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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Los metales pesados en pequenas trazas son necesarios para el crecimiento y
desarrollo del ser humano, pero en altas concentraciones presentan un peligro
para la salud debido a su alto grado de toxicidad; principalmente por su capacidad
de desnaturalizar las proteinas (Canhizares-Villanueva, 2000). Uno de estos
metales, presentes de manera natural, es el arsénico (As); su presencia en altas
concentraciones en rocas, aguas subterraneas y suelos ha generado que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo clasifique como uno de los
contaminantes inorganicos mas peligrosos del mundo. Su ingesta puede conducir
a la enfermedad del pie negro, aterosclerosis, hipertensién, hiperqueratosis,
cancer de piel y de pulmén entre otros (Hao et al., 2015; Liu & Huang, 2014,
OMS, 2014). En este contexto la OMS recomienda que el agua potable no debe
contener una concentracion mayor a 10 ug-L"' (Dai, Nekraseova, Hyde, &
Compton, 2004).

Los riesgos del consumo de agua contaminada con As han hecho necesario el
desarrollo de métodos rapidos y efectivos para su deteccién, asi es como las
técnicas electroquimicas basadas en voltamperometria surgen como una

alternativa para la deteccion de As en agua a nivel de laboratorio.

Uno de los métodos mas estudiados en la actualidad es la voltamperometria de
redisolucion anddica (ASV). Esta surge como una alternativa por su versatilidad y
facil ejecucion. Esta técnica consta de dos etapas, la primera consiste en utilizar
un potencial adecuado para reducir el analito en la superficie del electrodo de
trabajo; seguido de la segunda etapa de redisolucién; donde el analito es oxidado
con un barrido de potencial (Clark & Fritsch, 2004). Dicha oxidacién cuantifica la
cantidad de As presente en la muestra. En el desarrollo de esta tesis se plantea el
estudio de electrodos modificados con grafeno y nanoparticulas de oro (AuNPs),
con ayuda de una monocapa organica de 4,4’-bifenil-ditiol, para uso en la

deteccion, a nivel de laboratorio, de As en agua.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General
e Estudiar el uso de electrodos modificados con nanoestructuras para la

deteccidn electroquimica de arsénico.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar y caracterizar las nanoestructuras, grafeno y nanoparticulas de
oro, para la modificacion de los electrodos.

e Fabricar peliculas de grafeno y determinar sus propiedades Opticas vy
eléctricas.

e Modificar los electrodos de Au y caracterizarlos morfolégicamente.

e Estudiar la sefal electroquimica del As empleando electrodos con distintas
modificaciones.

e Establecer una correlacion entre la estructura de los electrodos
modificados y la sefal electroquimica recolectada a partir de los datos

experimentales.

1.3 ALCANCE

La presente investigacion se orienta al estudio, a nivel de laboratorio, de la
modificacion de sustratos de oro con nanoparticulas de oro y grafeno, y su uso
como electrodos en la deteccion de arsénico mediante métodos electroquimicos.
Se evalua también el efecto de usar una monocapa organica como enlace entre

las nanoestructuras y el sustrato de oro.

Este estudio se realizd dentro de las instalaciones de la Escuela Politécnica
Nacional en el Laboratorio de Materia Condesada de la Facultad de Ciencias y los
Laboratorios del Centro de Investigacion y Control Ambiental (CICAM).
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1.4 JUSTIFICACION

Los riesgos que conlleva el consumo de As han provocado que se desarrollen
técnicas rapidas para su cuantificacion y deteccion tanto en agua potable como en
afluentes naturales. En bibliografia se citan métodos desarrollados en los ultimos
afios para la deteccibn de As en agua, entre los mas relevantes se tiene:
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), espectrometria de masas con
plasma inductivamente acoplado (ICP-MS), espectroscopia de fluorescencia
atomica (AFS), espectroscopia de absorcion atémica por generacion de hidruro
(HG-AAS), espectrometria de absorcion atdmica de llama (FAAS) ente otros
(Dhillon, Nair, & Kumar, 2015; Gumpu, Sethuraman, Krishnan, & Rayappan, 2015;
Hao et al., 2015; Ma, Sengupta, Yuan, & Dasgupta, 2014) teniendo éstos como
principal inconveniente su elevado costo y el uso necesario de equipos

sofisticados de laboratorio.

Por las razones antes mencionadas es necesario contar con técnicas que
permitan analizar el As disuelto en agua, debido a esto, una alternativa es la
voltamperometria de redisolucion anddica (ASV) por su deteccion rapida a nivel
de laboratorio (Antonova & Zakharova, 2016; Liu & Huang, 2014; Monticelli &
Caprara, 2015; Zaib, Athar, Saeed, & Farooq, 2015).

La ASV ha obtenido resultados prometedores, sin embargo, se debe superar el
desafio de encontrar un electrodo de trabajo que permita tener una alta
sensibilidad, y que sea estable en las mediciones. Asi el presente trabajo
pretende contribuir a la investigacion fundamental de novedosos electrodos con
potencial para cuantificar As en agua a nivel de laboratorio mediante ASV. El
desarrollo de esta tesis plantea el estudio de electrodos modificados con AuNPs y

grafeno anclados mediante una monocapa organica de 4,4’-bifenil-ditiol.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

21 METALES PESADOS

Se define a los metales pesados como cualquier elemento que tiene una densidad
relativa alta y es toxico incluso en concentraciones pequefas. Esto incluye
metales y metaloides cuya densidad es mayor a 4 g/cm?® o cinco veces la
densidad del agua (Nagajyoti, Lee, & Sreekanth, 2010). Los metales pesados mas
comunes son el cadmio (Cd), mercurio (Hg), arsénico (As), cromo (Cr), talio (Ti) y
el plomo (Pb). Estos estan distribuidos en varias formas, tanto naturales como
antropogénicas. En la naturaleza se los puede encontrar en formaciones rocosas
(Bundschuh, Pérez Carrera, & Litter, 2008).

Los metales pesados son uno de los principales contaminantes ambientales
debido a su alta toxicidad tanto en el campo ecolégico como nutricional. Si bien en
el ambito nutricional, varios de estos son esenciales en pequefas trazas para el
crecimiento, en altas concentraciones tienen efectos toxicos sobre las células,

debido a su capacidad de desnaturalizar proteinas (Canizares-Villanueva, 2000).

Desde el punto de vista ecoldgico, los problemas ligados a los metales pesados
estan dados por dos caracteristicas: la bioacumulacién y la biomagnificacion. La
bioacumulacién es el proceso mediante el cual compuestos xenobidticos, entre
éstos los metales pesados, son transferidos desde la fuente de alimentacién hacia
el organismo, dando como resultado altas concentraciones en comparaciéon con la
concentracion de la fuente. Esto trae como consecuencia diferentes
enfermedades y reacciones en los organismos que realizaron la ingesta (Gray,
2002). La biomagnificacion por su parte, es el proceso de bioacumulacién, pero
tomando como base la cadena trofica; es decir mientras mayor sea el nivel tréfico
mayor sera la concentracion del contaminante en los organismos (Arias, 2008;

Aurora, Castro, Lépez, Pifeiro, & Sassone, 2009).
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Debido a los problemas que ocasionan los metales pesados, la demanda del
monitoreo de metales pesados ha ido en aumento. En la actualidad los métodos
mas utilizados para su analisis son llama atéomica, espectrometria de absorcion y
métodos electroquimicos (Filipa, 2015). Estos métodos electroquimicos presentan
varias ventajas de precio y facil aplicacion sobre los métodos antes mencionados.
Sin embargo, la eficacia de las técnicas electroquimicas depende del tipo de
electrodo de trabajo que se utilice. Entre las principales caracteristicas que debe
tener un electrodo de trabajo se tienen: baja resistencia 6hmica, inercia quimica y
electroquimica sobre una amplia gama de potenciales, alto voltaje de hidrégeno y
oxigeno, baja corriente residual, facilidad de reproduccion de la superficie del
electrodo, maxima versatilidad, bajo costo y no ser toxico (Carrégalo, Merkogi, &
Alegret, 2004).

Por su parte, dentro de las técnicas electroquimicas, una de las mas utilizadas
para la deteccion de trazas de metales pesados es la ASV, debido a que dicha
técnica posee una alta selectividad y sensibilidad. Esto se da debido a que
combina las etapas de separacion, pre-concentracion y deteccion en un solo

proceso (Aragay & Merkoci, 2012).

2.2 EL ARSENICO

El As es un metaloide, en la tabla periddica es el elemento 33 (Zambrano,
Gonzalez, Aranguré, Espinosa, & Paredes, 2011). Posee dos maneras comunes
de oxidacion; trivalente As*3, también llamado arsenito y pentavalente As*®,
conocido como arseniato, siendo ambas toxicas (Nava-Ruiz & Méndez-Armenta,
2011). Por tener una mayor solubilidad, el arsénico trivalente (As*3) es mas tdxico
que el arsénico pentavalente (As*®) puesto que los elementos mas solubles son
mas toxicos (Barrenechea, 2004). La toxicidad del As esta asociada a la forma en
la que se encuentre, su solubilidad, su estado fisico y su pureza (Fernandez,
2015).

La mayor parte del As de origen antropogénico proviene de productos como los
herbicidas o insecticidas, ademas se emplea compuestos de As como
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esterilizantes del suelo, preservadores de madera, etc. Existe también emisiones
de este metaloide a través de los hornos industriales que usan carbon, por
ejemplo, los hornos de vidrio usan el carbon para eliminar los tintes verdosos de
la produccion. Es asi como la industrializacion y el crecimiento demografico han
incrementado la concentracion de este metaloide en la biosfera (Litter, Armienta,
& Farias, 2009).

Las vias de exposicibn mas comunes son el agua de consumo humano, la
inhalacion de pesticidas y la ingesta de alimentos contaminados. La dosis letal
oral probable en humanos de trioxido de arsénico (As203) esta entre 10 y 300
mg-kg'. Para el caso del agua de consumo humano, de acuerdo a la USEPA
(United States Environmental Protection Agency), la FDA (Food and Drug
Administration) y la OMS, la concentracion de As no debe exceder los 10 ppb
(Zambrano et al., 2011).

El limite maximo permisible, en agua, para este metal es de 0,05 mg-L™", debido a
que la toxicidad del As es variable, puesto que va a depender del estado de

oxidacion y la via de exposicion por la cual tenga acceso al cuerpo.

En Ecuador uno de los casos de contaminacién con As se dio en la Laguna de
Papallacta en el afno 2003. Esto sucedié como consecuencia de la ruptura del
Oleoducto Transecuatoriano (SOTE). Los estudios realizados en la zona afectada
determinaron concentraciones entre 390 y 670 pg-L' (Cumbal, Aguirre, Tipan,
Murgueitio, & Chavez, 2006). Otro caso de contaminacién por As en el pais se dio
en la parte alta del rio Tambo llegandose a detectar concentraciones entre 233 y
698 ug-L"' (Bundschuh et al., 2008). Estas concentraciones pueden ocasionar
problemas a la salud como hidroarsenicismo, alteraciones sistémicas cancerosas
y no cancerosas, pérdida de la pigmentacion cutanea y cancer de piel (Navoni, De
Pietri, Garcia, & Villaamil Lepori, 2012). Por estos motivos la cuantificacién del As
en el agua es un tema prioritario dentro de la comunidad cientifica, tanto a nivel

nacional como internacional.
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2.3 METODOS DE DETECCION DE As

Como respuesta a las necesidades antes mencionadas, se han venido
desarrollando distintas técnicas de cuantificacion del As con el objetivo de que
éstas permitan una alta sensibilidad y selectividad a concentraciones bajas del
contaminante (Cuellas, 2015). Los métodos a usarse dependeran siempre de las
necesidades experimentales; a continuacion, se presentan los principales

métodos para la cuantificacion del As.
2.3.1 Técnicas de plasma acoplado inductivamente ICP

2.3.1.1 Espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado (ICP-
MS)

Esta técnica empezd a emplearse a principios de la década de los 60’s. En esta
se usa plasma para ionizar compuestos, donde la muestra es acidificada y
esparcida dentro del plasma. La alta temperatura del plasma ioniza y atomiza
todas las formas del As, razén por la cual la respuesta no varia en comparacion
con otras técnicas (Hung, Nekrassova, & Compton, 2004). Comunmente es usada
en conjunto con otras técnicas analiticas como la espectroscopia de masas, ya
que la inclusidén de la misma hace que no sea necesario preparar la muestra. El
principal inconveniente del método es la presencia de cloruros en la muestra
debido a que se forma cloruro de argéon en el plasma, sobretodo porque este
compuesto tiene la misma masa que el As, razén por la cual los resultados
pueden ser erréneos. Su orden de deteccion es de hasta 106 mg-L-' (Barros,
Castro, Wong, & Mori, 2010; Lépez, 2013).

2.3.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Es una técnica sensible y adecuada para muestras acuosas. Es capaz de detectar
todas las especies de As con resultados uniformes, los cuales facilitan la
cuantificacion de varias especies. En esta técnica se pueden producir
interferencias espectrales, como por ejemplo cloruro de argén, pero estas se
pueden superar mediante cromatografia. Esta técnica esta restringida

generalmente a fases modviles de bajo contenido organico. Finalmente, la
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determinacién de especies de As se realiza mediante la comparacion de muestras
con estandares de As, por lo cual el método depende de la disponibilidad de estos

estandares (Francesconi & Kuehnelt, 2004).

2.3.2 Técnicas espectroscoépicas

La espectroscopia de absorcién esta relacionada con la absorcion de la luz de un
material, provocando que los electrones pasen de un estado fundamental a un
estado de excitacion, es decir que los electrones de un atomo de menor energia
salten a un nivel mayor de energia, se procede a explicar estas técnicas (Arias,
2008).

2.3.2.1 Espectroscopia de fluorescencia atébmica (AFS)

La aplicacion de fluorescencia atdmica tuvo su inicio en el afio 1964 en el
momento que Winefordner y Vickers publicaron su trabajo en el cual describian
los principios involucrados en el método. La AFS es una técnica de emision de
fluorescencia, siendo dicha emision proporcional a la concentracion del analito.
Para la realizacion de esta técnica la muestra se atomiza con la ayuda de una
llama proveniente de un quemador, los atomos resultantes son irradiados con luz
y una fraccion de la fluorescencia atémica logra la excitacién de los atomos del
analito, como resultado solo aquellas moléculas que poseen los estados excitados
estables pueden mostrar fluorescencia de emision, por ello solo una parte de
estos atomos sufren una desactivacién radiactiva emitiendo radiacién al
dispositivo de deteccion (West & Cresser, 1973; Widnefordner, Vickers, & Stabb,
1975; Winefordner & Elser, 1971).

Una de las ventajas de este procedimiento es que los espectros de fluorescencia
son simples, por lo cual los espectrometros de alta resolucion no son necesarios,
entre las interferencias mas notables se encuentra una limitada sensibilidad para

los halégenos y otros no metales (Van, 1981; Winefordner & Elser, 1971).
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2.3.2.2 Espectroscopia de absorcion atémica por generacion de hidruro
(HG-AAS)
Esta técnica permite medir la cantidad de luz que es absorbida por los atomos.
Esta luz es producida por, una lampara de catodo hueco. El funcionamiento de
esta lampara se da mediante un gas inerte. Los gases de uso cotidiano para este
proceso son neon o argén a bajas presiones, alrededor de 10-15 torr (Litter et al.,
2009). Esta técnica consta de tres etapas: la primera es la generacion y
volatilizacion del hidruro, la etapa dos es la transferencia del hidruro y la etapa
final es la atomizacion en el espectrofotometro de absorcion atomica. El orden de
deteccion esta en el rango de ppb para elementos como el As. El alto nivel de
deteccion se debe a que esta técnica aprovecha la cualidad del As para formar

hidruros volatiles en un ambiente reductor (Arias, 2008; Aurora et al., 2009).

2.3.2.3 Espectrometria de absorcion atomica de llama (FAAS)

La espectrometria de absorcion atdmica ha sido una técnica ampliamente
utilizada en la deteccion de metales en alimentos. Para su aplicacion se necesita
un atomizador de llama el cual esta compuesto por un nebulizador, esta seccion
es la encargada de convertir la muestra en un aerosol, se la lleva a un quemador
donde finalmente el analito es desolvatado, vaporizado y convertido en atomos.
Cuando la muestra ya se encuentra atomizada se hace pasar un haz de radiacion
a una longitud de onda conocida y especifica, con ello se logra finalmente la

deteccion del elemento (Filipa, 2015; Matusiewicz, 1997).

Las muestras deben transformarse en atomos o iones en estado gaseoso, lo cual
implica un problema debido a que la atomizacion de la muestra es crucial para la
realizacion de cualquier medicion en los métodos atomicos. Una solucién para
mejorar los resultados ha sido el uso de un atomizador de llama cuya temperatura
bordea los 1700-3150 °C (Filipa, 2015; Skoog, Holler, & Crouch, 2008).La FAAS
tiene otros factores limitantes, sobre todo debido a que los atomos del analito
generados en la llama pasan de manera rapida y de forma continua por la zona
de medicion, pudiendo provocar un error en la cuantificacién, ya que la
concentracion se obtiene en el estado estacionario de los atomos. Otra limitante

es una baja eficiencia en el sistema nebulizador- quemador puesto que en el
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momento de la aspiracién solo un 10% de la muestra es alcanzada por la llama
(Matusiewicz, 1997).

2.3.3 Técnicas electroquimicas

Las técnicas electroquimicas son usadas debido a su adaptacion en muestras
liquidas para la deteccion de As. Estas técnicas implican la transferencia de carga
desde la superficie del electrodo a la fase liquida del fluido que contiene el
compuesto a analizar (Zaib et al., 2015). Estas técnicas, son consideradas faciles
de usar debido a que siguen simples procedimientos de bajo costo y no requieren
reactivos. Otra ventaja es que estas metodologias pueden ser adaptadas para el
analisis in situ de varios compuestos (Bojdi et al., 2014). Las principales técnicas

electroquimicas se describiran a continuacion.

2.3.3.1 Técnicas polarograficas

La polarografia es el método mas antiguo para la determinacion de trazas de
metales inorganicos. Este incorpora caracteristicas de la electrolisis. En la
electrolisis el objetivo es eliminar por completo un constituyente elegido en la
solucién pasando una corriente eléctrica a través de él durante un periodo de
tiempo. En contraste con esto la electrdlisis en la polarografia es de corta
duracién y el electrodo en el que se colocan los constituyentes es un electrodo de
gota de mercurio para que las corrientes sean muy pequefas; por lo tanto, los
cambios producidos en la polarografia no son normalmente medibles y la solucion
polarografica se puede recuperar practicamente sin cambios (Hung et al., 2004).

Por este motivo, esta técnica no tiene una buena sensibilidad.

2.3.3.2 Técnicas voltamétricas

La voltametria es considerada una de las técnicas electroquimicas mas versatiles
en la determinacion de metales inorganicos. Esta basada en la relacién potencial-
corriente-tiempo en una celda de tres electrodos; el electrodo de referencia,
electrodo de trabajo y el contraelectrodo. Entre las ventajas de estas técnicas
estan las siguientes: bajo ruido en la sefal, se puede realizar la deteccion de

varios elementos a la vez y puede ser adaptada para analisis in situ (E. Flores,
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1995). Dentro de este tipo de analisis tenemos la ASV y la voltamperometria de

redisolucion catédica (CVS).

2.3.3.2.1 Voltamperometria de redisolucion anddica

Esta técnica electroquimica es comunmente usada para el analisis de metales en
sistemas hidricos (Richter, Toral, & Abbott, 2002) e incluso se ha mostrado su
utilidad en fluidos bioldgicos (Hardcastle & Compton, 2001). Esta consta de dos
fases, la deposicién y la aplicacion del potencial. Durante la deposicion se
reducen las especies quimicas de interés para concentrarlas en el electrodo. En la
segunda fase, al aplicar potencial, las especies se re-oxidan permitiendo asi su
cuantificacion. La magnitud del pico anddico obtenido, es proporcional a la
cantidad de analito reducido en la etapa de deposicion y por lo tanto a la

concentracion del analito en la muestra (Clark & Fritsch, 2004).

2.3.3.2.2 Voltamperometria de redisolucion catddica

Este método se puede adaptar especificamente para la determinacion de As en
aguas naturales incluyendo aguas subterraneas. La novedad del método es que
no se requiere pretratamiento de la muestra o adicién de reactivos, permitiendo
asi la determinacion del As en el sitio, sin alterar el agua, el pH y en presencia de
aire. La técnica consiste en aplicar un potencial sobre el electrodo de gota de
mercurio, se realiza un barrido catddico con la cual se produce la redisolucién del
cation (Litter et al., 2009). El principal inconveniente de esta técnica es que se
debe usar un electrodo de Hg, el cual se conoce por su elevada toxicidad para los

seres Vivos.

2.4 ELECTRODOS PARA DETECCION ELECTROQUIMICA DE ARSENICO

En esta seccién se va a discutir las caracteristicas que deben tener de los
diferentes tipos de electrodos para ser usados como electrodos de trabajo, para
ello se citara los electrodos de uso mas frecuente en la voltametria ciclica (Ortiz,
Martinez, & Hernandez, 2006).
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2.4.1 Tipos de electrodos de trabajo

2.41.1 Electrodo de gota de mercurio (EGM)

La voltametria realizada con un electrodo de gota de mercurio se denomina
polarografia, la misma es una subclase de voltametria. Su inicio se remonta al
afio de 1922. Este electrodo esta compuesto de un tubo de vidrio capilar largo
conectado a un depdsito de mercurio (figura 2.1 a). Asi se puede formar gotas
cada 1-6 segundos. La gota crece hasta que cae y otra gota inicia su formacion, el

tiempo de caida es controlada acercando o alejando el depdésito (Harris, 2007).

La mayor ventaja del electrodo de mercurio es su facilidad al momento de realizar
el proceso de limpieza. Otra caracteristica importante es la renovacién de la
superficie del electrodo, lo que da una excelente reproducibilidad. Como
desventaja destaca el limite de deteccion que es de 10-° M. Asi también destaca
el consumo de mercurio y la alta corriente de carga (Barek, Fogg, Muck, & Zima,
2001).

Una mejora a este sistema es la conocida Gota suspendida de mercurio (GSM).
El GSM es muy util para diversos trabajos de laboratorio como por ejemplo el
analisis de trazas mediante voltametria de separacion, voltametria de exploracion
lineal, tipos de electrodos sélidos o modificados, lo cierto es que el GSM sigue

siendo una herramienta estandar en la voltametria analitica (Banica, 2000).

Este tipo de electrodo hace uso de un tubo capilar con una forma de U invertida,
fijiado de forma desmontable a un depdsito de mercurio cilindrico resistente a la
presion (figura 2.1 b). Para lograr una variaciéon en el tamano de la gota se debe
transmitir al depdsito de Hg una presion mas alta que la presidn atmosférica al
depdsito de mercurio. Para tener la gota estacionaria, el depdsito de mercurio
debe estar conectado con la atmédsfera exterior a través de una valvula
electromecanica (Guidelli & Foresti, 1985). Entre las ventajas de este electrodo se
tiene: el limite de deteccion que esta entre 107 y 10'© M, es altamente
reproducible, el consumo de mercurio es bajo y que puede ser modificado

quimicamente. Las desventajas que se tienen son varias, entre las cuales se
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pueden mencionar: aumento en el peligro de quimicos pasivos y un complejo

disefio mecanico y electronico (Mishra, Upadhyay, & Tripathi, 2009).

Un factor determinante por el cual se han iniciado estudios para poder sustituir
esta clase de electrodos es a la toxicidad del mercurio, por lo que se han
realizado numerosos esfuerzos para fabricar electrodos sin mercurio (G. Li, Ji, &
Wu, 2006)

Figura 2.1 a) Representacion del electrodo de gota de mercurio b)

representacion del electrodo de gota de mercurio de gota suspendida

- Hg

capilar—s flexible

«+— (Gota de mercurio

capilaF—

2.4.1.2 Electrodo de disco rotatorio

El electrodo de disco rotatorio (EDR) este electrodo esta hecho de un disco de
carbon vitreo pulido, rodeado por un cabezal aislante de mayor diametro, cabe
recalcar que solo la superficie en forma de disco esta en contacto con la solucion
electrolitica (Torre, 2012). La estructura del electrodo de disco rotatorio permite un
control hidrodinamico, se lo hace girar sobre un eje perpendicular a la cara del
disco (figura 2.2). La ventaja de esta técnica es la obtencion de un perfil de

difusién bien definido (Altamirano, 2006). Es muy utilizado en estudios cinéticos
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por la simplicidad para construirlos y su habilidad para controlar y variar la

velocidad de transporte de masa en un rango amplio (Garcia, 2007).

El EDR consta de dos zonas, una inerte y otra activa con la finalidad de tener una
concentracion constante en sentido radial. Para ello el electrodo debe estar
correctamente centrado y estar libre de cualquier posible vibracién y oscilacion,

para con ello asegurar un flujo laminar (Altamirano, 2006).

Figura 2.2 Esquema del electrodo de disco rotatorio (a) Flujo de la
disolucion electrolitica, (b) electrodo de carbén vitreo, (¢) cabezal aislante

del EDR, (d) direccién del electrodo rotatorio, (w) velocidad de rotacion.
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2.4.1.3 Nanoestructuras

2.4.1.3.1 Grafeno

Es una estructura nanométrica bidimensional conformada por atomos de carbono
fuertemente unidos con enlaces dobles, formando una estructura plana de un
atomo de espesor, esta union de atomos da como resultado una estructura
hexagonal parecida a un panal de abejas (C. Gonzalez y Oxana 2008). El grafeno
ha surgido como uno de los materiales mas prometedores de las ultimas décadas,
debido a sus propiedades eléctricas, térmicas y Opticas, ademas de su fuerza

mecanica (Liu et al. 2015).

Se puede considerar al grafeno como la estructura base para otras formas
alotrépicas del carbono, puesto que éstas se forman de laminas de grafeno (figura
2.3).

Figura 2.3 Formas alotropicas del carbono a) esferas (fullerenos), b) tubos

(nanotubos de carbono), c) capas (grafeno)

<&
45y :\-\_
%y G

Fuente: adaptacion (Stoller et al., 2008)

Debido a las propiedades antes mencionadas, el grafeno ha atraido la atencion
cientifica y tecnolégica en varias aplicaciones, tales como: electronicas,

almacenamiento de energia (Stoller et al. 2008), celdas solares (Wang, Zhi, y

25



Mullen 2008), biotecnologia (Shao et al. 2010; C. Gonzalez y Oxana 2008; Liu
et al. 2015), etc.

2.4.1.3.2 Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas son materiales que se caracterizan por tener un tamano de
entre 1 a 100 nanémetros (nm) (Barrio, 2012), por otra parte, el oro ha sido un
metal de mucho interés por parte del hombre desde tiempos remotos, por sus
caracteristicas de ser un buen conductor tanto de calor como de electricidad y

estabilidad quimica (Criado, Catafieda, Rosas, Sanchez, & Mendoza, 2013).

Asi, las nanoparticulas de oro (AuNPs) han despertado el interés de la comunidad
cientifica por sus multiples usos tanto en el campo de la salud, electronica,
produccion y almacenamiento de energia, puesto que presentan una baja
toxicidad, no presentan acumulacion en tejidos y tampoco se ha observado que
puedan atravesar la barrera tanto placentaria como la que protege al cerebro (Al-
Qadi & Remufan-Lopez, 2009).

2.4.2 Modificacion y caracterizacion de los electrodos

Existen diversas técnicas para realizar modificaciones sobre la superficie de un
electrodo, éstas técnicas se enfocan en la modificacion quimica o fisica
controlada de la superficie del electrodo (Volker, 2013). A continuacion,

detallamos las técnicas usadas en esta tesis.

2.4.3 Autoensamblaje

El método de autoensamblaje consiste en la incubacion de un sustrato metalico
en una solucion o dispersion del compuesto a ensamblar. A medida que el
proceso avanza, el compuesto se va quimisorbiendo sobre el sustrato metalico
(figura 2.4); en el mejor caso hasta formar una monocapa sobre él. El proceso de
quimisorcion se da gracias a grupos funcionales ubicados en los extremos de las
moléculas. Una vez formada la monocapa es necesario lavar el sustrato para

eliminar las moléculas fisisorbidas sobre la monocapa (A Villares, 2009).

26



Figura 2.4 Esquema del proceso de Autoensamblaje

Subtrate fraalics .
bmpio Weubactn Enjuague
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Fuente: Adaptacion de (Osorio, 2015)

2.4.3.1 Modificaciones con Grafeno

Como consecuencia de las propiedades mencionadas del grafeno, estudios
cientificos estan abarcando varios campos de interés, a tal punto que se ha usado
este nanomaterial para la creacidn de una nueva generacion emergente de

electrodos y dispositivos electronicos (Gonzalez & Oxana, 2008).

Una de las principales aplicaciones de la modificacién de electrodos esta en el
campo de los sensores. Existen varios estudios sobre sensores con grafeno que
muestran que este material promueve la transferencia de electrones entre el
sustrato del electrodo y ciertos compuestos quimicos, tales como: el peroxido de
hidrogeno (Shao et al.,, 2010), compuestos fendlicos (Kubesa, Matthews,
Morrisey, Li, & Hepel, 2014), nitratos (B. Q. Li, Nie, Sheng, & Zheng, 2015), entre
otros. Estos sensores han mostrado buena reproductibilidad, alta estabilidad y
buena respuesta contra las interferencias, por lo cual el grafeno, es uno de los
materiales que representa una buena opcion frente a los sensores actuales. Sin
embargo, el desarrollo de materiales o dispositivos basados en el grafeno todavia
no estd aun en una etapa madura, es por eso que las investigaciones futuras

tienen mucho trabajo por delante. (Shao et al., 2010).

27



2.4.3.2 Modificaciones con nanoparticulas de oro

Las AuNPs representan una excelente nanoplataforma en el desarrollo de
meétodos analiticos de biosensores. Varias investigaciones han demostrado que
se pueden utilizar en una amplia gama de aplicaciones de deteccion, que van
desde muestras quimicas hasta muestras bioldgicas (Burda, Chen, Narayanan, &
El-Sayed, 2005).

La singularidad de las AuNPs es que estas pueden ser manipuladas para
aplicaciones especificas tales como reconocimiento molecular y deteccion
quimica. Sin embargo, hay desafios que todavia deben ser superados, como por
ejemplo la reproducibilidad, confiabilidad, escalabilidad en el desarrollo de los
ensayos de biosensores modificados con AuNPs y su estabilidad a largo plazo
(Criado, Catafieda, Rosas, Sanchez, & Mendoza, 2013).

2.5 CARACTERIZACION DE ELECTRODOS Y NANOESTRUCTURAS

2.5.1 Espectroscopia Ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectroscopia ultravioleta visible utiliza radiacion electromagnética. En esta
técnica los electrones son transferidos de un nivel de baja energia a uno de alta
energia cuando el material de estudio es irradiado con luz (Litter et al., 2009;
Weckhuysen, 2014). De acuerdo a la energia emitida, el espectro es

caracterizado en regiones ultravioleta y visible (Thermo Spectronic, 2013).

Especificamente en esta técnica un haz de luz pasa de manera perpendicular
sobre la muestra liquida dispersada. El haz de luz interactua con las moléculas
como se aprecia en la figura 2.5 y un espectrofotdmetro registra la absorcién al
comparar la diferencia entre la intensidad de la radiacion que pasa a través de la
muestra con la intensidad de radiacion incidente (Faust, 1997; Litter et al., 2009).
Debido a que las moléculas absorben radiacion en funcién de su estructura; los

espectros obtenidos son una huella dactilar de la muestra.
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Figura 2.5 Representacion de la espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

[, Cubeta
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(espectrofotometro)

Muestra en
solucion

Fuente: Elaboracién propia

2.5.2 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman mide los movimientos de vibracion de una molécula,
midiendo la dispersion con la ayuda de una fuente de luz. En esta técnica, la
mayor parte de la radiacion es dispersada a la misma longitud de onda que la
radiacion laser entrante; sin embargo, una pequena cantidad aproximadamente
de un foton de un millon se dispersa de esa muestra a un longitud de onda
desplazada respecto a la longitud de onda original del laser (Corporation, 2003).
Asi la espectroscopia Raman permite obtener informacion tanto estructural como
quimica del compuesto y ademas es posible identificar si éste se encuentra

quimisorbido o fisisorbido sobre el sustrato sélido (E. Flores, 1995; Sala, 1996).

El desplazamiento de onda se debe a que la molécula absorbe energia suficiente
para poder pasar de un estado de mayor energia (excitado) y luego regresar a su
estado inicial emitiendo un haz de luz. La diferencia energética entre fotones
(emitido y absorbido) se debe a que el estado vibracional al que retorna la
molécula es distinto al estado vibracional de partida, como se observa en la figura
2.6. Si la frecuencia del foton emitido es menor a la del fotdn absorbido el proceso

se llama dispersion Raman Stokes; caso contrario, si la frecuencia del fotén
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emitido es mayor a la del fotébn absorbido el proceso de llama dispersion Raman
anti-Stokes (Navid, 2013).

Figura 2.6 Representacion espectroscopia Raman
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Fuente: Elaboracioén propia

2.5.3 Microblanza de Cuarzo

La microbalanza de cuarzo (QCM) es un dispositivo altamente sensible, capaz de
detectar variaciones de masa (en el orden de 10-° gramos) que ocurren en ella.
Esto se logra gracias al efecto piezoeléctrico. Dicho efecto es la propiedad que
presentan diversos cristales, como el cuarzo, de poder deformarse ante la
aplicacién de una diferencia de potencial entre sus extremos. La QCM esta
constituida por un delgado cristal de cuarzo el cual posee dos electrodos de oro
en sus extremos entre los cuales se aplica una diferencia de potencial de manera
sinusoidal (Osorio, 2015; Zalazar & Guarnieri, 2010). La aplicacién del potencial
provoca tensiones mecanicas internas en el cuarzo, las cuales producen una
deformacion del cristal que se propaga de un extremo al extremo opuesto. Con la
QCM es posible determinar la frecuencia a la cual la onda reflejada entra en
resonancia con la deformacion inicial, cuyo valor varia en funcién de la masa
depositada. Esta variacion en masa se puede cuantificar con la ayuda de la

ecuacion de Sauerbrey (Sauerbrey, 1959):

2+ fExAm
Af =—7—
A*pg*ué

Ecuacion N° 1
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donde fy es la frecuencia propia de resonancia del sustrato de cuarzo, Am es la
masa depositada sobre el sustrato, A es el area del sensor, y pq ¥y ugson la

densidad y el médulo de rigidez del cuarzo respectivamente.

2.5.4 Voltametria ciclica

La voltametria ciclica permite la caracterizacion electroquimica de especies,
proporcionando informaciéon acerca de la cinética de las reacciones de Oxido-
reduccion de un analito. El arreglo experimental para realizar esta técnica consta
de una celda electroquimica con un electrodo de trabajo, un contra-electrodo, y un

electrodo de referencia (E. Flores, 1995).

2.5.5 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atomica (AFM por sus siglas en inglés Atomic Force
Microscopy) es un método para estudiar la morfologia de una superficie a una
escala nanométrica (Haugstad, 2012). Para el proceso de la formacion de la
imagen se necesitan algunos elementos mostrados en la figura 2.4. Estos son: la
punta que rastrea la muestra y a raiz de las fuerzas producidas entre la punta y la
muestra se genera una deflexiéon del cantiléver. Un laser incide sobre el cantilever
y al reflejarse es captado por un fotodiodo que permite construir la imagen.
(Juarez, 2015; Vancso & Schonherr, 2010). También la técnica usa un escaner
piezoeléctrico que mueve la muestra en 3 dimensiones. (Leite, Mattoso, Jr, & Jr,
2007). Asi esta técnica permite obtener imagenes de resolucion atémica de la

morfologia de una muestra como se muestra en la figura 2.7.
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Figura 2.7 Funcionamiento de AFM
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Fuente: Adaptacion de (Osorio, 2015)

El AFM tiene diferentes modos de trabajo para realizar el andlisis. Cada uno tiene

sus caracteristicas, teniendo ventajas y desventajas, a continuacién, se muestra
un resumen de dichas caracteristicas de acuerdo a cada modo.
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Tabla 2.2 ventajas y desventajas de los distintos modos de operacion de

AFM

Modo de
contacto

Modo de no
contacto

Modo dinamico
o “Tapping”

-Rapida velocidad de escaneo.
-Es posible la resolucién
atémica.

-Escaneo mas facil de muestras
en bruto, con cambios extremos
en topografia vertical

-Se ejerce una fuerza baja
sobre la superficie de Ila
muestra por lo cual no se causa
dafio a las muestras blandas.

-Mayor resolucion lateral (1 nm
a 5nm),

-Menos dafio a las muestras
blandas en el aire, casi ninguna
fuerza lateral.

-Las fuerzas laterales
pueden distorsionar la
imagen.

-Las fuerzas capilares de
una capa fluida pueden
causar grandes fuerzas
normales a la interaccion
de la muestra de Ia

punta.

-La combinacién de estas
fuerzas reduce la
resolucion espacial 'y
puede danar las

muestras blandas.

-Baja resolucion lateral,
limitada por la separacion
de la muestra.

-Velocidad de escaneo
mas lenta para evitar el
contacto con la capa de
fluido.

-Normalmente soélo es
aplicable en muestras
extremadamente
hidréfobas con una capa
de fluido minima.

-Velocidad de
exploracibn mas lenta
que en el modo de
contacto.

Fuente: (Vancso & Schonherr, 2010)
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1 OBTENCION DE NANOESTRUCTURAS

3.1.1 Sintesis de nanoparticulas de oro

El procedimiento de sintesis de las AuNPs usadas esta detallado en la literatura
(Osorio, Cea, Ballesteros, & Gascén, 2014) y se describe brevemente a
continuacion. Se mezcla 15 mL de acido cloro aurico (HAuCls) acuoso 1x10° M
con 0.25 mL de una solucion acuosa de borohidruro de sodio (NaBH4) 1x10-3 M.
Este procedimiento se realiza en constante y vigorosa agitacion, y a una
temperatura de 2°C usando un bano maria con hielo y agua durante una hora y

media.

Una vez terminado este proceso, se aprecia como la solucion pasa de tener una
coloracién transparente a tener un color rojizo muy tenue, esto de acuerdo a
bibliografia se debe a que las particulas de oro de tamafio nanométrico tienen

dicha coloracion y es un indicador visual de la formacion de nanoparticulas.

3.1.2 Exfoliacion de grafeno
Se utilizaron técnicas TOP-DOWN para obtener grafeno de espesor nanométrico
a partir de grafito (Alcolea, 2013). Las técnicas usadas fueron exfoliacion liquida y

exfoliacion electroquimica.

3.1.2.1 Exfoliacion liquida

Se sonica una dispersion de 3 mg-mL-" de polvo grafito (Sigma Aldrich) en CHCI3
(1% metanol) durante 24, 48 y 72 horas. Las dispersiones obtenidas se
centrifugan a 3500 rpm durante 1 hora con el fin de separar el grafeno obtenido
del grafito remanente. El producto obtenido en este trabajo por exfoliacién liquida
serd nombrado como Gt1.

3.1.2.2 Exfoliacion electroquimica
Se ensambla una celda electroquimica, como se muestra en la figura 3.1, usando

como electrodos de trabajo y contra-electrodo laminas de grafito de 2x1 cm. Los
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electrodos se ubican en una solucién acuosa de acido sulfurico 0,1 M. Se aplica
un voltaje de 2 V durante 2 minutos y seguido un voltaje de 10 V durante 50
minutos (Tripathi, Patel, Shaz, & Srivastava, 2013; Yu, Lowe, Simon, & Zhong,
2015). Este proceso genera la separacion de las capas de grafito, obteniéndose

asi una dispersion de grafeno.

Figura 3.1 Celda electroquimica

Voltametria Ciclica
Electrodo de Electrolito
Contraelectrodo trabajo

Fuente: Elaboracién propia

La figura 3.2 muestra los electrodos de grafito luego del proceso de exfoliacion
electroquimica, la lamina a) corresponde al contraelectrodo, mientras que la

lamina b) muestra el electrodo de trabajo consumido.

Figura 3.2 Laminas de grafito posterior a la exfoliacion electroquimica
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La dispersion obtenida se filtra al vacio y al mismo tiempo se realiza un lavado
con aproximadamente 250 ml agua destilada, con el objetivo de remover el acido
sulfurico utilizado. Este proceso de lavado se repite alrededor de 10 veces para
garantizar la remocion total del acido sulfurico (Parvez et al.,, 2013).
Posteriormente la muestra se dispersa en agua y se sonica durante dos horas.
Finalmente, la muestra se centrifuga a 3500 rpm durante 30 minutos,
obteniéndose el grafeno en el sobrenadante (Parvez et al., 2013). El producto
obtenido en este trabajo mediante exfoliacion electroquimica sera nombrado

como Gt2.

En este trabajo, para la exfoliacion electroquimica se utilizé6 una fuente de poder
marca BK PRESICION y para los dos tipos de exfoliacion se us6 una
centrifugadora PLC SERIES, modelo PLC-O3, SERIE No 820363, un equipo de
ultrasonido Fisher Scientific modelo: FS 28. Estos equipos estan ubicados en el
Laboratorio de Materia Condensada del Departamento de Fisica de la Escuela

Politécnica Nacional.

3.2 CARACTERIZACION DE NANOESTRUCTURAS

Para la caracterizacion de las nanoestructuras se utilizaron diversos métodos, los

cuales se describen a continuacion.

3.2.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

Para la medicion se utilizaron celdas de cuarzo que se limpiaron con cloroformo
para evitar cualquier impureza que pueda interferir en la medicidon. Se coloco la
muestra en una dilucion 1:20 (debido a la opacidad de la muestra) y se procedio a
realizar un barrido desde 200 nm hasta 700 nm. El equipo que se utilizé fue de
marca Fisher Scientific modelo SP-2100UVPC ubicado en la Universidad Central

del Ecuador de la Facultad de Quimica.

3.2.2 Espectroscopia Raman
Para realizar el analisis de las dispersiones de grafeno se diluyeron las muestras
de Gt1 y Gt2 en una relacion 1:20. Se deposité una gota de cada muestra sobre

vidrio, se dejo secar y se procedio a llevarla al equipo para su analisis. El equipo
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utilizado fue un espectrofotdbmetro Raman marca Horiba, modelo Scientific

LabRam HR Evolution y se realizé el estudio con un laser de 532 nm.

3.2.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Para el analisis de las nanoestructuras se utilizé el siguiente procedimiento. Para
el grafeno: se realizé6 una dilucion 1:20 con el objetivo de tener una mejor
visualizacion del material, posteriormente se coloca una gota de la muestra diluida
sobre una mica previamente exfoliada y se deja secar. Para las AuNPs el

procedimiento es similar, excluyendo la dilucion.

Las imagenes de AFM fueron registradas mediante un microscopio Nanosurf
NaioAFM en condiciones ambientales, empleando el modo “Tapping” o dinamico
usando un cantilever Tap190Al-G (190 kHz y 48 N-m™' de frecuencia de
resonancia y constante de fuerza respectivamente) fabricado por Budget Sensors.
Este equipo se encuentra en el Laboratorio de Materia Condensada de la Escuela

Politécnica Nacional.

3.3 MODIFICACION DE LOS ELECTRODOS

3.3.1 Autoensamblaje de la monocapa organica

Para depositar la pelicula de 4,4’-bifenil-ditiol sobre el sustrato de Au, se procedio
de la siguiente manera: se incuba durante 24 horas el sustrato de Au,
ARRANDEE™, en una solucion 1 mM del compuesto (en etanol). Este proceso

fue realizado en una botella ambar con 3 ml de solucién (Cea et al., 2016).

3.3.2 Modificacion de electrodo de oro con nanoparticulas

Se incubaron tanto el sustrato de Au, como el ya modificado con la pelicula
organica en la dispersién de AuNPs (preparada segun el apartado 3.1.1) durante
1,4 horas. En este periodo se garantiza que la mayor cantidad de AuNPs se
adhieran a la superficie del electrodo. Finalmente se lava el electrodo con agua
destilada y se deja secar a temperatura ambiente (Cea et al., 2016; Osorio, 2015).
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3.3.3 Modificacién de electrodo de oro con grafeno

Se incubaron tanto el sustrato de Au, como el ya modificado con la pelicula
organica en la dispersion de grafeno (preparada segun el apartado 3.1.2.2)
durante 24 horas. En este periodo se garantiza que la mayor cantidad de grafeno
se adhiera a la superficie del electrodo. Finalmente se lava el electrodo con agua

destilada y se deja secar a temperatura ambiente (Cea et al., 2016; Osorio, 2015).

3.4 CARACTERIZACION DE ELECTRODOS MODIFICADOS

3.4.1 Micro balanza de cuarzo (QCM)

Mediante la microbalanza de cuarzo se determiné el recubrimiento maximo de las
nanoestructuras sobre la pelicula organica. Para esto se incubo el sustrato de la
QCM, previamente recubierto de la pelicula organica, en las dispersiones tanto de

AuNPs como de grafeno durante distintos tiempos.

La microbalanza utilizada para el desarrollo de esta tesis es de la marca Stanford
Research Systems modelo QCM200, perteneciente al grupo de investigacion

PLATON del Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Zaragoza.

3.4.2 Voltametria ciclica

En la figura 3.3 se ilustra la celda electroquimica usada para la voltametria ciclica.

Figura. 3.3 Composicion de celda electroquimica

wWodtammetnia cilics
Electmoda e
Contra-electrodn | Electrodo de ratajo rafarencia Bartsben con nitrogena

Se realizé el montaje descrito en la figura 3.3. Los parametros usados para la

voltametria ciclica se resumen en la tabla 3.1:
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Tabla 3.1 Ejemplo de voltametria Ciclica

Voltametria ciclica

Int E(V) 0,2
High E(V) 0,2
Low E(V) -0,4
Scan rater (V/s) 0,1
Step 0,001
Init scan Negative
#Ciclos 2-3

La celda electroquimica consta de tres electrodos (el de trabajo, el de referencia y
el contraelectrodo), conectados a un potenciostato. Se usa como sensor
electroquimico una especie electroquimica cuyos potenciales de oxidacion y
reduccion sean conocidos, en este caso se us6 [Ru(NHs3)s]Cls, de tal forma que la
solucion acuosa dentro de la celda electroquimica fue 0,1 M de KCl y 1 mM de
[Ru(NHs3)s]Cls. Previo a los espectros se realizé un borboteo con nitrégeno para
eliminar la presencia de oxigeno dentro de la celda electroquimica. El analisis se
lo llevé a cabo en colaboracién con el CICAM de la Escuela Politécnica Nacional.
Para observar el efecto de la monocapa organica depositada se compara el
voltamperograma del electrodo desnudo (Au) con aquellos procedentes de los

electrodos modificados con la monocapa.

3.5 DETERMINACION DE ARSENICO

Para este trabajo se uso6 un electrodo de trabajo de oro proveniente de la empresa
ARRANDEE™. Los compuestos usados, el estandar de As y el acido clorhidrico
0,1M, fueron obtenidos del CICAM de la Escuela Politécnica Nacional. Previo a su
uso, el electrodo de oro debe estar completamente limpio. Para esta limpieza se
siguio el protocolo mostrado en la literatura (Dai et al., 2004), que brevemente se
explica a continuacion. Se realizan ciclos de voltametria usando una solucion

acuosa de acido sulfurico 0,5 M usando los parametros de la tabla 3.2:
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Tabla 3.2 Parametros para la voltametria ciclica de limpieza del electrodo de

Au

Voltametria ciclica

Int E(V)
High E(V)
Low E(V)

Scan rater (V/s)

Step

Init scan
#Ciclos
Step (V)
Sense (A/V)

0

1,7

0

0,5
0,001

Positive

10
0,001

1,0.e-0,3

Para la determinacion de As se uso la voltametria de redisolucion anddica, la

misma consta de las fases descritas a continuacion.

3.5.1

Obtencion del potencial de deposicion de arsénico en los electrodos de oro

En esta fase se determina el potencial al cual el As se adhiere en mayor cantidad

al electrodo de trabajo. Para esto se realizan ciclos de voltametria usando una

solucién de acido clorhidrico 0,1 M con 12 ppm del estandar de As. Previo a la

voltametria, se agitd la solucién a una velocidad de 60 rpm durante un minuto con

la ayuda de un agitador magnético. Los parametros usados para la voltametria

ciclica se resumen en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Parametros de voltametria ciclica para determinar el potencial de

deposicion de arsénico en los diferentes electrodos

Voltametria ciclica

Int E(V)

High E(V)

Low E(V)

Scan rater (V/s)
Step

Init scan
#Ciclos

Step (V)

Sense (A/V)

0,2

0,2

-0,7

0,5
0,001
Negative
1

0,001
1,0.e-0,3
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El potencial de deposicién corresponde al sitio donde cambia la pendiente de la
curva, y a este valor se le aumenta -0,05 V para tener un control de la difusién de
masa, con ello se asegura que toda la superficie que se encuentre sobre la

superficie del electrodo reaccione (Martinez, 20006).

3.5.2 Deteccion de arsénico mediante ASV

Una vez conocido el potencial de deposicidon se realiza una amperometria
mediante la cual el As presente en la solucién se adhiere al electrodo de trabajo.
Este procedimiento se realiza usando una solucion acuosa de As estandar de 12

ppm y HCI 0,1 M. Los parametros usados se presentan en la tabla 3.4:

Tabla 3.4 Parametros de la amperometria para el electrodo de Au

Amperometric i-t

Sample Time 2 ms
Run time (sec) 100
Init E (V) -0,65
Sense (A/V) 1,0.e-0,3

Para la cuantificacion del As adsorbido sobre el electrodo de oro se realiza una
voltametria de onda cuadrada (SWV) en la region de oxidacion del As. Esta

voltametria se adquirié usando los parametros descritos en la tabla 3.5.

Tabla 3.5 Parametros de la voltametria de onda cuadrada para el electrodo
de Au

Voltametria de Onda Cuadrada (SWV)

Int E(V) 0
Final E(V) 1,5
Step E (V) 0,005
Ampl (V) 0,03
Frequency (Hz) 50
Sense (A/V) 1,0.e-0,3
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La SWV provoca que se retire el As de la superficie del electrodo de Au. Este
proceso produce un pico, el cual esta relacionado con la concentracién de As en

la solucion estudiada (Lee & Méranger, 1981).

El proceso para la deteccion de As usando los electrodos modificados fue el
mismo que el descrito para el electrodo de Au; es decir: i) encontrar el potencial
de deposicion, ii) amperometria con una solucion de As estandar de 12 ppm y HCI

0,1M, y iii) voltametria de onda cuadrada.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION
41 CARACTERIZACION DE NANOESTRUCTURAS

4.1.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

La dispersiéon de AuNPs, obtenida segun lo descrito en el apartado 3.2, fue
analizada mediante espectroscopia UV-Vis. La figura 4.1 muestra la presencia de
una banda a 519 nm, correspondiente a la resonancia de plasmoén superficial de

AuNPs; confirmando asi su formacion (Barrio, 2012; Paez & Coronado, 2008).

Figura 4.1 Espectro UV-Vis de la dispersion de AuNPs
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Fuente: Elaboracién propia

4.1.2 Caracterizacion de grafeno

La dispersiéon de grafeno obtenido tanto por exfoliacion liquida como por
exfoliacion electroquimica, segun lo descrito en el apartado 3.1.2, fue analizada
mediante espectroscopia UV-Vis, espectroscopia Raman y AFM. La figura 4.2a

muestra los espectros UV-Vis procedentes de las muestras obtenidas con
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exfoliacién liquida, mientras que la figura 4.2b muestra los espectros UV-Vis

obtenidos mediante exfoliacion electroquimica.

Figura 4.2 a) Espectros UV-Vis de la dispersion de grafeno a) Gt1 para
tiempo de 24, 48 y 72 horas de sonicacion usando como disolvente

cloroformo CHCIs (1% metanol) b) espectro UV-Vis de la dispersiéon de Gt2.
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En los espectros se observa la presencia de un pico a 270 nm para el Gt1 y a 264
nm para el Gt2. Estas bandas son un indicativo de la presencia de grafeno (B.
Flores, 2016). La concentracion de grafeno puede ser obtenida aplicando la ley de

Lambert-Beer con la absorbancia a 660 nm (Torrisi et al., 2012):
A=c¢.C.l Ecuacion N°2

donde: A es la absorbancia a 660 nm, ¢ es el coeficiente molar de extincion a 660
nm, igual a 2460 L-g"'m!, C es la concentracion y | es el ancho de la celda de
cuarzo en cm. Asi, los valores de concentraciones obtenidos fueron de 0,33;
0,35; 0,576; ug - mL™! para el Gt1 a tiempos de 24, 48 y 72 horas de sonicacion
respectivamente. Por su parte, para el Gt2 el valor de concentracién obtenido fue
de 0,14 pug - mL™1.

Para confirmar la presencia de grafeno se realizd espectroscopia Raman. La
figura 4.3 muestra los espectros obtenidos, donde se observan las bandas para el
Gt1 a valores de 1347, 1574 y 2718 cm-" conocidos como bandas D, G y 2D del
grafeno. Comparando la intensidad relativa del pico D con respecto al pico G, de
los espectros de Gt1 y grafito, se puede ver que esta relacién aumenta a medida
que se incrementa el tiempo de sonicacion; asimismo se puede ver que el pico 2D
disminuye en su intensidad, ambos resultados son indicativos de la formacién de
grafeno Por su parte, para el Gt2, se observan dos picos, a 1343 cm™ y a 1591
cm' correspondientes a la banda D y G respectivamente, mientras que el pico 2D
casi ha desaparecido. Comparando este espectro con el de grafito, se puede ver
que la relacién de intensidades del pico D respecto al pico G aumenta; asimismo
se puede notar que el pico 2D desaparece. Ambos resultados indican la formacion
de grafeno de pocas capas.(Del Corro, 2011; Marquina, Power, & Gonzalez,
2010).
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Figura 4.3 Espectros Raman de grafito, Gt1 a distintos tiempos y Gt2
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Como se puede observar para el Gt1 a 72 horas de sonicacion se obtiene grafeno
de mejor calidad (menor numero de capas), por lo que se establecié este como el

mejor tiempo de sonicacion.

La morfologia del grafeno obtenido fue estudiada mediante AFM. La figura 4.4
muestra una imagen representativa de las adquiridas para las muestras. Con las
diferentes imagenes adquiridas se realizé un analisis estadistico para poder
conocer la longitud y el espesor promedios de las estructuras obtenidas. Los

resultados del analisis estadistico se presentan en la tabla 4.1.
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Figura 4.4 a) Imagen de AFM representativa de la muestra Gt1, b)
histogramas de longitud y espesor de las escamas de grafeno Gt1; c)

Imagen de AFM representativa de la muestra Gt2, d) histogramas de longitud

y espesor de las escamas de grafeno Gt2
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Fuente: Elaboracién Propia

Tabla 4.1 Valores promedios de longitud y espesor del grafeno obtenido

Gt1 0.39 + 1.56 10.20 +3.89
Gt2 0.38 +0.21 6.29 +4.81

De la caracterizacion espectroscopica y microscopica se puede concluir que la
exfoliacién electroquimica produce laminas de grafeno de mejor calidad para

nuestra aplicacion que la exfoliacion liquida, es decir grafeno de menor numero de

capas.
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En base a los estudios realizados se determind las nanoestructuras a usarse en
nuestro estudio, siendo las siguientes: AuNPs, Gt1 (72 horas) y Gt2. Con estas
nanoestructuras se procedié a la modificacion de los electrodos segun lo descrito
en el apartado 3.3. A continuacidon se presenta los resultados concernientes a la

caracterizacion de estos electrodos modificados.

4.2 CARACTERIZACION DE LOS ELECTRODOS MODIFICADOS

4.2.1 Caracterizacion morfolégica mediante AFM y QCM

En primer lugar, se va a detallar la caracterizacion de los electrodos sin la
presencia de la capa de 4,4’-bifenil-ditiol, éstos son oro desnudo (Au); oro
modificado con AuNPs (Au-AuNPs), oro modificado con Gt1 (Au-Gt1) y oro
modificado con Gt2 (Au-Gt2). Un esquema de estas modificaciones se presenta

en la figura 4.5.

Figura 4.5 Esquema de las modificaciones realizadas a los electrodos. a)
Electrodo de Au b) electrodo de Au-AuNPs c) electrodo de Au-Gt1 d)
electrodo de Au-Gt2
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Fuente: Elaboracion propia

La figura 4.6 muestra las imagenes obtenidas mediante AFM para los electrodos

Au y Au-AuNPs. De estas imagenes se extrajo la rugosidad, la cual presenta un
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valor de 2,2606 nm para Au y 3,6288 nm para Au-AuNps. Tanto las imagenes,

como el aumento en la rugosidad confirman la adsorcion de las AuNPs sobre el

sustrato de oro.

Figura 4.6. Imagenes de AFM de los electrodos: a) Au, b) Au-AuNPs, c) perfil

del electrodo de Au, d) perfil del electrodo Au-AuNPs.
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En la figura 4.7 se presenta el analisis mediante AFM para los electrodos Au-Gt1

y Au-Gt2. Como se observa en la figura, se confirma la presencia de grafeno

sobre la superficie del sustrato de oro.
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Figura 4.7 Imagenes de AFM para los electrodos: a) Au-Gt1, b) Au-Gt2, c)
Perfil de Au-Gt1 donde se indica el grafeno depositado, d) perfil de Au-Gt2

donde se indica el grafeno depositado.
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Posteriormente se efectuaron y caracterizaron las modificaciones incluyendo una
pelicula organica de 4,4’-bifenil-ditiol como enlace entre las nanoestructuras y el
electrodo de Au. En la figura 4.8 se presenta un esquema de las modificaciones
realizadas. Estas son: oro-monocapa organica (Au-MO), oro-monocapa organica-

AuNPs (Au-MO-AuNPs), oro-monocapa organica-Gt1 (Au-MO-Gt1) y oro-
monocapa organica-Gt2 (Au-MO-Gt2).

50



Figura 4.8 Esquema de las estructuras a) Au-MO, b) Au-MO-AuNPs, c) Au-
MO-Gt1, d) Au-MO-Gt2.
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Para obtener estas modificaciones se usaron los electrodos recubiertos de la
pelicula organica tal y como se describid en el apartado 3.3.1. Se determiné las
condiciones para depositar la mayor cantidad de nanoestructuras sobre la
pelicula; esto se realizé mediante una Microbalanza de Cuarzo (QCM). La tabla
4.2 presenta los valores de recubrimiento a diferentes tiempos de incubacién
dentro de la dispersiéon de Gt1. Asi, se determind que el recubrimiento maximo es

de 0,6272 ug-cm?tras 24 horas de incubacion.
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Tabla 4.2 Masa de Grafeno adherida al sustrato de oro en funcién del

tiempo.

0 5016664 0

1 5016664 0

5 5016664 0
30 5016663 0.0088
90 5013623 0.3622
120 5016620 0.3887
150 5016614 0.4417
180 5016608 0.4947
1440 5016593 0.6272

La morfologia de estas modificaciones fue estudiada mediante AFM. Las figuras
4.9 y 4.10 muestran la morfologia de los diferentes electrodos modificados. Se
obtuvo los valores de rugosidad para los diferentes electrodos, los cuales

presentaron los siguientes valores en la tabla 4.3:

Tabla 4.3 Valores de rugosidad para los diferentes electrodos modificados

Au-MO 3.719
Au-MO-AuNPs 6.918
Au-MO-Gt1 5.771
Au-MO-Gt2 4.835

Se puede observar que el electrodo Au-MO es el de menor rugosidad, esto
debido a la ausencia de nanoestructuras. Ademas, en las figuras 49 by 4.10ay

b, se puede apreciar la presencia de las nanoestructuras sobre el electrodo.
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Figura 4.9 Imagenes AFM para los electrodos de a) Au-MO, b) Au-MO-

AuNPs, c) corte transversal electrodo Au-MO, d) corte transversal electrodo

Au-MO-AuNPs.
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Figura 4.10 Imagenes AFM para los electrodos: a) Au-MO-Gt1, b) Au-MO-Gt2,

c) corte transversal electrodo Au-MO-Gt1, d) corte transversal electrodo Au-

MO-Gt2.
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4.2.2 Voltametria ciclica
Para estudiar las propiedades electroquimicas de los electrodos modificados se

us6 voltametria ciclica segun lo descrito en el apartado 3.4.2. Se estudiaron
electrodos modificados con baja y alta concentracion de nanoestructuras. Estas
se obtuvieron usando diferentes tiempos de incubacién de los electrodos (con y
sin pelicula organica) dentro de las dispersiones de AuNPs, Gt1 y Gt2
respectivamente. La figura 4.11 muestra los voltamperogramas obtenidos para las
modificaciones con Gt1 (figura 4.11a), Gt2 (figura 4.11b) y AuNPs (figura 4.11c).
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4.1

modificados.

Figura

Voltamperogramas

obtenidos

a) Electrodos modificados con AuNPs,

usando

los electrodos

b) electrodos

modificados con Gt1 y c) electrodos modificados con Gt2.
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La figura 4.11 muestra los picos de oxidacién y reduccion propios del sensor

electroquimico, [Ru(NH3)s]Cls ([Ru(NH3)s]** + 1€ = [Ru(NH3)s]?*). Se observa que

la presencia de la pelicula organica pasiva la sefial del electrodo, confirmado la

deposicién de una monocapa sin huecos ni defectos (Estrada, 2012; Osorio et al.,

2014). Por otro lado, se puede ver que las nanoestructuras depositadas sobre la

pelicula organica reestablecen la sefial electroquimica. Se observa que a medida
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que se incrementa la concentracion de nanoestructuras sobre la superficie, la
intensidad de la sefal crece, permitiendo concluir que esta reactivacion de la
sefal es un efecto propio de las nanoestructuras (Ana Villares, Pera, & Giner,
2009). Asimismo, se puede ver que un mayor incremento en la sefal producida
por el grafeno se obtiene al usar el obtenido mediante exfoliacion electroquimica,
Gt2. Esto puede estar relacionado al hecho de que, como mostré la
espectroscopia RAMAN y el AFM (apartado 4.1.1), el Gt2 posee grafeno de mejor
calidad que Gt1. Finalmente, se puede notar que, con respecto a la senal
obtenida para el electrodo de Au desnudo, las unicas modificaciones que
incrementan la sefal son las que no contienen monocapa organica. Esto se debe,
sin temor a equivocarnos, al caracter metalico de las nanoestructuras y al
incremento en el area superficial del electrodo debido a la presencia de las

mismas.

Mediante estos experimentos se pudo comprobar que los electrodos con mejores
propiedades electroquimicas son: de aquellos sin monocapa organica, Au-Gt2 y
Au-AuNPs; mientras que de aquellos con monocapa organica, Au-MO-Gt2 y Au-
MO-AuNPs. Por este motivo se decidié usar estos, a mas del electrodo de Au,

para los estudios de deteccion de As.

4.3 DETECCION DE ARSENICO

4.3.1 Estudio con el electrodo de Au

Con el procedimiento 3.5.2 descrito en la metodologia se obtiene el potencial
de deposicion de As. Para el electrodo de oro se realizé la voltametria ciclica,
presentada en la figura 4.11a, donde se observa el aparecimiento un hombro a -
0.6 V y un pico a 0,18 V; los cuales corresponden a la presencia de As. Esto se
comprob¢ al realizar una voltametria ciclica usando el mismo electrodo, pero con
el electrolito sin As, figura 4.12 a en rojo; donde no se observa la presencia ni del

hombro ni del pico.
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Figura 4.12. a) Voltamperogramas para determinar el potencial de
deposicion del As, con y sin el estandar de As. b) Ampliacion del hombro

que indica el potencial de deposicidn.

a

-2000 -
— HCI con A%
1000 - ——Hcl

1000

2000 -

Corriente (uAlcm’)

4000 -

08 08 04 02 0.0 02 04
Voltaje (V)

Comiante (uAdom’)

0.8 03 B0 0.3
Woltaje (V)

Fuente: Elaboracion propia

La figura 4.12 b muestra que el hombro que indica el potencial de deposicién del
As sobre el electrodo de Au termina a -0.6 V. A este valor se le suma -0,05 V para

tener un control de la difusion de masa (Martinez, 2006), de tal forma que se
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determina como potencial de deposicion de As sobre el electrodo de Au el valor
de -0,65 V.

Una vez conocido el potencial de deposicion, se realizdé la amperometria y la
SWV, segun el procedimiento descrito en el apartado 3.5.2., a distintas
concentraciones conocidas de As para construir una curva de calibracion. Se
vario la concentracion de As de 0 a 12 ppm, dando como resultado los espectros
mostrados en la figura 4.13, cuyas intensidades maximas fueron usadas para
construir la curva de calibracion mostrada en la figura 4.14. Para asegurar la
reproducibilidad cada medida se repitié varias veces el experimento. Un ejemplo
de esta reproducibilidad es el mostrado en la figura 4.15, donde se observa el

mismo espectro que en la figura 4.13 para una concentracion de 12 ppm.

Figura 4.13 Voltametria de onda cuadrada para el As a distintas

concentraciones
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Figura 4.14 Puntos para la curva de calibracion con electrodos de Au
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Figura 4.15 Voltametria de onda cuadrada para el electrodo de oro usando

una concentracion de As de 12 ppm
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En la figura 4.16, se resume el procedimiento detallado en el capitulo 3, para la

deteccion de As en agua mediante la ASV.
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Figura 4.16 Resumen del proceso para la deteccion de arsénico mediante

- 1 =
4
==

Fuente: Elaboracién propia

A continuacion, se detalla los resultados obtenidos para los electrodos
modificados. Dado que el objetivo del trabajo es determinar el posible uso de
estas modificaciones, el estudio fue realizado a una concentracion de As de 12

ppm para todas las modificaciones.

4.3.2 Uso de los electrodos modificados sin la monocapa organica
Los valores de potencial de deposicidon para los electrodos modificados se
resumen en la tabla 4.4.

Tabla 4.4: Potencial de deposicion para los electrodos modificados sin

monocapa organica

ikl

Au-AuNPs -0,35
Au-Gt2 -0,37

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 4.17 se presentan los espectros obtenidos mediante la SWV para los
electrodos Au-AuNPs y Au-Gt2. La figura 4.17 a y b muestra la intensidad de la

sefal de deteccidn, relacionada con la presencia de As en la solucion, el uso del
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electrodo Au-AuNPs presenta un pico de mayor intensidad, esto se debe a la
presencia de las nanoparticulas metalicas depositadas en la superficie del
electrodo de Au, provocando un aumento en la rugosidad, lo cual implica una
mayor area superficial. Con el electrodo de Au-Gt2 se presenta un pico de mucha

menor intensidad. Esto es atribuible a la poca afinidad del grafeno con el As.

Figura 4.17 a) Voltametria de onda cuadrada para el electrodo Au-AuNPs, b)

voltametria de onda cuadrada para el electrodo de Au-Gt2.
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4.3.3 Uso de los electrodos modificados con la monocapa organica
Los valores de potencial de deposicion registrados para los electrodos

modificados con la monocapa organica se resumen en la tabla 4.5

Tabla 4.5: Potencial de deposicion para los electrodos en presencia de la

monocapa organica

Electrodo Potencial (V)
Au-MO-AuNPs -0,35
Au-MO-Gt2 -0,35

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 4.18 se presentan los espectros obtenidos mediante la SWV para los
electrodos Au-MO-AuNPs y Au-MO-Gt2. En la figura 4.18 a y b se observa que
existe un bloqueo total de la sefal, esto se debe a la presencia de la monocapa
organica. Cabe recalcar que lamentablemente no se han obtenido los resultados
deseados; esto era obtener los picos procedentes del arsénico, usando el hecho
de que las AuNPs y el grafeno reactivan la sefal electroquimica, tal y como se

observod en los experimentos de voltametria ciclica.
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Figura 4.18 a) Voltametria de onda cuadrada para el electrodo de Au-MO-

AuNPs b) voltametria de onda cuadrada para el electrodo de Au-MO-Gt2
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En resumen se puede decir que, lamentablemente, nuestra idea de usar el

restablecimiento de la sefal electroquimica fomentada por el uso de AuNPs y
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grafeno depositado sobre la pelicula organica no ha dado resultados
favorables. Sin embargo, el estudio de los electrodos sin presencia de
pelicula organica ha sido alentador. Asi, se ha obtenido que el electrodo de
Au modificado con AuNPs es un buen candidato para usarse en aplicaciones
electroquimicas para la deteccion de As en agua, sobre todo si se usa la
técnica ASV.
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5.1

CAPITULO S

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se han obtenido nanoparticulas de oro mediante sintesis quimica y se
establecid su formacion mediante UV-Vis y AFM.

Se han obtenido dispersiones de grafeno mediante los métodos de
exfoliacion liquida y electroquimica. Estas dispersiones fueron
caracterizadas mediante espectroscopia UV-Vis, Raman vy AFM,
demostrandose que, de estos métodos se obtuvo el mejor material
mediante exfoliacion electroquimica. Con respecto a la exfoliacion liquida
se obtuvo una mejor exfoliacién a mayores tiempos de sonicacion.

Se obtuvieron electrodos modificados del tipo Au-AuNPs, Au-Gt1, Au-Gt2,
y otros con presencia de monocapa organica de tipo Au-MO-AuNPs, Au-
MO-Gt1 y Au-MO-Gt2.

Se determiné la cantidad de material depositado sobre los electrodos de
oro mediante QCM. Asi la formacién completa de la monocapa organica se
da a las 24 horas de incubacion; y por su parte la maxima cantidad tanto de
AuNPs como de grafeno sobre la superficie del electrodo, se da a las 24
horas de incubacion del electrodo.

Mediante AFM se verificé la presencia de las nanoestructuras sobre el
electrodo con y sin monocapa organica. Se cuantifico la rugosidad de los
electrodos comprobandose asi que el anclaje de las nanoestructuras
incrementa el area superficial del electrodo.

Se estudiaron las propiedades electroquimicas de los electrodos mediante
voltametria ciclica. En el caso de los electrodos con monocapa organica se
obtuvo en primer lugar un pasivamiento de la sefial debido a la formacion
de una monocapa compacta. Por su parte la incorporacion de las
nanoestructuras sobre la monocapa organica conduce al restablecimiento

de la sefal. Para el caso de los electrodos sin monocapa organica se
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observo un incremento de la sefal debido al incremento de area superficial
del electrodo. En ambos casos, con y sin monocapa organica, se observo
que la mejor sefal se obtiene con las AuNPs.

Se utilizé la técnica ASV para detectar As disuelto en agua, usando un
electrodo de oro desnudo y sus distintas modificaciones. Para el electrodo
de oro se definid un potencial de deposicion de -0,65 V, con el cual se logré
una respuesta lineal de la concentracion de arsénico vs la intensidad de
corriente en un rango de 0 a 12 ppm.

Las modificaciones de los electrodos con llevan a un potencial de
deposicion diferente.

Se observd que la presencia de la monocapa organica inhibe la senal
electroquimica que permite la deteccion de As, inclusive con
nanoestructuras en su superficie; lo que no se observo en los experimentos
de voltametria ciclica.

El electrodo modificado unicamente con grafeno presentd una baja senal
electroquimica en la deteccidon de As, posiblemente debido a la baja
afinidad del grafeno por el arsénico.

El electrodo modificado unicamente con AuNPs presenté una mayor senial
electroquimica, inclusive que el electrodo de Au desnudo, procedente del
As, debido a la alta afinidad quimica de Au por el As y al aumento del area
superficial del electrodo. De esta forma se ha demostrado que el electrodo
de Au-AuNPs tiene potenciales aplicaciones para la deteccion de As en

agua.
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5.2 RECOMENDACIONES

Profundizar en el estudio de la afinidad quimica entre el grafeno y el
arsénico, para establecer causas de la baja sefal observada para los
electrodos con grafeno.

Si bien se ha establecido que los electrodos de Au y Au-AuNPs permiten
detectar arsénico en agua, no se ha establecido el limite de deteccion; por

lo cual se recomienda continuar con el estudio de estos valores.
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