construidos con los
diferentes rGO sintetizados, presentan diferencias significativas de
comportamiento electroquimico en lo que al material nanocomposito respecta. El
rGO1 dio lugar a transductores con una alta resistencia eléctrica, y teniendo en
cuenta las propiedades electroquimicas que estos transductores tenian, se descarto
su uso de este nanomaterial para el desarrollo y fabricacion de transductores

electroquimicos.

d. Se ha evaluado la respuesta analitica de los sensores mediante amperometria
hidrodinamica como técnica de analisis. Los resultados corroboran el uso de rGO
para el desarrollo y construccién de transductores electroquimicos. El sensor, con
una composicion del 15% de rGO2 presenta una buena sensibilidad y limite de

deteccion para su aplicacion en el desarrollo de (bio)sensores.

2. Durante los procesos de sintesis de grafeno es importante el grado de funcionalizacion
alcanzado del rGO obtenido, ya que esta funcionalizacion define la incorporacion
Optima posterior de nanoparticulas metalicas (NPs) que actian como catalizadores.

a. La sintesis de NPs metélicas mediante la técnica intermatricial, utilizando una
resina de intercambio catiénico C100-E como matriz, y su posterior calcinacion,
no llegd a ser totalmente satisfactoria, debido a la incompleta calcinacion del

polimero, impidiendo de esta manera la obtencion de NPs de forma aislada.

b. Se ha establecido una metodologia sintética, que permite funcionalizar el rGO con
NPs de diferentes metales. Se ha obtenido rGO funcionalizado con NPs metalicas
de Ag, Au, Pd, y bimetalicas de Au/Pd en diferentes porcentajes en el material

obtenido.
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C.

Los analisis termogravimeétricos muestran un alto grado de funcionalizacion del
rGO con NPs metalicas. Este alto ratio de funcionalizacion del material esta
asociado con la propia naturaleza del material conductor de partida. Durante la
oxidacion del grafito a 6xido de grafeno se introducen un gran nimero de grupos
funcionales abundantes en oxigeno, que actian como puntos de nucleacion para

el crecimiento posterior de las NPs.

3. Los nanocompdsitos hibridos con rGO y NPs metélicas ofrecen propiedades

sinérgicas de los dos materiales en el material transductor, pero es necesario tener un

control eficaz tanto de la dispersiébn como de la proporcion de estas particulas

(NP@rGO) en el material nanocompasito.

a.

La presencia de NPs metalicas de Ag no muestra un efecto catalitico en los
electrodos nanocompdsitos de rGO/epoxi sobre la oxidacion del peréxido de
hidrogeno. Las NPs de Ag son oxidadas a Ag20 a un potencial muy bajo
(~190 mV), lo que impide el uso de este material hibrido para la construccién de
electrodos transductores nanocompdsitos y su posterior aplicaciéon como

(bio)sensores basado en oxidasas (deteccion de peroxido de hidrégeno).

Se han construido transductores electroquimicos utilizando como material
conductor rGO funcionalizado con NPs de Au, Pd y NPs bimetélicas de Au/Pd.
Los transductores fueron caracterizados electroquimicamente y evaluados
mediante amperometria hidrodindmica. Se ha conseguido disminuir el potencial
de oxidacion para el H202, a 800 mV. Este potencial de oxidacion es 200 mV mas
pequefio que el de otros sensores desarrollados en el grupo de investigacion como,
por ejemplo, el sensor de 15% de grafito, cuyo potencial de oxidacion es de
1000 mV.

En reglas generales, se muestra una mejora de la respuesta analitica y una mejor
estabilizacion de la sefial analitica registrada en todos los transductores que
incorporan NPs en el nanocompdsito, independientemente del tipo de NP metalica

utilizada.
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d. Se han construido biosensores, utilizando la enzima glucosa oxidasa (GOD),
utilizando como material conductor rGO y 2Au/Pd-NP@rGO. Se han estudiado
las diferentes propiedades electroquimicas del biosensor en funcién de la
composicion del nanocomposito del transductor. Se ha variado la cantidad de
material conductor (rGO), el tipo de NPs bimetalicas (LAu/2Pd; 2Au/3Pd) y la
cantidad de rGO funcionalizado (Au/Pd-NP@rGOQO) en el seno del material
transductor. El biosensor 2Au/3Pd-NP/GOD@rGO11% mostré las mejores
propiedades electroquimicas, con una composicién del 1 % en GOD, 3%
2AU/3Pd-NP@rGO, y un 11 % de rGO. Este biosensor presenta unas propiedades

electroanaliticas de respuesta optimas para la deteccion glucosa.

e. Sehademostrado que, variando la composicion de los electrodos que actian como
transductor y como biosensor para futuras aplicaciones de medidas diferenciales
para la eliminacion de interferencias, es posible obtener electrodos con un

comportamiento electroquimico semejante a pesar de su distinta composicion.
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