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Resumen y palabras clave

El principal desafio de la Quimica Analitica en la actualidad se centra
en el diseflo y preparacién de nuevas plataformas sensoras altamente
sensibles, reproducibles, robustas, miniaturizables, portables y capaces de
cuantificar de forma rapida, selectiva y simultdnea diversos analitos en
escenarios antes impensados. En ese sentido, este trabajo de Tesis se centra
en el desarrollo pionero de sistemas electro-analiticos basados en el disefio
racional de diferentes soportes electrodicos nanosestructurados que permitan
la cuantificacién sensible y selectiva de analitos de relevancia clinica, forense y
medioambiental facilitando la toma de decisiones inmediata con la informacién

obtenida.

Para ello, se estudi6 la sintesis criteriosa de diversos tipos de
nanomateriales hibridos a partir de nanoestructuras de carbono y polimeros.
Los nuevos materiales se inmovilizaron sobre sustratos de carbono vitreo (GCE)
con el objetivo de construir plataformas analiticas para el desarrollo de
sensores electroquimicos tendientes a la cuantificacién de analitos de
relevancia en areas de candente actualidad, como lo son las enfermedades
neurodegenerativas, la determinacion forense de residuos de disparo de armas
de fuego y la deteccion de herbicidas polémicos y ampliamente utilizados con

implicancias nos solo en la salud sino que también a nivel medioambiental.

El CAPITULO 1 presenta una introduccién general acerca de las
propiedades y medotologias de sintesis de novedosos nanomateriales hibridos
tendientes al disefio de sensores electroquimicos. Se describen las diferentes
estrategias y metodologias empleadas para la incorporacién de los
nanomateriales sobre sustratos conductores que permitirdn la posterior
deteccién altamente sensible y selectiva de los analitos de interés. El
CAPITULO 2 discute los fundamentos y las técnicas mas representativas
empleadas para el desarrollo del presente trabajo de Tesis y las metodologias

utilizadas para la obtencién de los resultados.

En el CAPITULO 3 se presenta la sintesis, mediante funcionalizacién no
covalente, y caracterizacién de un hibrido 1D compuesto por nanotubos de
carbono (CNT) con un bio-polimero como polietilenimina (PEl). Se discuten las

propiedades electroquimicas del nanometrial resultante, luego de su

Vil



inmovilizacién sobre GCE, y la caracterizacién tanto espectroscépica como
microscépica de CNT-PElI las cuales permiten comprender sus propiedades y
alcances. Se propone el empleo del sensor GCE/CNT-PEI para la cuantificacién
de manera sencilla, con bajos limitesde deteccién y en presencia de muestras
de cerebro de animales de laboratorio, con diversas patologias
neurodegenerativas, con resultados sumamente promisorios para dilucidar los
cambios en la recaptacién de dopamina (DA) en sistema nervioso central
(SNC). Cabe destacar que el trabajo interdisciplinario en esta area de
investigacién es lo que posibilitd la utilizacion de GCE/CNT-PEl para estudios
clinicos y farmacolégicos que permitieron validar estudios tendientes a ser
utilizados como herramienta para el tratamiento de diversos transtornos del
SNC.

El CAPITULO 4 presenta el desarrollo de un nuevo nanomaterial hibrido
2D resultante de la reduccién de éxido de grafeno (RGrO) /in situ, mediante la
formacién de polimeros meldnicos a partir monémeros como L-Dolpa (Poly-L-
Dopa) por ultrasonido. Se analiza el efecto de las condiciones de sintesis
sobre la respuesta electroquimica de la plataforma y se presenta la
caracterizacién espectroscépica y microscédpica del material resultante. En el
CAPITULO 5 se propone el uso de RGrO-Poly-L-Dopa para la construccién de
una plataforma sensora para la deteccién de peréxido de hidréogeno en
muestras de interés farmaco-bromatolégico. Por otra parte, se discute la
optimizacién de los parametros experimentales (tiempo de preconcentracion,
potencial de reduccién, tiempo de reduccion y composicién del medio
reductor) para la aplicacién del sensor en la cuantificacién simultdnea y sin
interferencia de plomo y antimonio en el orden de ppb. Se exponen los
resultados obtenidos para la cuantificacion novedosa y de bajo costo de estos
metales en muestras forenses. Se propone una forma sensilla de obtencién y
procesado de muestras de residuos de disparo de diferentes armas de fuego,
con distintos cartuchos y variando la distancia de deflagracién, todas ellas
obtenidas en poligono forense por peritos criminalistas. Es de suma
importancia destacar que estos resultados permiten incursionar, por primera
vez, en un campo muy poco explorado y de gran actualidad, como lo es la

balistica-forense.
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El CAPITULO 6 plantea la sintesis mediante metodologias
electroquimicas, top down y  botton up, de dos materiales de naturaleza
carbonécea: grafeno electroquimicamente expandido (GEQE) y Carbon Quantum
Dots (CQDots). Se estudian de manera critica las condiciones de sintesis
optimas para la obtencién de ambos nanomateriales y se correlacionan con
las respuestas electroquimicas observadas. Se describe la obtencién de un
novedoso nanomaterial hibrido, formado a partir de estas nanoestructuras 2D
y OD sintetizadas, que combina las propiedades electroquimicas renovadas y
superiores de los nanomateriales individuales. En el CAP[TULO 7 se presenta el
empleo del nanohibrido, inmovilizado sobre GCE, para el desarrollo de un
sensor tendiente a la detecciéon indirecta de glifosato (Gly) con un amplio
intervalo lineal, lo que posibilita el empleo del mismo para la cuantificacion del
analito de interés en muestras de origen muy diverso, tales como muestras de
agua, asi como también en muestras de formulaciones de productos
fitosanitarios, dando como resultado un sensor apto para el control de calidad

medioambiental o industrial de respuesta rapida y de bajo costo.

Finalmente, el CAPITULO 8 expone las conclusiones generales del

presente trabajo de Tesis Doctoral.

Palabras clave: sensor electroquimico, nanohibrido, nanomateriales de carbono,
nanotubos de carbono, 6&xido de grafeno, grafeno electroquimicamente
expandido, Carbon Quantum Dots, mondémero, polimero, dopamina, plomo,
antimonio, glifosato, enfermedades neurodegenerativas, balistica forense,

control medioambiental.
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Abreviaturas

AA: Acido ascérbico

Arg: Arginina
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Los sensores forman parte de nuestra vida cotidiana y se encuentran
presentes en un sinfin de dispositivos que utilizamos a diario. Por ejemplo,
algunos teléfonos inteligentes contienen mas de una docena de ellos, que
indican la posicion del instrumento, el brillo del entorno, la presencia de un

usuario y muchos otros hechos.

En un sentido amplio, los sensores representan una clase de
dispositivos capaces de detectar entidades quimicas especificas o monitorear
cambios en el ambiente circundante al traducir un evento (sefial de entrada)
en una sefial medible (sefal de salida). La importancia de esta area se
subraya por la variedad de sensores que se aplican en miltiples facetas de la
ciencia, la medicina, la tecnologia y la ingenieria [1]. De hecho, a lo largo de
los aflos se han desarrollado una innumerable cantidad de sensores capaces
de monitorear y medir eventos tan diversos como cambios de presion,
temperatura y humedad, asi como también el monitoreo de compuestos
toxicos presentes en el medio ambiente o dispositivos para el control y

seguimiento de pacientes con diabetes, entre muchos otros.

I-1. Sensores

De manera general los sensores pueden ser clasificados de acuerdo al
tipo de evento o sefial de entrada en sensores fisicos y quimicos. Los
primeros son dispositivos capaces de proporcionar sefiales medibles, a partir
del monitoreo de diferentes eventos fisicos, como por ejemplo, magnetismo [2],
deformacién de un cuerpo [3], presién [4], entre otros. Por otra parte, en
1991, la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) establecid la
definicién de sensor quimico como un dispositivo que transforma la
informacién quimica, desde la concentracién de un componente de muestra
especifico hasta el andlisis de la composicién total, en wuna sefial
analiticamente Gtil [5]. Es decir, que es un dispositivo analitico capaz de
detectar determinadas especies quimicas de manera continua y reversible, el
cual consta de un transductor acoplado a una fase de reconocimiento
quimicamente selectiva [6]. En 1999, la IUPAC determiné que: “Los sensores
quimicos generalmente contienen dos componentes basicos conectados en

serie: un sistema de reconocimiento quimico (capa de reconocimiento) y un



transductor fisicoquimico” [7]. El receptor se encuentra en contacto directo con
la muestra y responde selectivamente a una sustancia en particular o a un
grupo de sustancias. El transductor debe ser capaz de transformar las sefiales
quimicas producidas como consecuencia del evento de reconocimiento en una
seflal medible y, ademas, proporcionar informacién semicuantitativa o
cuantitativa de los cambios de las propiedades del receptor, causadas por la
interaccién con los componentes de la muestra analizada [8]. La figura I-1

muestra el diagrama de bloque bdasico de funcionamiento de un sensor.

o)
0
Muestra Capade Transductor

' . econocimiento
0
Senal de

. ' . salida

= = =

Generacion de la Senal de entrada Admaquisicion y
Informacién quimica tratamiento de la sefal

Figura I-1. £sgquema de blogues de los componentes bdsicos de un sensor guimico.

I-1.1. Clasificacidon de sensores segun el tipo de transduccidn

Considerando el origen de la informaciéon quimica que se genera en el
sensor y las caracteristicas del transductor que lo conforma, es posible
establecer una clasificacién de los sensores quimicos en oépticos, acUsticos y
electroquimicos. Siendo estos tres grupos los que han sido desarrollados mas
ampliamente en los Gltimos afios.

z

* Opticos. este tipo se sensores se basan en la deteccion de un haz de
luz u otras ondas electromagnéticas durante la interacciéon con las
especies quimicas [9]. Es decir que traducen o transducen en una sefal
optica los cambios producidos por la interaccién del analito con el
receptor, en un parametro analiticamente medible. Los principios fisicos
y arreglos desarrollados en el area de los sensores opticos son
numerosos, como son por lo tanto los distintos métodos de deteccion

de sefial, por ejemplo detectores de fluorescencia, absorbancia,
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luminiscencia, resonancia de plasmoén superficial (SPR) [10-13], entre
otras. Si bien poseen la ventaja de determinar de manera directa el
analito de interés en tiempo real y poseen una alta especificidad y
sensibilidad, suelen operar con equipos de gran tamafio que poseen
sistemas Opticos muy delicados, por lo que no es factible la

miniaturizacién de estos sistemas.

Acusticos. Este tipo de sensores se fundamentan en microgravimetria, es
decir, la medicion de cambios de masa que ocurren producto de la
interaccion de las especies quimicas con el sensor. Su disefio consta de
un material piezoeléctrico sometido a oscilacién. La respuesta de estos
dispositivos se relaciona con cambios en la frecuencia de resonancia o
frecuencia base, que dependen de las variaciones de masa de la
especie quimica a detectar presente en la fase detectora (o de
reconocimiento) del sensor. La frecuencia de resonancia depende
principalmente del espesor del cristal piezoeléctrico, del recubrimiento
de la fase detectora y de las propiedades visco-elasticas del cristal [14].
La microbalanza de «cristal de cuarzo (QCM; Quartz Crystal
Microbalance) y los sensores de onda acUstica superficial (SAW; Surface
Acoustic Wade) son algunas técnicas empleadas para el desarrollo de
este tipo de sensores [15,16]. Si bien se utilizan equipos relativamente
econdémicos y poseen una alta sensibilidad, como se mencioné con
anterioridad, estos sensores son incapaces de separar la contribucién
de sefial que se da por parte del analito de interés, de la sefial

proveniente del solvente empleado en el analisis.

Electroguimicos. esta subclase de sensores es una de las mas
importantes de los (ltimos tiempos debido a su versatilidad, en cuanto
a las infinitas posibilidades de modificar la superficie de los electrodos,
de manera tal de conferirle al sensor alta sensibilidad y selectividad.
Por otra parte, los equipos utilizados son mas econdémicos que los
empleados para el desarrollo de otro tipo de sensores y en la
actualidad se fabrican de tamafios relativamente pequefios con
autonomia eléctrica, lo que posibilta la miniaturizacién de los
instrumentos y el transporte de los mismos, estas caracteristicas los

hace sumamente promisorios para el analisis de muestra reales en el



campo, de manera sencilla y con tiempos de respuesta relativamente
cortos [17,18]. El principio bésico del funcionamiento de estos sensores
se centra en la medicién de los cambios eléctricos que se producen, en
general, a partir de reacciones en las que se involucra la transferencia
de electrones, es decir reacciones de Oxido-reduccion, en donde la
respuesta analitica se correlaciona directamente con la concentracion,

con el consumo o produccién del analito de interés.

I-1.1.1. Sensores electroquimicos

Los  sensores  electroquimicos pueden  ser  subdivididos en
potenciométricos, conductimétricos, voltamétricos e impedimétricos de acuerdo
a la naturaleza de la variable que se utiliza para realizar la deteccién del

analito de interés.

Los sensores potenciométricos, obtienen la informacion til a partir de
la diferencia de potencial que se origina entre un electrodo indicador y un
electrodo de referencia por la variaciéon de la concentracién de la especie de
interés. Cuando el electrodo indicador es un electrodo de membrana, que son
los mas comunes, el potencial se establece por la diferencia de concentracion
del analito de interés a un lado y otro de la membrana que separa a los dos
electrodos, este tipo de sensores son bastante selectivos. Los ejemplos mas
comunes de este tipo sensores son los electrodos selectivos para diversos

iones como fllor, sodio, protones y litio entre otros [19].

Por otra parte, los sensores conductimétricos estan relacionados con la
medicién de la conductividad a una serie de frecuencias. Detectan cambios en
la conductividad eléctrica de una capa o la mayor parte de un material,
ocasionados por la presencia del compuesto de interés, como consecuencia, la
concentraciéon de la especie analizada se puede relacionar con los cambios

observados [20].

Los sensores voltamétricos basan su funcionamiento en la mediciéon de
la relacién corriente-potencial. De manera general, se puede mencionar que se
realiza una lectura de la corriente obtenida por la presencia de la especie

electroactiva de interés luego de aplicar un dado potencial [21]. Un caso
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especial de este tipo de sensores son los amperométricos, en los cuales el

potencial aplicado se mantiene constante. Los sensores amperométricos

cuantifican los cambios en la corriente cuando se produce la 6éxido-reducciéon
de una especie electroactiva al aplicar un potencial constante. Para este tipo
de sensores, a menudo, es necesario modificar la superficie de los electrodos
de manera de conferirle una mayor especificidad al mismo, ya que para un
dado potencial aplicado pueden existir multiples especies que se oxiden o se
reduzcan y contribuyan a la respuesta en corriente obtenida [22,23]. El empleo
de diversas moléculas biolégicas que interactlan especificamente con un

analito, es una buena alternativa para soslayar este tipo de inconvenientes.

Finalmente, los sensores impedimétricos, son aquellos que se encuentran

en auge y generaron un gran interés en los Ultimos afios, debido a su alta
sensibilidad. Los mismos responden a cambios en la resistencia eléctrica,
debido a los sucesos que ocurren en la superficie de los electrodos. Es decir
que, la resistencia a la transferencia de carga de una dada sonda redox

cambia de acuerdo al estado superficial del electrodo de interés [24].

I-2. Estrategias de amplificacion de seiales electroquimicas

Los sensores electroquimicos encontraron una amplia aplicaciéon en
diferentes campos de investigacion, por ejemplo, analisis ambientales,
alimentarios y clinicos, debido a las ventajas que ofrece la determinacion

rapida, ultrasensible y selectiva de diversos analitos [25,26].

En los sensores electroquimicos, la reaccion redox heterogénea que
tiene lugar en la superficie del electrodo implica la transferencia de electrones
entre una molécula de interés y la superficie del electrodo. Por lo tanto, la
reaccién electroanalitica en esta region interfacial depende significativamente
del electrodo de trabajo utilizado. La conductividad eléctrica, la reactividad
hacia el analito, la estabilidad quimica, la ventana (til de potencial en un
dado electrolito soporte y el costo, son los factores mas importantes que
deben considerarse a la hora de seleccionar el electrodo [27]. Por lo tanto, el
desarrollo del sensor o un electrodo de trabajo que tenga una mayor

sensibilidad hacia el analito objetivo es un area de investigacién desafiante. A



lo largo de los afios, se han empleado varios tipos de electrodos de trabajo y
estos incluyen electrodos de carbono, oro, platino y mercurio [28]. Por otro
parte, se ha implementado una amplia gama de materiales nanoestructurados
a fin de modificar los electrodos antes mencionados para ser utilizados como
capa de deteccibn o reconocimiento para el desarrollo de sensores
electroquimicos, incluidos metales nanoestructurados [29], varios tipos de
alétropos de carbono [30,31], compuestos de materiales nanoestructurados
metdlicos [32] y diversos tipos de semiconductores [33]. De esta manera, la
obtencién de electrodos altamente sensibles, estables y reproducibles, depende
en gran medida de la inmovilizacién de los materiales activos para formar una

pelicula delgada en la superficie del electrodo [28].

I-2.1. Modificacion de sustratos solidos

La formacion de una pelicula delgada de materiales activos sobre un

sustrato sélido puede llevarse a cabo mediante diversas metodologias:

* Deposicion electroguimica: tiene la ventaja de ser una metodologia

sencilla y por otra parte no se requiere estrictamente de agentes de
dispersion, ni tensioactivos, la pelicula se forma por inmovilizacién del
compuesto de interés en la superficie del electrodo mediante diferentes
técnicas electroquimicas, a través de un barrido de potencial o la

aplicacién de un potencial constante [28,34].

* Autoensamblado de polielectrolitos: Uno de los métodos mas comunes
de modificacion de electrodos consiste en el ensamblado de
polielectrolitos sobre el sustrato por interacciones fundamentalmente
electrostaticas. La capacidad de manipular el espesor y la composicién
de una multicapa y la posibilidad de incorporar, en multicapas,
diferentes materiales con cargas opuestas, hace que este método sea
facil, simple y econémico para producir diferentes capas de
reconocimiento. Sin embargo, existen algunas limitaciones relacionadas
con la densidad de carga necesaria para la formaciéon de una multicapa
y la ruptura de la estructura formada debido a la presencia de iones o

a cambios de pH, entre otros [35,36].
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* Drop-coating y dip-coating. lLa formacién de capas delgadas por

deposiciéon de una gota sobre el electrodo o por inmersién del sustrato
solido en la solucién de interés es otra estrategia de modificacion de
los electrodos. La metodologia de recubrimiento por gota o drop-
coating ha atraido mucho la atencion debido a su simplicidad, poco
gasto de material y rapida preparacion. Sin embargo, deben tenerse en
cuenta algunos inconvenientes, como la dificultad en lograr uniformidad,
un escaso control del espesor de capa y las limitaciones en el area de
cobertura, ya que esto se correlaciona con el comportamiento
electroquimico de la capa preparada. Los electrodos también pueden
ser modificados por inmersién o dip-coating, esta metodologia presenta
la ventaja de formar peliculas muy uniformes y compactas, pero son
procedimientos mas largos y deben optimizarse muchas variables a fin

de obtener una pelicula satisfactoria [35].

* Union covalente: se basa en la generacion de grupos funcionales en el
sustrato para efectuar la unién covalente con diferentes moléculas. La
ventaja mas importante que presenta esta metodologia frente a las

demés es la estabilidad otorgada por la uniéon quimica [37].

* Interaccion por afinidad: es un método simple que consiste en el uso
de diferentes interacciones que ocurren entre las moléculas biolégicas,
por ejemplo la interaccién entre biotina-avidina o dos hebras de ADN
complementarias. La desventaja de este método es la relativamente baja

estabilidad a largo plazo que posee [38].

* Incorporacion en compdsitos: un material compésito disperso, es una

mezcla de un material conductor en una fase no conductora que hace
las veces de aglutinante o dispersante. El liquido aglutinante debe ser
inerte, no electroactivo, insoluble en la soluciéon analizada, escasamente
volatil y debe estar libre de impurezas. Los mas utilizados son: aceite
de parafina, de silicona, nujol, bromoformo, bromonaftaleno, entre otros
[39].



I-3. Nanohibridos

Recientemente, las estructuras hibridas se han usado ampliamente en el
campo del medio ambiente, la salud, la energia y los sensores demostrando
propiedades excepcionales y multifuncionalidades que mejoran sustancialmente

las propiedades de los nanomateriales individuales que los conforman [40].

La sintesis de wun nanohibrido, implica la incorporacion de dos
componentes diferentes o similares, en una escala nanométrica, creando una
sola entidad con propiedades mejoradas o completamente nuevas. Estos
abarcan las ilimitadas combinaciones posibles de las distintas propiedades de
los componentes organicos, inorganicos o incluso bioactivos en un solo
material. En consecuencia, ofrecen la oportunidad de crear una gran cantidad
de materiales novedosos con estructuras y funciones bien definidas [41]. Las
propiedades (nicas de los nanohibridos brindan muchas ventajas en diferentes
campos como biomateriales, materiales &pticos, materiales electrénicos,

revestimiento, almacenamiento de energia, catélisis y deteccion [42,43].

En general, los nanomateriales se pueden disefiar y sintetizar de manera
racional para lograr las propiedades deseadas, debido a la integracion de
multiples funciones en una sola nanoestructura. Las nanoestructuras hibridas
no sélo poseen las propiedades inherentes de los nanomateriales, sino que
también integran las caracteristicas de las especies tanto orgdnicas como
inorganicas que las constituyen. En definitiva, la combinacion a nanoescala
puede lograr obtener materiales con propiedades novedosas debido al efecto

sinérgico [44].

De manera general, se pueden clasificar a los nanohibridos en cuatro
grandes grupos de acuerdo a los materiales de partida empleados para su

sintesis (figura I-2):

» Hibridos Metal-Metal en la que ambos constituyentes son metales u

6xidos de metales [45].

» Hibridos Carbono-Metal en general se trata de hibridos en los cuales

las nanoparticulas metdlicas se encuentran soportadas en una matriz de

carbono [46].
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» Hibridos Carbono-Carbono: tal como el nombre lo sugiere provienen de
la mezcla de dos estructuras carbonaceas diferentes, es decir dos

alétropos de carbono [47].

» Hibridos Carbono-Molécula orgdnica: Surgen de la mezcla de una

nanoestructura de carbono con diversas moléculas organicas, tales

como polimeros, proteinas, aminodcidos, ADN, entre otros [44].

Generalmente, la funcionalizacién de la superficie de nanoparticulas
con especies organicas es el método mas ampliamente aplicado para construir
nanohibridos. Las nanoparticulas suelen presentar propiedades Opticas,
eléctricas o magnéticas particulares que pueden ajustarse con precisién
controlando sus estructuras y composiciones [48]. Por otra parte, las especies
organicas, de naturaleza muy diversa, aportan mdltiples caracteristicas, tales
como biocompatibilidad, carga particular, hidrofilicidad, entre otras, pudiendo

manipularse facilmente para diversos fines.
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Figura I-2. Clasificacion de nanohibridos de acuerdo a los constituyentes.

La abundancia natural del carbono, su particular estructura electrénica,
asi como también el creciente interés en generar metodologias de sintesis

para nanomateriales de carbono sencillas y econdmicas, hacen que los
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mismos sean los mejores contendientes para generar hibridos con propiedades
adecuadas para el empleo en el desarrollo de sensores electroquimicos. Por
su parte, los polimeros se utilizan cominmente para mejorar la hidrofilicidad
de este tipo de nanomateriales [49], haciendo del nanohibrido resultante un
compuesto facil de manipular a fin de formar peliculas delgadas vy
homogéneas sobre la superficie de los sustratos solidos empleados como

electrodos de trabajo en los sensores electroquimicos.

I1-3.1. Nanoestructuras de carbono

Los materiales a base de carbono tienen las ventajas de bajo costo,
facil preparacion y mdltiples formas. La preparacion de materiales de carbono,
la optimizacion de estructuras y la modificaciéon de sus propiedades han
recibido una considerable atencién [50]. Es conocido que las propiedades
excepcionales del carbono se relacionan con el hecho de que es el Unico
elemento capaz de generar enlaces consigo mismo con tres tipos diferentes
de hibridacién: sp, sp’ y sp? lo que da origen a estructuras con muy
diferentes propiedades y caracteristicas morfolégicas. Por otra parte, las
propiedades del material resultante también dependen, en gran medida, de sus
dimensiones [51]. En general, los nanomateriales pueden ser clasificados en
cuatro grandes grupos teniendo en cuenta cudntas de sus dimensiones poseen
escala nanoscoépica y como estan confinados los electrones en ellos, tal como
se presenta en la tabla I-1. Los nanomateriales también pueden ser
clasificados de acuerdo a su forma en: cilindros, laminas, esferas, cubos; de
acuerdo a su origen, en naturales y antropogénicos; o de acuerdo a su
composicion quimica en aquellos formados por metales, 6xidos de metales,

carbono, entre otros.
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Tabla |-1. Clasificacion de nanoestructuras de acuerdo a sus dimensiones y
confinamiento de electrones.

Ejemplos de

Estructura Definicién -
nanomaterial

Las tres dimensiones (x,y,z) <100 nm, los

Fullerenos, nanocristales,
0D electrones se encuentran confinados en las

tres dimensiones CQDots
1D Dos dimensiones <100 nm, los electrones Nanotubos, nanofibras,
estan confinados en dos dimensiones. nanovarillas
Sélo poseen una dimensiéon <100 nm, los
2D electrones se encuentran confinados en una Nanolaminas, nanocintas

sola dimensién.
No poseen ninguna dimensién <100 nm, los
3D electrones no estan confinados y pueden
moverse libremente

Policristales, matrices
nanoestructuradas

Algunos ejemplos de nanomateriales de carbono 0D son los fullerenos y
mas recientemente descubiertos, los puntos cuanticos de carbono. Dentro de
los materiales 1D, se pueden mencionar los nanotubos de carbono tanto de
pared simple como de pared mdltiple. El grafeno es el exponente mas
estudiado dentro de los materiales 2D, mientras que el apilamiento de
maltiples laminas de grafeno conforman un material 3D. En la figura I-3 se
resumen ejemplos de nanomateriales de carbono, agrupados de acuerdo a la
clasificaciéon descripta anteriormente. En particular, los ejemplos mencionados,
son los tipicos nanomateriales basados en carbono empleados en el desarrollo
de sensores electroquimicos ya que son conductores, debido a que tienen

rutas eléctricas interconectadas [52].

Figura I-3. Clasificacion de nanoestructuras de carbono de acuerdo a sus dimensiones.
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I1-3.1.1. Nanotubos de carbono

Desde su descubrimiento por lijima [53], los nanotubos de carbono
(CNT) han ganado un notable interés en la investigacion debido a sus
asombrosas propiedades mecanicas y su amplia gama de aplicaciones en
diversos sectores, como el aeroespacial, automovilistico, biomédico, defensa,

energia, entre otros.

De pared simple De pared Doble De pared Muiltiple

Figura I-4. Clasificacion de nanotubos de carbono de acuerdo a su estructura. Tomado
y modificado de referencia [54].

Los CNT son un alétropo de carbono, clasificados como materiales 1D,
con un diametro de tamafio nanométrico y una longitud de tamafio
micrométrico. Un CNT tipico tiene un sistema hexagonal de atomos de
carbono enrollado sobre si mismo que forma un tubo y tiene propiedades
excepcionales debido a su estructura simétrica. Basandose en el numero de
tubos concéntricos, los CNT se clasifican en tres tipos, tal como se muestra
en la figura 1-4: a) nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT): se
pueden imaginar como una lamina de grafito de un solo atomo de espesor
(grafeno enrollado en un cilindro) b) nanotubos de carbono de doble pared
(DWCNT): nanoestructuras coaxiales compuestas precisamente por dos SWCNT,
con uno enrollado en otro y ¢) nanotubos de carbono de paredes miiltiples

(MWCNT) con mas de 2 tubos concéntricos enrollados [54].

Entre los otros nanomateriales de carbono, los CNT han fascinado a los
investigadores debido a sus excepcionales formas geométricas y sus
asombrosas propiedades. Tanto la exploracién experimental como la tedrica
han revelado que los CNT (tanto de pared simple como de paredes mdultiples)

tienen propiedades mecanicas extraordinarias, alta relacion superficie/volumen,
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excelentes flexibilidad, buena conductividad térmica y eléctrica, alto punto de
fusién, baja densidad, gran superficie, excelente almacenamiento de hidrégeno,
propiedades biolégicas notables, gran resistencia a la corrosién y propiedades
6pticas Unicas [55]. Ademas, los CNT tienen propiedades electrénicas
asombrosas y pueden ser metdlicos o semiconductores, dependiendo de su
estructura (didmetro y helicidad) [56]. Debido a las propiedades excepcionales
mencionadas anteriormente, los CNT han despertado un interés increible en
los investigadores y se han considerado materiales muy promisorios en
nanoelectrénica, dispositivos de almacenamiento de energia, materiales
compuestos, industria de la medicina, aplicaciones de nano-sensores,
aplicaciones bioldgicas, materiales inteligentes, sistemas de purificacion de

agua y aire y en una gran diversidad de campos [57-59I.

Los CNT no se producen de forma natural y, por lo tanto, se pueden
preparar en laboratorios utilizando diversas metodologias experimentales. Los
trabajos de investigacion intensiva en la sintesis de CNT de alta calidad
aumentaron rapidamente desde la primera preparacion por ljima en 1991 y
1993 de MWCNT y SWCNT utilizando como técnica de sintesis la descarga
arco [53]. Las técnicas mas empleadas para la sintesis de nanotubos de
carbono se basan en descarga de arco, ablacién con laser y la deposicion
quimica de vapor, como los enfoques mas prometedores para la sintesis de
CNT [60-62].

Propiedades electronicas de CNT

Los CNT estdn conformados casi completamente por enlaces entre
atomos de carbono, pudiendo tener diferentes quiralidades (figura I-5) y
diametros. Dependiendo de la orientacion del eje del tubo respecto al
entramado hexagonal y segin la base de los indices quirales (n,m), los CNT
pueden ser de tipo arm-chair, que presentan n=m; zjg-zag, en los que m=0 y
quirales, que presentan n#m. De esta manera, los CNT pueden ser de
diferentes tipos y tener distintos intervalos de banda de conduccion. Es decir
que los nanotubos de carbono pueden ser metalicos o semiconductores, segln
su quiralidad [63].
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Figura I-5. Clasificacion de nanotubos de carbono de acuerdo a su configuracion. (A)
arm-chair, (B) zig-zag y (C) quiral Tomado y modificado de referencia [64).

De acuerdo a reportes bibliograficos, los nanotubos de tipo arm-chair
poseen comportamiento metdlico, por lo que conducen la electricidad mejor
que el cobre y los electrones pueden viajar a lo largo de este tubo como una
particula cuantica coherente de una manera similar a la de un fotén en una
fibra optica. Los tubos con configuracion zig-zag, tiene una pequefia banda
prohibida de unos pocos meV y, por lo tanto, son semiconductores metalicos.
Por dltimo, los tubos con configuracion gquiral son los que poseen las bandas
prohibidas de mayor tamafio y los mismos son clasificados como
semiconductores. Estadisticamente, un tercio de los CNT son metélicos,
incluidos los tubos semimetalicos, y dos tercios son semiconductores. Dado
que las propiedades electrénicas de los SWNT dependen de la configuracién
estructural de los nanotubos, controlar su quiralidad es fundamental para las

aplicaciones relacionadas [65].

I-3.1.2. Grafeno y derivados de grafeno

Hace décadas, la idea de una lamina molecular bidimensional de un

solo atomo de espesor habria parecido un suefio imposible. En 2004, aparecié
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el primer articulo sobre un material asombroso, pero la historia comenzd el
afio anterior cuando Geim y Novoselov aplicaron cinta adhesiva a un bloque
de grafito, produciendo asi el material que les valid6 el Premio Nobel de Fisica
en 2010 [66]. Este material es mas fuerte que el diamante, mas conductor que
el cobre y un millén de veces mas delgado que el papel. Este sorprendente
material, el “grafeno”, consiste (nicamente en &tomos de carbono unidos en
una ldmina de una sola capa con una disposicién hexagonal. El grafeno es un
alétropo monocapa de &tomos de carbono con hibridacién sp? con una
longitud de enlace de 0,142 nm. Como se muestra en la figura |-6, esta
estructura molecular puede adoptar varias morfologias y se puede considerar
el precursor de otros alétropos de carbono, ya que puede generar fullerenos,
nanotubos de carbono, grafeno de una o de unas pocas capas de espesor y
grafito [67]. En la estructura del grafito, los d&tomos de carbono estan unidos
entre si con fuertes enlaces covalentes sp? que junto con enlaces débiles de
Van der Waals mantienen unidas las hojas, lo que hace que el grafito sea un
material blando en contraposicion al diamante muy duro con todos los

enlaces covalentes sp°.

Figura 1-6. Grafeno como precursor de otros alotropos de carbono.
Tomado de referencia [67].
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El grafeno posee propiedades impresionantes debido a su estructura
quimica y geometria Unicas. Algunas de estas propiedades son: flexibilidad
intrinseca, excelente transparencia Optica, gran conductividad eléctrica y
térmica, alta movilidad de carga, capacidad de transporte de electrones, gran
superficie especifica, importante actividad electroquimica con alta estabilidad
quimica,  excelente  capacidad y capacitancia  especifica, relacién
superficie/volumen ultra alta, una resistencia intrinseca a la fractura, todo
combinado con una buena biocompatibilidad [68,69]. Estas caracteristicas
hacen que el grafeno sea una opcién adecuada para muchas aplicaciones
diferentes en nanocompuestos, investigacién energética, fisica cuantica,
catdlisis, nanoelectrénica, biomateriales y nanomedicina, incluidas las
plataformas de administracién de farmacos para el cultivo celular y la
ingenieria de tejidos, bioimagenes, biodeteccién y administracion de agentes

contra el cancer, terapia génica y aplicaciones antibacterianas.

Cuando se compara el grafeno con sus homélogos en forma de rollo,
los nanotubos de carbono (CNT), cabe mencionar que el grafeno tiene menor
toxicidad y mayor biocompatibilidad, métodos mas simples de produccién y

modificacién, menor costo y ausencia de contaminantes metélicos téxicos [70].

Informar el grosor preciso para varios formatos de grafeno ha sido un
desafio. Se han aplicado varias técnicas de caracterizacién y medicién, por
ejemplo, microscopia electrénica de transmisién (TEM), microscopia de fuerza
atémica (AFM), ultracentrifugacion en gradiente de densidad, para alcanzar
nimeros precisos y luego relacionarlos con las propiedades del grafeno, es

decir, relacién entre el espesor de la capa y las propiedades eléctricas [71].

Los nanomateriales basados en grafeno se pueden clasificar de acuerdo
con el numero de capas apiladas en estructuras de una U(nica capa, bi/doble
capa y pocas capas (entre 2 y 10). Por otra parte, cuando el grafeno se
encuentra oxidado, la estructura se puede dividir en dos clases, 6xido de
grafeno (GrO) y grafeno parcialmente reducido (RGrO) [72,73]. En 1957
Hummers [74], fue el primero en proponer una metodologia sencilla para
obtener 6xido de grafito, el cual puede ser reducido por diferentes

metodologias para obtener RGrO, tal como se presenta en la figura I-7.
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Figura I-7. Metodologia de obtencion de oxido de grafeno y oxido de grafeno
reducido. Tomado de referencia [72).

Aunque se sabe que GrO es una hoja infinitamente delgada (espesor de
escala atémica) de grafito oxidado, actualmente no existe un modelo exacto
de su estructura quimica, y este tema ha provocado una gran discusién y se
han sugerido varios modelos estructurales, como los modelos de Hofmann,
Ruess, Scholz-Boehm, NakajimaMatsuo, Dekany y Lerf-Klinowski. En la
actualidad, la configuracion mas aceptable es el modelo de Lerf-Klinowski [75].
Este modelo estructural de o6xido de grafito propuesto incluye regiones que
contienen anillos aromaticos no oxidados y regiones con anillos de seis
miembros oxidados que perdieron la aromaticidad, ademas de grupos hidroxilo
y epéxido en el plano de lamina, mientras que los bordes contienen tanto
grupos quimicos -OH como -COOH. Ademds, se demostré, mediante la
exploracién de diferentes fuentes de grafito y la variacién de los métodos
sintéticos, que la proporciéon y la densidad de los grupos funcionales que

contienen oxigeno pueden variar sustancialmente [76].

Propiedades electronicas del grafeno

En comparacion con sus otras propiedades excepcionales, las
propiedades eléctricas del grafeno han atraido mas atencién. El grafeno se

puede clasificar como un semiconductor intrinseco, con una disposicién
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distintiva del nivel de energia de Fermi con un espectro similar a Dirac, tal

como se muestra en la figura I-8.A.

Figura |I-8. (4) Distribucion de los niveles de energia de la ldmina de grafeno, ampliacion de la zona
cercana a los puntos de Dirac. (B) Distribucion de los niveles de energia de ldminas de grafeno

apiladas. Tomados de referencia [77,78.

La superposicién de bandas del grafeno de doble capa posee un
espectro parabdlico de 1,6 meV, que es muy pequefio e insignificante. Por lo
tanto, puede verse como un material similar al metal. Con respecto a las
estructuras de bandas del grafeno con tres o mas capas, figura I-8.B puede
notarse que a medida que aumentan el nimero de capas existe una
superposicion de las bandas de conduccién y valencia [78]. De esta manera, la
ruta sintética empleada para la fabricacién de grafeno va a determinar en
gran medida las propiedades electrénicas del material resultante. A lo largo de
los afios se han utilizado numerosas metodologias para la obtenciéon de
grafeno, entre ellas crecimiento epitaxial, deposicién quimica de vapor,
exfoliacion mecanica, exfoliacion quimica, exfoliacién electroquimica, descarga
de arco, entre otras [79]. Cada una de ellas presenta ventajas y desventajas
que es necesario evaluar a fin de que el material resultante presente las

propiedades requeridas para su futura aplicacion.

I1-3.1.3. Puntos cuanticos de carbono

Desde el descubrimiento accidental de Xu y colaboradores en el
proceso de purificacion electroforética de nanotubos de carbono de pared

simple en 2004 [80], los puntos cuénticos de carbono (CQDots) se han
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convertido en una estrella emergente de los nanomateriales de carbono
debido a las ventajas de sus fascinantes propiedades fisicoquimicas y sus
distintas morfologias externas [81,82]. Beneficidndose de diversos métodos de
sintesis y abundantes materias primas, los nanodots de carbono presentan

grandes diferencias en tamafo, estructura y propiedades fisicoquimicas [83].

Esta nueva clase de materiales basados en carbono de dimensiéon cero
tiene propiedades de fluorescencia y tamafios menores a 10 nm de
diametro. Combinan las propiedades o6pticas de los puntos cuanticos con las
propiedades electrénicas de los materiales de carbono y, por lo tanto, exhiben

ventajas Gnicas [84].

Los Carbon Quantum Dots han recibido una gran atencién en los
campos de la electréonica, la Optica, la fotoelectroquimica, la catalisis y la
biologia. Después de una década de rapido desarrollo, ha surgido un gran
nimero de publicaciones en el campo de CQDots. Sin embargo, todavia hay
muchos debates en curso y una comprension no unificada de los CQDots
sobre su sintesis, propiedades Opticas y aplicaciones, donde muchas
cuestiones bésicas criticas siguen sin estar claras [85]. De manera general, los
CQDots pueden ser sintetizados mediante enfoques top-down o bottom-up. Los
primeros se basan en la ruptura de estructuras de mayor tamafo tales como
grafito o nanotubos de carbono utilizando metodologias como descarga de
arco, ablacién laser u oxidacion quimica. Mientras que los enfoques bottom-up
utilizan precursores organicos tales como mondémeros, acidos grasos o
aminoacidos, para la formacién de nanodots de carbono asistida por
microondas, reacciéon solvotermal o descomposiciéon térmica. De acuerdo a lo
expuesto, las propiedades que presenten los CQDots resultantes son altamente
dependientes tanto del precursor como de la metodologia empleada para su

sintesis.

De forma general, los CQDots pueden considerarse como una
nanoestructura especial de “niicleo-capa” con un nicleo de carbono de menos
de 10 nm y una capa de grupo funcional. Los grupos funcionales superficiales
en los CQDots son favorables para la solubilidad en agua y funcionalizacién
adicional para diversas aplicaciones [86,87]. Sin embargo, debido a su

compleja quimica sintética, la estructura quimica detallada de los CQDots aln
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no esta clara, especialmente los defectos superficiales, los atomos de dopaje
o los grupos funcionales unidos covalentemente. Una de las mayores ventajas
de los CQDots es que unen los materiales de carbono tradicionales y las
moléculas organicas. El nicleo de tipo carbono y la superficie de tipo organico
juntos determinan la naturaleza de los CQDots, que combinan las propiedades
de los materiales de carbono con pequefias moléculas organicas, lo que
proporciona una gran flexibilidad en la manipulacion de la estructura y las

propiedades fisicoquimicas resultantes [88].

Se puede ver que los CQDots con un nlcleo cristalino y una superficie
funcionalizada se consideran una subunidad multifuncional prometedora para el
disefio y construccién de varios compuestos hibridos y catalizadores modelo.
Aunque, sigue siendo necesario optimizar atn mas la sintesis de los nanodots
de carbono, regular los tipos y el nimero de grupos funcionales de superficie
[89]. De esta manera, el estudio de las metodologias de sintesis de CQDots es
de vital importancia, ya que el método empleado modula las propiedades

resultantes que posee el material sintetizado.

I1-3.1.4. Funcionalizacion de nanoestructuras de carbono

El hecho de que los nanomateriales de carbono deriven de uno de los
elementos de mayor abundancia en la corteza terrestre hace que su fuente
sea casi ilimitada. Las ventajas de su empleo en sensores electroquimicos
radica en sus notorias propiedades tales como la mejora en la transferencia
de carga entre el transductor y el analito, biocompatibilidad y capacidad de
inmovilizacién de diversas moléculas, aumento del area superficial expuesta del
transductor electroquimico, disminucién de los sobrepotenciales de oxidacion y
reduccion de una gran variedad de analitos y facilidad de ser funcionalizados
y derivatizados. Este d{ltimo punto es de vital importancia, ya que las
nanoestructuras de carbono pristinas, por su naturaleza, tienden a formar
agregados. La elevada superficie especifica del grafeno y derivados promueve
la agregacion espontanea e irreversible. Como resultado de ello, se obtiene
nuevamente un material similar al grafito de partida [90]. En el caso de los
2

CNT, debido a fuerzas de van der Waals entre la superficies de carbono sp

de los nanotubos, éstos tienden a formar agregados que son muy dificiles de
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separar [91]. De esta manera se requieren metodologias de funcionalizacién
adecuadas que garanticen mantener las propiedades electrénicas de los

diversos materiales de carbono.

Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas pueden
modificarse sometiéndolas a funcionalizacién, uniendo algunas moléculas en su
superficie [92] y de manera general, las metodologias de funcionalizacién se

pueden clasificar en dos grandes grupos, covalentes y no covalentes (figura I-
9).

Modificacion no covalente
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Figura 1-9. Estrategias de modificacion de estructuras de carbono.

En la funcionalizacién covalente, los diversos grupos funcionales
quimicos, como los grupos carboxilo, oxidrilo y amina, se unen a la superficie
mediante la formacién de enlaces. Si bien la funcionalizacién covalente
presenta una gran estabilidad, influye en las propiedades intrinsecas de las
nanoestructuras de carbono, ya que el cambio en la superficie por unién
covalente puede hacer que la hibridaciéon de los carbonos cambie de sp? a
sp>. Como consecuencia de ello, la resistencia mecéanica y las propiedades
eléctricas podrian verse obstaculizadas debido a la disminucién de la

capacidad de conjugacién. [93]
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La funcionalizacién no covalente ha sido significativa para enlazar las
biomoléculas, polimeros, proteinas, entre otras, ya que no afecta las
propiedades intrinsecas de los materiales. Como consecuencia de ello, las
propiedades mecanicas y eléctricas no se ven afectadas. De esta manera, la
funcionalizacion no covalente es el resultado de interacciones tales como
interacciones electrostaticas, interacciones n-m, entre las nanoestructuras y el

agente funcionalizante [94].

La funcionalizacion no covalente mediante el empleo de mondémeros y
polimeros ha sido empleado en numerosas ocasiones a lo largo de los afios
[95,96], ya que, su propiedades y estructuras pueden ser moduladas con
facilidad. Por otra parte, debido a la extensa diversidad de estructuras y
grupos funcionales que poseen los mondémeros y polimeros, las posibles
interacciones con las estructuras de carbono pueden ser de diferente
naturaleza. Tal como puede verse en la figura I-9, una de las metodologias no
covalentes para funcionalizar CNT con un dado polimero es mediante
enrollamiento o efecto wrapping, mediante interacciones = - © si el mondmero
o polimero utilizado posee anillos aromaticos o por intercalacién entre las
laminas, si se trata de funcionalizar grafeno. En cualquier caso, todas las
metodologias deberian ser capaces de permitir la exitosa dispersién de los
nanomateriales de carbono para impedir su agregaciéon, dando como resultado

un nuevo nanomaterial hibrido con propiedades renovadas.

I-3.2. Mondmeros y polimeros

Los polimeros organicos son compuestos prometedores para muchas
aplicaciones esenciales debido a sus propiedades fisicas y quimicas ajustables,
flexibilidad mecanica, dopaje, buena biocompatibilidad y produccién escalable,

entre otras [97].

Numerosos campos de aplicacion han explotado las caracteristicas
Unicas y diversas de los polimeros, por ejemplo, la estabilidad y propiedades
mecanica y quimica, el control sobre el equilibrio hidrofilico/hidrofébico que
puede ajustar la solubilidad de polimeros en disolventes organicos y soluciones

acuosas, la capacidad de formar peliculas estables y controladas que
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promueve el uso de polimeros en procesos de recubrimiento, las propiedades
de adherencia, que le dan la capacidad de unir diferentes componentes vy
materiales y finalmente, el control de los grupos funcionales en la estructura
que otorga una mejor solubilidad en solventes acuosos [98]. Por otra parte, la
flexibilidad en las metodologias de sintesis permite modular las propiedades y
controlar la relacién estructura/propiedad del polimero resultante. Si bien
existen numerosas estrategias para la obtencién de polimeros (polimerizacién
por adicién, por condensacién, por crecimiento en etapas, etc) y las rutas
sintéticas para su obtencién son numerosas, la polimerizacién de mondmeros
mediada por efecto ultrasénico o por metodologias electroquimicas presentan

la ventaja de ser sumamente sencillas y econdémicas.

Ademas, algunos polimeros también presentan propiedades eléctricas
Unicas que los impulsan como la opcién ideal para dispositivos electrénicos
con fuerte conductividad eléctrica, excelente conduccion de iones, versatilidad
y estabilidad. Hasta ahora, han surgido muchos polimeros naturales o
sintéticos para dispositivos electrénicos, como baterias, sensores, capas activas
y electrodos, que dotan a la electronica de flexibilidad y biodegradabilidad
junto con el bajo costo de sintesis, manteniendo el alto rendimiento [99]. Por
otra parte, los polimeros poseen abundantes grupos funcionales, permiten una
dispersién constante o una alta solubilidad en liquidos comunes, incluso en
agua, para formar, por ejemplo, tintas electrénicas procesables en
solucién. Este caracter los habilita como uno de los candidatos ideales para
fabricar dispositivos electrénicos con métodos de fabricacion a baja

temperatura [100].

En la actualidad, la ingenieria molecular se esta convirtiendo en una de
las herramientas mas eficaces para superar las limitaciones inherentes y
mejorar sus caracteristicas Unicas mediante determinadas modificaciones fisicas
o quimicas, lo que proporciona direcciones innovadoras para el desarrollo de

nuevos dispositivos electrénicos multifuncionales. [101]
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Una de las primeras técnicas electroquimicas utilizadas a la hora de
obtener informacién cualitativa o semicuantitativa de un sistema desconocido
es la voltamperometria ciclica (VC). Esta técnica es muy (til ya que puede
aportar informacién tanto termodinamica como cinética de los procesos de
transferencia de carga, que ayudan en la comprensiéon de las reacciones redox

bajo estudio.

VC es una técnica potenciodindmica [1], la cual estd basada en la
aplicacién de un programa triangular de potencial en funcién del tiempo, tal
como se muestra en la figura II-1.A. Esta perturbaciéon de potencial consiste en
aplicar un barrido lineal de potencial a una dada velocidad (v), desde un
potencial inicial (E), hasta un dado potencial de corte (E), en el cual el
barrido se invierte hasta un dado potencial final (E), que puede o no coincidir
con el potencial inicial. Estas perturbaciones se denominan ciclos de potencial
y, dependiendo del objetivo del experimento puede realizarse tantas veces
consecutivas como uno desee. Cuando se grafica la respuesta en corriente
obtenida en funciéon del potencial aplicado se obtiene un voltamperograma

ciclico, como el que se muestra de manera ilustrativa en el figura II-1.B.

Epa
= 2
2 =
c K
a c
o S
a o
Eoc
tiempo Potencial

Figura II-1. (A) Programa de potencial aplicado en voltamperometria ciclica.
(B) Voltamperograma ciclico resultante.
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El voltamperograma esquematizado en la figura II-1.B representa un
Unico ciclo para una reaccién redox reversible en solucién (R,ySOuo+ ne),
teniendo en cuenta una difusion lineal semi-infinita. Para un sistema en el que
se realiza un barrido de potencial hacia valores positivos (oxidaciéon) y que en
un comienzo solo contiene la especie reducida R, a un potencial E, menor al
potencial estandar (E°) de la sonda redox, la corriente observada es debida al
cargado de las doble capa eléctrica y cominmente se denomina corriente
capacitiva. A medida que avanza el barrido de potencial y el mismo se acerca
a E°, comienza el proceso de oxidacién de R para generar la especie oxidada
O, la cual se denomina corriente de oxidaciéon. Conforme aumenta el potencial,
aumenta el consumo de R en la superficie del electrodo, por lo que debe
difundir una mayor cantidad de dicha especie desde el seno de la solucién,
produciendo un incremento en el gradiente y por ende en la corriente de
oxidacién y un aumento de la capa difusional. Cuando el potencial alcanza un
valor tal que el gradiente de concentracién es maximo, se alcanza el valor
maximo de corriente, que se define como pico de corriente anddico (i), el
potencial al cual aparece dicho pico se denomina potencial de pico anddico
(E,.). Al continuar aumentando el potencial con el consecuente consumo de R
en la superficie del electrodo, la corriente cae. La ecuacién de Nernst
(ecuacion II-1) describe la relacion entre el potencial y la concentracién de las

especies R y O en la superficie del electrodo.

o, 2303RT [CO 0,0)

E=F + — CR(O,t)] Ecuacion [I-1

Donde E es el potencial del electrodo, E* el potencial formal de la cupla
redox, R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, n es el
nimero de electrones intercambiados en la reaccién, F es la constante de
Faraday, C, (0,t) y Cy (O,t) son las concentraciones de la especie oxidada y

reducida en la superficie a un dado tiempo t, respectivamente.

En la ecuacién II-2, se presenta la expresién para calcular la corriente.
Puede notarse que la corriente es proporcional al nimero de electrones (n)
intercambiados en el proceso, al area geométrica (A) del electrodo, al
coeficiente de difusién (Dg) de la especie y al gradiente de concentraciéon de

la especie reducida R (Cy) en la superficie del electrodo (x=0) [3]. Nétese que
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cuando la concentracién de R disminuye a cero en la superficie del electrodo
la corriente obtenida es maxima [4].

dCR (x,)

Ecuacién II-2
ot x=0

I(t) = nFAD |

Una vez que el potencial aplicado alcanza el potencial de corte (E), el
barrido se invierte y ocurre el proceso inverso, en el cual la especie O
generada en el paso anterior se reduce para regenerar R. Al igual que para el
proceso de oxidaciéon descripto anteriormente, a un dado potencial, potencial
de pico catédico (E,), se obtiene un pico de corriente catético (i,) donde la

velocidad de reduccién de la especie O es maxima.

De esta manera, a partir de un voltamperograma, pueden obtenerse

diferentes parametros que describen al sistema bajo estudio, tales como i, i

pc 'pas

E.. E,., ademds de la relaciéon entre las corrientes (i,./ i) de pico y la
diferencia entre los potenciales de pico (AEp= E,-E,), los que permiten
caracterizar el proceso redox que ocurre en reversible, cuasi-reversible e
irreversible de acuerdo a los criterios propuestos en 1964 por Nicholson y
Shain [5]. De forma general, se puede mencionar que la reversibilidad
electroquimica de los sistemas redox esta determinada por la relacién entre

las velocidades de los procesos de transferencia de carga y masa [6].

En las reacciones reversibles las concentraciones de las especies O y R
pueden ser descriptas por la ecuacion de Nernst, ya que la velocidad de
transferencia de carga es rapida y, por otro lado, deben cumplir con ciertos
criterios, como que el valor de potencial de pico (E,) debe ser independiente
de la velocidad, la relacién i,/i,. se aproxima al valor unitario y la diferencia
de potencial (AEp) se aproxima a 0,059 V/n. Finalmente, como se menciond
con anterioridad, el hecho de que la corriente esta regida por un proceso
difusional, hace que la corriente varie linealmente con la raiz de la velocidad
(v'/?), como lo indica la ecuacién de Randles-Sevcik (ecuacién II-3) [2,4].

aCR (x,t)

Ecuacién II-3
at x=0

I, = 2,69x105n3/2ACD v/ |

En el extremo opuesto, para las reacciones irreversibles, la transferencia
de electrones no es tan rapida y los procesos redox se rigen

fundamentalmente por transferencia de masa. Dichos sistemas se identifican
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porque E, dependen de la velocidad de barrido de potencial, la ausencia de
procesos faradaicos en el proceso inverso, entre otros criterios de diagndstico
6.

Los sistemas que presentan comportamientos intermedios son
denominados cuasi-reversibles y estan controlados tanto por el transporte de
carga como por el transporte de masa, de manera que dependiendo de la
velocidad de barrido de potencial podria evidenciarse un comportamiento mas
o menos reversible. En los voltamperogramas obtenidos pueden observarse
tanto el pico de oxidacion como de reduccién, pero con AEp mayores que
0,059 V/n [2,71.

La voltamperometria de barrido lineal (VL) es una variante de la
voltamperometria ciclica, en la cual el barrido de potencial se realiza en un
Gnico sentido (figura II-2A y II-2B) y sélo se estudia el proceso de oxidacién

o el de reduccién de un sistema [4].

A B

Potencial
Corriente

tiempo Potencial

Figura II-2. (A) Programa de potencial aplicado en voltamperometria lineal.
(B) Voltamperograma lineal resultante.

En las técnicas amperométricas la obtencién de la sefial analitica
consiste en la medicién de la corriente que se origina luego del agregado del
analito como consecuencia de aplicar un escalén de potencial al electrodo de
trabajo bajo condiciones de conveccion forzada (figura II-3.A). La agitacion

constante garantiza la llegada continua del analito a la superficie del electrodo
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desde el seno de la solucién y como consecuencia de ello, cuando se
produce la oxidacién o reduccién del analito se genera una sefial de corriente
constante denominada corriente de estado estacionario (i..). En esta técnica,
en la superficie del electrodo se establece una capa difusional (8) cuyo
espesor es constante, no cambia en el tiempo [6] y depende de la velocidad
de agitacién y de la viscosidad de la solucién. La corriente del estado

estacionario puede ser calculada segln la siguiente ecuacion:

. nFACRD .

lpp = % Ecuacién 1I-4
Donde 7 es el nimero de electrones intercambiados, F es la constante de
Faraday, A es el area del electrodo, Dy y Ci son el coeficiente de difusion y la
concentracion de la especie reducida en el seno de la solucion,

respectivamente y & es el espesor de la capa difusional.

Agregado del analito l
— [}
3+ et
g E2 5
g ;
S o
El

, Linea de base

1

0 tiempo tiempo

Figura II-3. (A) Programa de potencial aplicado en amperometria. (B) Respuesta
en corriente obtenida por amperometria.

Como se menciondé anteriormente, la perturbacién de potencial consiste
en un escaléon de potencial desde un valor donde no se produce la reaccién
electroquimica (E;), en general se parte de potencial de circuito abierto, hasta
un valor de potencial (E,) donde la especie de interés se reduce o se oxida,
dando origen a una corriente que es registrada en funcién del tiempo. Desde
el punto de vista analitico, la corriente generada esta relacionada directamente
con la concentraciéon del analito en el seno de la solucién y puede ser

aplicada para la cuantificacién del mismo [6]. Es decir, que el agregado de la
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muestra a la celda produce un aumento de la especie electroactiva en la
superficie del electrodo y el consecuente aumento de i, Si el analito es
agregado en alicuotas sucesivas, esperando que se alcance el estado
estacionario entre agregados, se genera lo que comdnmente denominamos
amperograma, tal como se esquematiza en la figura II-3.B. Los amperogramas
permiten conocer la sensibilidad con la que el analito de interés es detectado

a partir de la construcciéon de curvas de calibrado [2].

Esta técnica consiste en determinar la corriente del estado estacionario
producida por la adicién del analito, que se oxida o se reduce en la superficie
del electrodo, en condiciones de conveccion forzada, aplicando diferentes
potenciales punto por punto en experimentos independientes [3]. En funcién de
los valores obtenidos se realizan graficos de corriente versus potencial, como

el que se muestra en la figura II-4.

Corriente
®
®
®
¢
¢
°

Potencial

Figura I-4. Voltamperograma hidrodindmico obtenido registrando las corrientes
en funcion de los diferentes potenciales aplicados.

Mediante esta técnica se puede conocer en detalle el comportamiento
electroquimico de la especie de interés sobre un dado electrodo, ya que se
trata de una técnica mas sensible que la voltamperometria ciclica, debido a

que se alcanzan valores superiores de corriente maxima. Por otra parte, es
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una técnica muy (@til que permite seleccionar el potencial de trabajo mas

adecuado para futuros estudios amperométricos por ejemplo.

A fin de mejorar la sensibilidad y los limites de deteccién en las
cuantificaciones electroquimicas se han disefiado diversas estrategias. Esto
puede lograrse gracias a una etapa previa a la detecciéon propiamente dicha,
como lo es la preconcentraciéon del analito en la superficie del electrodo,
posterior enjuague y cambio de medio para luego realizar el analisis
electroquimico. Estas metodologias de pre-concentracion o stripping son
consideradas las técnicas mas poderosas ya que permiten alcanzar limites de

detecciéon sumamente bajos para la cuantificacion de diversos analitos [8-10I.

$
{\ i

1 1 1v_
). —»u =\l

Etapal Etapa 2 Etapa 3
Pre-concentracion Enjuaguey Reduccion u oxidacion
cambio de medio

Figura II'5. £squema de las etapas de la técnica de stripping.

De manera general y tal como se ilustra en la figura -5, el stripping
consiste en tres pasos [11]. Una primera etapa que consiste en la pre-
concentraciéon de la especie en la superficie del electrodo durante un tiempo
determinado. Este paso puede realizarse con control de la corriente o el
potencial aplicado o a potencial de circuito abierto (o.c.p.). En todos los casos
la acumulacién se realiza en soluciones con agitacién o conveccién forzada,
garantizindose de esta forma el transporte de masa convectivo [2]. En una

segunda etapa, se realiza el enjuague del electrodo modificado en una
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solucién adecuada. Finalmente, en la Ultima etapa se produce la reduccién u
oxidaciéon de la especie acumulada en la superficie del electrodo. La ventaja
mas significativa de esta técnica, es que el cambio de medio que se da de la
etapa 1 a la etapa 3, evita posibles interferencias de otros compuestos que
puedan estar presentes en la matriz de la muestra que se desea analizar. Por
lo tanto, esta metodologia no solo mejora la sensibilidad hacia un dado
analito, sino que ademas es capaz de eliminar el efecto matiz de muestras

complejas, es decir mejorar la selectividad.

Dentro de las técnicas electroquimicas, la espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIE) es una poderosa herramienta ampliamente utilizada en la
actualidad para la caracterizacion superficial de electrodos funcionalizados y el
estudio de eventos de reconocimiento [12]. A diferencia de las técnicas
discutidas con anterioridad, en donde la perturbacién de potencial conduce al
sistema a un estado alejado del equilibrio, EIE se basa en aplicar una
perturbacién de potencial o corriente periddica de pequefia amplitud, de
manera que la respuesta observada se corresponde con un sistema en estado

estacionario.

Esta técnica puede ser empleada exitosamente para caracterizar las
propiedades eléctricas de materiales e interfaces [4,6,13] determinando la
impedancia (Z) que presenta un dado sistema electroquimico a diferentes
frecuencias. De esta manera, se puede decir que la impedancia eléctrica es
una medida de la oposicién de un circuito al paso de una corriente eléctrica

sinusoidal alterna [3,14].

Generalmente, la perturbaciéon aplicada es un potencial sinusoidal de
muy pequefia amplitud (unos pocos mV), con una determinada frecuencia
angular (w), la cual puede expresarse matematicamente segin la ecuacién II-5.
Donde E(t) es el valor instantaneo del potencial, E,. es la amplitud maxima de
potencial y w es la frecuencia angular. Como consecuencia, la respuesta en
corriente (i(t)) asociada a la perturbacién es también una onda sinusoidal de

la misma frecuencia pero desfasada por un angulo ¢. Este desplazamiento en
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la fase depende de las resistencias y capacidades relativas que son
caracteristicas del sistema electroquimico en estudio [15]. La corriente puede
ser calculada de acuerdo a la ecuaciéon II-6. Donde i,. es la amplitud de

corriente correspondiente al estado estacionario.
E(t) = E .sen(wt) Ecuacién II-5
i(t) =igsen(wt+ @) Ecuacién II-6

En la figura II-6 se representa tanto la perturbacién de potencial como

la respuesta sinusoidal de corriente obtenida.

Potencial
N
aJuallon

¢

Figura 1I-6. Perturbacion de potencial sinusoidal aplicado en EIE y su
consecuente respuesta sinusoidal en corriente desfasada en un dado angulo.

El cociente entre las dos sefales periddicas ((w)/(w)) se denomina
impedancia (Z). La impedancia también puede ser expresada como un ndmero
complejo de acuerdo a la ecuacién II-7, donde Z° es la magnitud, ¢ es el

angulo de fase y j es el nimero imaginario v—1.
Z =Z°cos(gp) +sen(p)]| =Z"+jZ” Ecuacién II-7

La componente real Z, estd asociada con el comportamiento resistivo y
la componente imaginaria Z” con el capacitivo [16]. La representaciéon en el
plano complejo (Z” vs. Z) se conoce como diagrama de Nyquist. En esta
grafica cada punto corresponde a una frecuencia diferente [13]. La
interpretacion de los resultados puede realizarse mediante la resolucién de las
ecuaciones diferenciales que predicen el comportamiento del sistema. Esta
metodologia es relativamente poco utilizada debido a su complejidad y al

hecho de que es necesario conocer las condiciones iniciales y las
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caracteristicas del sistema, e identificar los procesos que ocurren para la
resolucién de las ecuaciones. La metodologia cominmente utilizada implica la
combinacién de elementos de circuitos eléctricos, llamados circuitos
equivalentes, que ajustan la respuesta de impedancia con el dato experimental
mediante el empleo de diversos componentes eléctricos que representan al

sistema en estudio [14,17].

Como se mencioné anteriormente una de las maneras mas utilizadas
para representar la impedancia es el diagrama de Nyquist (figura II-7), el cual
habitualmente consta de un perfil de semicirculo seguido de una linea recta.
Los procesos limitados por transferencia electrénica estan representados por la
porcién que corresponde al semicirculo (altas frecuencias), mientras que
aquellos limitados por la difusién se representan en la regién lineal (bajas
frecuencias) del diagrama [4]. De esta manera, se puede resumir que los
sistemas que presenten una cinética de transferencia electrénica rapida, solo
presentan la regién lineal en el diagrama, a diferencia de aquellos en los que
la cinética es muy lenta, que se caracterizan por presentar un gran semicirculo

en todo el intervalo de frecuencia estudiado [2].

Bajas

frecuency

777

Altas
frecuencias

o

RSI:II Rscvl + Rn: Z’

Figura I-7. Representacion de los datos de impedancia electroguimica mediante
diagrama de Nyquist.

Por otra parte, los diagramas de Nyquist, son de suma utilidad para

determinar diferentes parametros, como la resistencia éhmica de la solucién
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(Ry), la resistencia a la transferencia de carga (R.) y la capacidad de la doble
capa eléctrica (C4), la cual puede ser calculada a partir del valor de la

frecuencia en el maximo del semicirculo.

Los procesos fisicos que ocurren en una celda electroquimica pueden
ser modelados por medio de diferentes componentes de circuito eléctrico, tal
como se mencioné anteriormente. De manera que, los datos experimentales
obtenidos a partir de EIE, pueden ser ajustados con curvas tedricas a través
de circuitos eléctricos equivalentes, lo que permite obtener parametros
eléctricos que caracterizan al sistema. Unos de los circuitos eléctricos mas
conocidos y empleado para el modelado de los fenémenos que ocurren en la
interfaz es el circuito de Randles [7,16] (figura II-8.A). Este circuito se utiliza
cuando se puede diferenciar el proceso de transferencia de carga y el de
masa en el intervalo de frecuencias analizado. En él se representa la
capacidad de la doble capa (C4) y la resistencia éhmica de la solucién (R) en
paralelo con una resistencia a la transferencia de carga (R,) y la impedancia
de Warburg (Z,), que da cuenta del proceso difusional de los iones desde el

seno de la solucién hacia la superficie del electrodo.

Cuando un dado proceso se encuentra limitado por el transporte de
carga, son otros los circuitos capaces de describir los acontecimientos fisicos
que ocurren en la interface, por ejemplo, un circuito de tipo R(RC) [17] modela
el comportamiento del sistema mencionado (figura I-8B). En este caso, el
diagrama de Nyquist solo presenta la porcién correspondiente al semicirculo y
el circuito posee sélo componentes asociados a la resistencia de la solucién,

la capacidad de la doble capa y la resistencia a la transferencia de carga.

Figura II-8. Circuitos equivalentes empleados para modelar los datos
experimentales. (A) Circuito de Randles y (B) circuito R(RC).
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Tanto las mediciones voltamperométricas como amperométricas fueron
llevadas a cabo con potenciostatos TEQ 02 y TEQ_04. Los espectros de
impedancia fueron adquiridos mediante un moédulo FRA32M acoplado a un
potenciostato Autolab 128N. Todos los equipos utilizados se encuentran
conectados a una computadora para el control y registro de los resultados
obtenidos. El andlisis de los datos voltamperométricos y ampererométricos fue
realizado con el software OriginPro 8, mientras que los datos de impedancia

fueron ajustados y modelados con el software ZView?2.

Para el desarrollo de esta Tesis se utilizé una celda electroquimica
convencional de tres electrodos, como se muestra en la figura II-9, la cual
estd conformada de un electrodo de referencia, en este caso de Ag/AgCl/KCl
3M (BAS), un electrodo auxiliar o contraelectrodo, que consiste en un alambre
de platino y un electrodo de trabajo de carbono vitreo (GCE). Los mismos son
sumergidos en una celda de vidrio de volumen variable dependiendo del
experimento a realizar, que consta de una tapa de Teflon® con tres orificios
por los cuales se insertan los electrodos. Para el caso de experimentos
realizados bajo conveccién forzada, se empleé un agitador BAS para proveer

el transporte de masa de manera controlada.

T

N

Electrodo de

Referencia
\! I Electrodo de
Trabajo
Electrodo =
Auxiliar

Figura II-9. /magen real de una celda electroguimica
convencional de tres electrodos.
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Es importante destacar que el electrodo de trabajo es el transductor
eléctrico de una celda electroquimica que responde al proceso redox bajo
estudio, el mismo puede ser de diversa naturaleza [18]. A la hora de la
eleccion del electrodo de trabajo a utilizar, es necesario tener en cuenta
algunos parametros tales como la respuesta del analito de interés, la ventana
de potencial que se desea analizar, el costo, la toxicidad, entre otros [2]. El
carbono vitreo es uno de los materiales mas utilizados como material de
electrodo dentro del area electroquimica. De hecho, en 1965 Zittel y
colaboradores encontraron que GCE presenta propiedades sobresalientes para
ser empleado como electrodo de trabajo debido a que es impermeable a los
gases, posee una gran resistencia quimica y sobre todo se clasifica como un
conductor eléctrico. Por otra parte, posee la gran ventaja de poder ser
empleado para explorar una gran ventana de potencial, comprendida entre -0,8
y 1,2 V versus un electrodo de calomel saturado [19]. Ademas, se trata de un
material de bajo costo que posee una electroactividad destacada para un gran
nimero de analitos y puede acondicionarse con facilidad mediante pulido

mecanico.

El carbono vitreo es una variante del grafito y se sintetiza mediante la
carbonizacién lenta y controlada de diferentes polimeros organicos bajo una
atmésfera de gas inerte a una temperatura cercana a los 3000 K, donde se
escinden los heteroatomos. El resultado de este procedimiento es una
estructura basada en atomos de carbono con hibridacién sp? que dan origen
a zonas grafiticas en forma de cintas que se entrelazan [20-22]. Por otro lado,
cuando un dado material es utilizado para la fabricacion de electrodos
solidos, es importante tener presente que la metodologia de sintesis influye
directamente con la respuesta electroquimica que puede proporcionar el
electrodo [23].

En este trabajo de Tesis se emplearon electrodos de carbono vitreo
marca CHInstruments modelo CHI104 de 3mm de didmetro, sometidos a un
pretratamiento antes de ser utilizados, debido a que en contacto con el aire
forman una delgada capa de 6éxido en la superficie, lo que ocasiona que
incremente la corriente capacitiva de los mismos. Se utilizé un pulido
mecanico [24,25] mediante el empleo de altminas (AlL,O;) de diferentes

tamafios (1 um, 0,3 um y 0,05 um), durante 1 min con cada una hasta obtener
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“apariencia espejo”. Finalmente, el electrodo fue enjuagado con abundante
agua milliQ y se realizaron 10 ciclos voltamperométricos en buffer fosfato
0,050 M pH 7,40 de manera de eliminar los posibles restos de alimina en la
superficie y como metodologia de control del estado superficial de los

electrodos.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una poderosa
herramienta que proporciona informacién sobre la morfologia y topografia de
la superficie de una muestra, mediante el barrido de la superficie con un haz
de electrones acelerados por aplicaciéon de alto voltaje. Por otra parte, si el
equipo cuenta con un detector para el andlisis de rayos X (SEM-EDX) puede
proporcionar informacién cualitativa y cuantitativa sobre la composicién
elemental de las diversas areas de la superficie. Para el andlisis por SEM es
requisito excluyente trabajar en condiciones de vacio para que la trayectoria
de los electrones no sea desviada por la presencia de atomos o moléculas
que no pertenezcan a la muestra de interés. Cuando el haz de electrones
interacciona con la muestra se producen diversas formas de radiacion, sin
embargo hay dos realmente fundamentales en microscopia de barrido: los

electrones secundarios (ES) y los electrones retro dispersados (ER) (figura 1I-10)
[26].

Electrones Auger
(AES) 0.5-5 nm

Electrones

secundarios
Electrones

retrodispersado

Rayos-X y emision
(SEM) i

Bremsstrahlung

Figura 1I-10. Representacion esquemadtica de la interaccion del haz incidente de
electrones con la muestra y las correspondientes emisiones generadas en SEM.
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Las primeras, ES, se emplean para obtener la imagen de la superficie
de la muestra, dichos electrones poseen baja energia (de menos de 50 eV) y
son el resultado de la emisiéon por parte de los atomos mas cercanos a la
superficie, por ello, proporcionan una imagen de la morfologia superficial de la
muestra. Los segundos, ER, poseen mayor energia que los mencionados
anteriormente y por lo tanto aportan informacién acerca de regiones mas
profundas de la muestra, por lo que son sensibles a la composicion de la
misma. La intensidad de la sefial de ER, para una energia determinada del
haz, depende del nimero atémico (Z) del atomo con el que interacciona,
siendo mayor para Z mayores. Este hecho permite distinguir areas de diferente

composicién quimica [26,271.

Las micrografias SEM mostradas en este trabajo fueron obtenidas con

un microscopio electrénico de barrido FE-SEM Sigam de Carl Zeiss.

De manera general se puede mencionar que las técnicas
espectroscopicas se basan en el estudio de emision o absorcién de la
radiacién electromagnética debida a la interaccién de la materia con la
energia. Segln la energia utilizada para el analisis, la espectroscopia puede
dividirse en diferentes técnicas. En este trabajo de Tesis, estas metodologias
fueron empleadas para obtener informacién cualitativa a fin de poder
caracterizar y dilucidar las estructuras de los diferentes nanomateriales

sintetizados.

Una de las técnicas empleadas con mayor frecuencia en el analisis
quimico debido a su sencillez es la espectroscopia de absorcién Ultra-Violeta.
La absorcién de radiacién UV-visible por parte de una molécula genera
cambios en la configuracion electrénica de la capa de valencia. Las
transiciones de los electrones ocurren entre los diferentes niveles energéticos

de ciertos atomos de la molécula. Los enlaces y grupos funcionales que
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presentan absorciéon en el intervalo UV-Visible del espectro electromagnético
reciben el nombre de croméforos. Esta técnica es muy Gtil ya que permite

obtener informacién de tipo cualitativa a partir del espectro [28l].

Los espectros de los materiales de carbono, en el intervalo de
longitudes de onda del UV-visible, suelen presentar bandas caracteristicas
asociadas a las transiciones n—n* y n—n* y son las que se analizan en el
marco de este trabajo de Tesis para caracterizar las nanoestructuras de

carbono que fueron sintetizadas.

Una de las técnicas mas utilizada para la caracterizacion de materiales
en el ambito de la investigacién es la espectroscopia infrarroja (IR). Desde sus
origenes en 1940 hasta la actualidad, se realizaron increibles avances en los
equipamientos utilizados para el analisis de infrarrojo, esto determind el gran
interés que desperté esta técnica en la comunidad cientifica para la
caracterizacion de materiales. Los espectrofotémetros con transformada de
Fourier (FT-IR) mejoraron de manera significativa la calidad de los espectros y
de los datos obtenidos, reduciendo de manera significativa el tiempo de
analisis.

La técnica de IR se basa en el andlisis de la vibracidon de los atomos
de una molécula. Una condiciéon necesaria para el analisis por medio de IR es
que el momento dipolar de la molécula cambie durante la vibraciéon. Cuando
la radiacion infrarroja interacciona con la muestra, parte de la misma es
absorbida y se genera lo que normalmente se conoce como espectro IR. La
energia absorbida por la muestra se encuentra directamente relacionada con
los diferentes modos vibracionales de los enlaces que conforman las
moléculas, dichos modos vibracionales pueden ser agrupados en bandas o
grupos de frecuencias que se atribuyen a ciertos grupos funcionales presentes
en la estructura. De esta manera cada grupo funcional puede ser asociado a
una determinada regién de frecuencias del espectro IR, lo que permite obtener
informacién cualitativa de la estructura de las muestras bajo estudio. Esta

técnica fue de suma importancia en el desarrollo de este trabajo de Tesis, ya
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que fue posible poner de manifiesto la presencia de determinados enlaces y
grupos funcionales que dan cuenta de la formacién de los nanohibridos

sintetizados.

El efecto Raman fue descubierto en 1928 por los fisicos C. V. Raman y
K. S. Krishman [29]. Dicho efecto se origina a partir de la polarizacion
electrénica de las moléculas debida a la luz UV, visible o infrarrojo cercano
[30]. Cuando una molécula es irradiada por luz monocromatica, pueden ocurrir
diversos procesos: la dispersién Rayleigh y la dispersion Raman. El primero
ocurre cuando un fotdén colisiona elasticamente con las moléculas, siendo las
radiaciones incidente y dispersada, de la misma frecuencia. El segundo y
menos frecuente, ocurre si la frecuencia de la radiacién incidente difiere de la
dispersada (colision inelastica). Si la molécula se encuentra en el estado
fundamental y, después de interaccionar con la radiacién, llega a un estado
vibracional virtual excitado inestable, la energia del fotén dispersado es menor
a la del incidente (Raman Stokes). Si por el contrario, la molécula se
encuentra en un estado excitado puede ocurrir que la energia del fotén

dispersado sea mayor a la del incidente (Raman anti-Stokes).

Un espectro Raman representa la coleccion de todas las dispersiones
Raman, la determinacién se inicia a una determinada frecuencia, la cual
coincide con la frecuencia de la luz incidente y se mide en nimero de ondas
(cm?). Una de las ventajas que presenta esta técnica es que se realiza
directamente sobre la muestra a analizar y que no conlleva ninguna alteraciéon
o destruccién de la misma. Materiales de tipo organico u inorganico en
cualquier estado de agregacion y almacenados en diferentes contenedores
transparentes a la radiacién (ej.: vidrio, plastico, entre otros) pueden ser

analizados por medio de espectroscopia Raman [31].
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El anélisis de la dispersién dinamica de la luz (DLS), es una técnica no
destructiva que se utiliza generalmente para determinar el diametro de
particulas de orden inferior a los micrometros en dispersion coloidal. El
movimiento Browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que
la luz laser se disperse con diferentes intensidades. Basandose en el analisis
de estas fluctuaciones temporales de la dispersiéon del haz de luz producido
por las particulas en solucién y correlacionando dichas fluctuaciones de
intensidad con la velocidad del movimiento de las particulas es posible

calcular el radio hidrodindmico de las mismas.

La caracterizacion UV-Vis se llevd a cabo con un espectrofotémetro
Shimadzu UV-1700 utilizando una cubeta de cuarzo de 1mm. Los espectros de
IR se realizaron con un espectrofotometro Shimadzu Nicolet 5-5XC, y las
muestras fueron inmovilizadas sobre una pastilla de seleniuro de cinc (ZnSe).
Por otro lado, se utilizé un espectrémetro HORIBA Jobin Yvon (modelo HR 800
UV) con un laser color verde a 532 nm para la obtencién de los espectros
Raman. La caracterizacién por DLS de las estructuras sintetizadas se realizé
utilizando un espectrofotémetro Delsa Nano 2.2 con una celda de cuarzo de 1
cm a temperatura ambiente. Todos los equipos fueron conectados a una
computadora para el control y registro de los resultados. Para el andlisis de

los datos se utilizé el software OriginPro 8.

El andlisis termogravimétrico (TGA) se enmarca dentro de los métodos
térmicos utilizados en investigacion, que ha tomado relevancia en los Gltimos
aflos debido a que cuenta con una amplia variedad de aplicaciones en
diversas areas. La técnica consiste en medir la cantidad o porcentaje de
variacién en el peso de un material o muestra en funcién de un programa de

aumento de temperatura en una atmésfera controlada, por ejemplo de argon.
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Debido a que los cambios de masa se cuantifican en condiciones controladas,
se puede realizar un sinfin de andlisis, tales como el estudio de procesos
como de desorcién, descomposicién, oxidacién, reduccién, entre otros. A su
vez, TGA puede ser utilizada en el estudio de la pérdida de productos
gaseosos O volatiles como consecuencia de las reacciones descritas
anteriormente. Esto Gltimo es particularmente Gtil para evaluar los grupos

oxigenados presentes en las estructuras de carbono [32,33].
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I11-1. Introduccion

Tal como fue descripto en el capitulo I, desde su descubrimiento, los
nanotubos de carbono (CNT) han atraido gran interés en su investigacién
debido a la excelente conductividad eléctrica, resistencia mecanica, estabilidad
quimica, entre otras propiedades que presentan. Se han realizado esfuerzos
significativos para la aplicacion de CNT en sensores electroquimicos debido a
su excelente biocompatibilidad y capacidad de transferencia de electrones [1].
Los CNT se han empleado intensamente para el desarrollo de sensores
electroquimicos y se han aplicado para la deteccién de una gran variedad de
biomoléculas [2-4]. Sin embargo, a pesar de sus formidables propiedades, el
uso de CNT para el desarrollo de sensores electroquimicos presenta el gran
problema de su insolubilidad en solventes comunes debido a las fuerzas de
van der Waals y las interacciones n-n que producen el agregado de las
nanoestructuras. Por lo tanto, se han propuesto varias estrategias para la
inmovilizacién de CNT en transductores electroquimicos, mediante la
modificacion tanto covalente como no covalente [4-6]. Entre ellas, la
funcionalizacién no covalente se ha utilizado ampliamente debido a que no
perturba la estructura electrénica Unica de los nanotubos de carbono. A lo
largo de los afios diversos polimeros [7-9] han permitido la exitosa dispersion
de CNT principalmente por efecto wrapping o enrollamiento sobre la
nanoestructura [10] tal como muestra la figura lll-1, a fin de producir cambios

superficiales que promuevan una mayor hidrofilicidad.

Figura WI-1. Funcionalizacion no covalente de CNT por efecto
wrapping con polimeros.

Dentro de la gran variedad de polimeros existentes, la polietilenimina

(PEl) es un polimero rico en grupos amino y posee una alta solubilidad en
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agua [11,12]. Por tal motivo, ya sea lineal o ramificada (figura lll-2), se ha
usado ampliamente para modificar la superficie de diversos nanomateriales
[13]. La gran cantidad de grupos amino que presenta en su estructura le
confieren al material hibrido resultante una mayor solubilidad debido a la
carga superficial aportada por el polimero y a la posibilidad de construir
estructuras supramoleculares autoensambladas por interacciones electrostaticas
[14].
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Figura Wl-2. Estructura de PEI (A) lineal y (B) ramificada.

En el afio 2008 se reportdé el empleo exitoso del nanohibrido, formado
a partir de CNT y PEl, para la cuantificacién de dopamina (DA) en presencia
de interferentes cominmente encontrados en el sistema nervioso central (SNC),
tales como serotonina y 4acido ascérbico [15]. Por lo tanto, CNT-PEl se
considera un compdsito que podria resultar (til para la cuantificacién de los

cambios de la recaptaciéon de DA en SNC.

En este capitulo se presenta una metodologia de sintesis sencilla para
la fabricacién del nanohibrido CNT-PEIl, su posterior caracterizacion por FT-IR,
SEM y electroquimica. Mediante experimentos amperométricos, se verificé que
los limites de deteccién del sensor sean los adecuados para la cuantificacién
de los cambios en la recaptacion de DA en SNC. Por dltimo, la plataforma
desarrollada fue utilizada para poner en evidencia los cambios en la
recaptacion /n vitro del neurotransmisor en el nlcleo estriado del SNC de
animales de laboratorio. Este andlisis se plantedé en el marco de un trabajo
cooperativo con el grupo de la Dra. Claudia Bregonzio, del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y el grupo de la Dra.

Gabriela Paglini, del Instituto Mercedes y Martin Ferreyra, quienes buscaban
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evidencias quimicas de los estudios conductuales de los animales evaluados

en sus respectivos laboratorios.

IlI-2. Seccion experimental

I1I-2.1. Sintesis y caracterizacion de CNT-PEI

Para la sintesis del nanohibrido se utilizaron nanotubos de carbono de
pared mdltiple (MWCNT) tipo hollow (NanoLab) de (30 + 15) nm de didmetro y
1-5 um de largo y una solucién de polietilenimina (PE) 50% P/V con peso
molecular promedio 750000 (Sigma Aldrich). En un tubo eppendorf se pesé 1,0
mg de CNT y se le adicion6 1,00 mL de solucion de PEI 1,0 mg/mL
preparada en H,0. La mezcla resultante fue sometida a acciéon ultrasénica
mediante el empleo de una sonda (Sonics Materials vibra-celll con una
potencia del 50%. Es sabido que el tratamiento ultrasénico es el método mas
versatil y directo para la funcionalizacién de la superficie de nanomateriales de
carbono con polimeros y otros materiales inorganicos [4]. A fin de eliminar el
material no funcionalizado, la dispersion obtenida fue centrifugada durante 5
min a 3000 rpm utilizando wuna centrifuga marca Orto Alresa, y el

sobrenadante se utilizé6 para la posterior modificaciéon de los electrodos.

Luego de acondicionar los electrodos de carbono vitreo (GCE), tal como
se menciond en el capitulo Il, se depositaron 20 pL de la dispersion de CNT-
PEI preparada sobre la superficie de los mismos y se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta evaporacién del solvente. Para la caracterizacion
electroquimica de la plataforma obtenida se utilizé clorhidrato de dopamina
(Sigma Aldrich) disuelta en buffer fosfato 0,050 M pH 7,40 preparado a partir
de fosfato monobésico de sodio (NaH,PO,) y fosfato dibasico de sodio
(Na,HPO,) Biopack. Se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, la
cual fue descripta en la seccién II-1.6.1, y se utilizaron electrodos de carbono
vitreo modificados con el nanohibrido sintetizado, tal como fue descripto

anteriormente, como electrodo de trabajo.
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Para la caracterizaciéon espectroscépica por FT-IR y SEM se utilizé una
pastilla de seleniuro de zinc y discos de carbono vitreo, respectivamente,
sobre los cuales se deposité un dado volumen de la dispersién y se evaporé

el solvente.

l11-2.2. Cuantificacion de dopamina en Sistema Nervioso Central

A fin de mantener vivo el tejido obtenido luego de sacrificar los
animales, el mismo fue homogeneizado en buffer Krebs pH 7,40, el cual se
compone de 124 mM NaCl, 3,00 mM de KCl, 1,24 mM de KH,PO,, 2,50 mM de
ClCa,, 1,30 mM de MgSO, 26,00 mM NaHCOs; y 10,00 mM de glucosa. Las
muestras fueron burbujeadas con gas carbégeno constantemente y mantenidas

a bajas temperaturas en bafio de hielo hasta el momento de la medicion.

Se emplearon alicuotas de las muestras de nlcleo estriado de SNC, las
cuales fueron introducidas sin  modificacion adicional en la celda
electroquimica. Las medidas amperométricas para la evaluacién de la
recaptaciéon de DA en SNC se llevaron a cabo utilizando buffer Krebs como
electrolito soporte saturado con gas carbégeno a 37 °C. Se empled una celda
de vidrio convencional con recirculaciéon exterior, como la que se muestra en
la figura llI-3, para mantener la temperatura a lo largo de todo el experimento

fue empleado un bafio termostatizado marca Thermo Scientific.

Figura lI-3. Celda de vidrio con recirculacion externa empleada para la cuantificacion de
los cambios en la recaptacion de DA en muestras de SNC de animales de laboratorio.
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I11-3. Resultados y discusion

l11-3.1. Caracterizacion espectroscdpica y microscopica de CNT-PEI

La espectroscopia IR es una poderosa técnica a la hora de evaluar los
grupos funcionales de cada componente presentes en una muestra. A fin de
elucidar si la funcionalizacién no covalente de CNT con PEl fue exitosa se
tomaron espectros infrarrojo de las diferentes muestras, los cuales se
muestran en la figura Ill-4. El espectro de CNT (==) presenta una banda
caracteristicas alrededor de los 1648 cm™ que da cuenta de la vibracién del
doble enlace C=C [16] presente en las laminas grafiticas sp® que conforman el

nanotubo de carbono.

CNT

_C-N 1300cm™__\

“C-N 1100cm® _

C-H 2946cm
C-H 2850cm

C-H 1475cm?”

N-H 1570cm!

<

CNT-PEI b : i

% Transmitancia (Unidades arbitrarias)

. T . . .
4000 3000 2000 1000

Nuamero de Onda (cm'1)

Figura Wl-4. Espectros FT-IR de CNT (m=) y CNT-PE] (=),

Por otra parte, una vez sintetizado el nanohibrido (=), el espectro
obtenido exhibe nuevos picos, ademas de la banda asociada a la presencia de
los nanotubos a los 1684 cm™. Se puede evidenciar la aparicion de tres
bandas, a 2946 cm! y 2850 cm® [16-17], que se asocian a la vibracién de
tensién del enlace C-H y una banda a los 1475 cm? relacionada con la
vibraciéon de flexién de dicho enlace [18-19]. Estas tres bandas dan cuenta de

la presencia de las cadenas alifaiticas de la polietilenimina (figura [lI-2).
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También se manifiesta una banda a 1570 cm™ vinculada a la vibracién de
flexion del enlace N-H presente en el polimero que envuelve a las
nanoestructuras de carbono, estos grupos son hidrofilicos y son los
responsables de posibilitar la dispersién de los CNT en medios acuosos. Por
otro lado, la vibracion del estiramiento del enlace C-N se asocian con bandas
que aparecen a 1300 cm™ y 1100 cm™ [19], lo que nuevamente da cuenta de

la exitosa funcionalizacion de CNT por parte del polimero.

Adicionalmente, se realizd una caracterizaciébn por microscopia
electréonica de barrido. En la figura llI-5.A y llI-5.B se presentan las micrografias
obtenidas para un disco de carbono vitreo sin modificar y un disco sobre el

cual se inmovilizé6 un dado volumen de la dispersién CNT-PEI.

1um Lg

SE

5 Sy & 3 a4
) 4 30.0 50 1 g
PEICNTL-1 -1 WD 4.4mm 30.0kV x50k lum SE PEICNTL-1 -1

Figura WI-5. Micrografias SEM de (A) GCE y (B) GCE/CNT-PEL Magnificacion 50000 X.

La micrografia de GCE muestra una imagen limpia producto del
acondicionamiento de los discos de carbono vitreo. Por el contrario, en la
figura IlI-5.B se evidencia la presencia del nanohibrido que recubre de manera
homogénea la totalidad de la superficie de los discos, revelando que los
nanotubos se encuentran bien dispersos sin formar agregados, gracias a la

exfoliaciéon proporcionada por el ultrasonido y el wrapping del polimero.
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111-3.2. Caracterizacion electroquimica de CNT-PEI

Se realizaron experimentos por voltamperometria ciclica para soluciones
de DA 1,0 x 10% M sobre GCE pulido y modificados con el nanohibrido

sintetizado. En la figura -6 se muestran los voltamperogramas obtenidos.

150,0

- GCE
= GCE/CNT-PEI

100,0

50,0

Corriente (uA)

o
o

-50,0 T T T T
-0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800

Potencial (V)

Figura WI-6. Voltamperogramas ciclicos para una solucién de DA 1,0 x 10° M
sobre GCE (=) y GCE/CNT-PEl (=). Velocidad de barrido 0,100 V/5.

Se observa un marcado incremento de las corrientes asociadas a la
oxido-reduccién de DA cuando GCE es modificado con CNT-PElI respecto de
GCE pulido. Este incremento de corriente se relaciona directamente con el
aumento del area electroactiva por la presencia de la nanoestructura de
carbono en la superficie de los electrodos. Por otra parte, cuando se analizan
los potenciales requeridos para producir la oxidacion de DA sobre ambas
superficies, se observan valores de 0,235 V y 0,218 V para GCE y GCE/CNT-
PEl respectivamente. Es importante resaltar el corrimiento a menores
sobrepotenciales de oxidacion cuando el nanohibrido se encuentra inmovilizado
sobre los electrodos, lo que implica un menor requerimiento energético para
que se produzca el proceso de transferencia electrénica. Alun cuando el

analito de interés y PEl poseen carga positiva al pH de trabajo, los
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sobrepotenciales observados para la descarga de DA sobre GCE/CNT-PEIl son
menores, lo que da cuenta del excelente efecto electrocatalitico de CNT hacia
la oxidacién del neurotransmisor y de un marcado efecto sinérgico debido a

la presencia del hibrido.

La mejor respuesta de la plataforma también fue evaluada mediante
experimentos amperométricos, aplicando potenciales de 0,220 V y realizando

un agregado de 5,0 x 107 M de DA, tal como muestra la figura lll-7.

0,08

- GCE

4 —— GCE/CNT-PEI
0.07 DA 5,0x107 M

0,06 -

0,05 -

0,04

0,03

Corriente (uA)
{
!

0,02 +

0,01 r

0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (seq)

Figura W-7. Registro amperométrico para un agregado de DA 50 x 107 M
sobre GCE (=) y GCE/CNT-PEl (=). Potencial aplicado: 0,220 V.

Un andlisis detallado de la respuesta amperométrica de la figura llI-7
muestra que para la plataforma GCE/CNT-PEl se obtienen corrientes 3,2 veces
mayores que para GCE pulido, lo que nuevamente corrobora las mejoras en la

sensibilidad dada por la presencia del nanohibrido en la plataforma.

Por otra parte, es importante mencionar que DA, dada su estructura
aromatica suele adsorberse con facilidad en la superficie de los electrodos
produciendo el envenenamiento y pasivacién de los mismos. Tal como puede
observarse en la figura lll-7, luego del agregado del neurotransmisor, a medida

que transcurre el tiempo la corriente sobre GCE/CNT-PEI se mantiene
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constante, indicando que DA no se adsorbe en la superficie produciendo su
pasivacion. Este hecho puede ser explicado si se toma en cuenta que PEl
(pKa= 8,60) es un polimero con mdltiples cargas positivas capaces de producir
una repulsiéon electrostatica hacia DA (pKa= 8,93), cargada positivamente al pH

de trabajo, impidiendo su adsorcién en la superficie.

111-3.3. Parametros analiticos del sensor

Mediante experimentos amperométricos se realizaron curvas de
calibrado, a fin de verificar que el sensor desarrollado presente limites de
deteccién aptos para la cuantificacién de DA a nivel submicromolar (5,0 x 107

M), que son los valores normales encontrados en SNC [20,21].

0,50

DA 5,0x10"" M l l

0,40 l

0,30

0,20

Corriente (uA)

0,10

0,00

T T T T
0 100 200 300 400 500
Tiempo (seg)

Figura WI-8. Registro amperométrico para agregados sucesivos de DA
50 x 107 M sobre GCE/CNT-PEL Potencial aplicado: 0,220 V.

En la figura -8 se presenta un amperograma para agregados sucesivos
de dopamina 5,0 x 107 M sobre GCE/CNT-PEl, este experimento fue realizado
por triplicado y los registros se utilizaron para la construccién de la curva de
calibracién correspondiente. De acuerdo a los parametros analiticos obtenidos,

los cuales se muestran en la tabla llI-1, se puede observar una excelente
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correlacion lineal entre la concentracién y la corriente obtenida, y por otro
lado los bajos limites de deteccién exhibidos (1,1 x 107 M), que dan cuenta
de la factibilidad de emplear la plataforma para cuantificar los cambios que se

dan en la recaptacién de dopamina en SNC.

Tabla WI-1. Pardmetros analiticos para la cuantificacion de dopamina.

r 0,995
Sensibilidad (wA/M) (75 + 1)x108
LOD (M) 1,1x107
LOQ M) 3,2x107
SD 0,01
Rango lineal (M) Desde 3,2x107 Hasta 5,0x10°®

llI-4. Aplicaciones analiticas

El neurotransmisor Dopamina, fue inicialmente identificado como un
precursor de la sintesis de adrenalina y noradrenalina a partir de L-tirosina.
Sin embargo, los trabajos de Carlson y colaboradores [22,23] en la segunda
mitad de la década de 1950, demostraron que DA no era sélo un
intermediario metabdlico en la sintesis de las catecolaminas sino que podia

funcionar como un neurotransmisor por si mismo.

En la actualidad, es sabido que DA es uno de los neurotransmisores
moduladores mas importantes en el cerebro de los mamiferos. Tiene varias
funciones fisiolégicas en el sistema nervioso central [24], incluida la
modulacién del movimiento voluntario, la recompensa, la regulacion del suefio,
la alimentacién, el afecto, la atencién, la funcién cognitiva y el olfato [25,26].
Todos estos procesos implican la puesta en marcha de un gran nimero de
circuitos y nlcleos neuronales, y la participacién de una amplia gama de
receptores celulares, vias de sefalizacion y del funcionamiento de mudltiples
moléculas relacionadas con la normal transmisién sinaptica. Para cumplir con
todas estas funciones, hay once poblaciones de neuronas dopaminérgicas

distribuidas en el SNC [24]. Consecuentemente, no es raro esperar que una
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funcién dopaminérgica anormal esté implicada en diversas enfermedades vy
trastornos [27] como la enfermedad de Parkinson [28], enfermedad de
Alzheimer [29], esquizofrenia [30], adiccién [31], trastorno bipolar [32]y
trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH) [33]. Por lo tanto,
una comprension detallada de la neurotransmisién dopaminérgica puede
proporcionar acceso a nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de

estas enfermedades [34].

La biosintesis de DA parte de tirosina, en la cual el paso determinante
de la velocidad de la sintesis es su conversiéon a L-DOPA por la tirosina
hidroxilasa. A continuacién, la L-DOPA se convierte rdpidamente en DA
mediante la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos y la misma es
concentrada en vesiculas por accién del transportador vesicular de monoamina
en el terminal presinaptico [35]. Posteriormente, la liberacién sindptica de las
reservas vesiculares da como resultado una alta concentracién local de DA en
el espacio extracelular que se elimina a través de la recaptacion por el
transportador correspondiente asociado a la membrana plasmatica [36], el cual
regula tanto la duracion, como la intensidad de la transmision sinaptica. Por
lo tanto, el transportador de membrana y el transportador vesicular de
monoamina actlan en consonancia para mover el transmisor de manera

eficiente por toda la neurona.

Es importante destacar que, se ha asociado una anormal plasticidad en
los mecanismos de recompensa mediados por DA, han sido fuertemente
asociados a procesos de adiccion y abuso de drogas, ademas, es conocido
que todas las drogas de abuso aumentan de manera directa o indirecta la
liberacion de DA [35,37,38]. Por tal motivo, experimentos con drogas de abuso
son ampliamente utilizados como modelo para el estudio de diversas

patologias asociadas a la neurotransmision dopaminérgica.

Los psicoestimulantes actGan al inhibir la remocién de dopamina del
espacio sinaptico, produciendo un incremento de ésta en la cavidad sindptica
(figura 1I-9). A su vez, el transportador de DA es el responsable de reciclar el

neurotransmisor que reingresa a la célula y puede producir acumulaciéon de la
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catecolamina en el citosol neuronal que desencadena el estrés oxidativo y la
neurotoxicidad, lo que sugiere que la compartamentalizacion adecuada de la
dopamina es critica para el correcto funcionamiento neuronal y el riesgo de

padecer diversas enfermedades [36].

Neurona emisora _

Vesicula

Sinapsis o
espacio
sinaptico

Neurotransmisor Receptor Transportador de DA
bloqueado con
Neurona receptora cocaina

Figura lI-9. Proceso de transduccion sindaptica. Liberacion de DA al espacio extracelular y
recaptacion de la misma impedida por blogueo del transportador con psicoestimulantes.

Por otra parte, un creciente numero de estudios ha aclarado la
participaciéon  del sistema angiotensinico en diversas  enfermedades
neuropsiquiatricas, incluidas las enfermedades de Alzheimer y Parkinson [39,40].
Por ejemplo, losartan, un farmaco bloqueador del receptor de angiotensina Il
tipo 1 (AT1), es capaz de prevenir y revertir los efectos cerebrovasculares,
neuropatoldgicos y cognitivos en un modelo de enfermedad de Alzheimer [41].
Tales efectos también se han demostrado en modelos animales con adiccién
utilizando candesartdn, un quimico inhibidor de AT1 [42]. En consecuencia,
los agentes bloqueadores del receptor de angiotensina, farmacos ampliamente
utilizados para tratar trastornos cardiovasculares y metabdlicos, son excelentes
candidatos para su reutilizacion en el tratamiento de trastornos cerebrales
[39].
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Como se mencioné con anterioridad, la desregulacién de la sefializacién
de DA esta asociada con trastornos neurolégicos y neuropsiquiatricos vy
numerosas proteinas estan involucradas en el correcto funcionamiento del
sistema dopaminérgico. Cdk5 es una proteina muy importante para el
funcionamiento del sistema nervioso central debido a la gran cantidad de
funciones y procesos en los que interviene. En estado monomérico no
presenta actividad catalitica y requiere de la unién de un cofactor regulador
(p35) para su activacion [43,44]. Mdltiples evidencias indican que Cdk5
participa en la exocitosis y endocitosis de vesiculas sindpticas [45]. Ademas,
Cdk5 es un importante regulador de la funcién dopaminérgica en neuronas
presinapticas, donde participa en la liberacién y sintesis de DA [46] y por otro
lado, juega un rol fundamental en la sefializacién del neurotransmisor en las

neuronas postsinapticas regulando la funciéon de los receptores.

Investigadores de areas como la neurobiologia y neurofamacologia han
medido la liberacion y la absorcion de DA en neuronas dopaminérgicas desde
la década de 1960. Sin embargo, los estudios se han realizado en gran
medida en cursos de tiempo mucho mas largos que el del funcionamiento
fisioldogico de una célula nerviosa que es de milisegundos [47]. Ademas, las
técnicas empleadas son engorrosas de realizar, utilizan DA marcada

radiactivamente y estan limitadas a largos tiempos de estudio.

En 1976, Adams y colaboradores [48] sugirieron la oxidacién de
monoaminas como reaccién modelo para la deteccion de los principales
neurotransmisores. Desde entonces, las catecolaminas facilmente
electrooxidables, como la dopamina y la noradrenalina, se han medido
ampliamente con diversos métodos electroanaliticos tanto /7 vivo [49] como in
vitro [50]. Para medir los neurotransmisores en los sistemas bioldgicos, los
electrodos deben ser sensibles, selectivos, de rapida respuesta 'y
biocompatibles. En ese aspecto, la modificacién de la superficie del electrodo
puede proporcionar oportunidades para cumplir con los requisitos mencionados

anteriormente. Por lo tanto, se ha hecho un gran esfuerzo para modificar los
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electrodos en términos de materiales y formas para la medicién eficiente de

neurotransmisores [51].

I11-4.1. Evaluacion de la recaptacion de DA en SNC

I11-4.1.1. Estrategia de cuantificacion de la recaptacion de DA

En la figura llIF-10 se presenta la respuesta amperométrica sobre
GCE/CNT-PEI, de DA 5,0 x 10-7 M, en ausencia (A) y presencia (B) del tejido
obtenido del nicleo estriado de animales control de laboratorio. Tal como
puede observarse, al cabo de 300 segundos el Ai se mantiene constante en
ausencia del tejido (figura llI-10.A) mientras que en presencia de tejido Afnicial
> Afinal (figura IlI-10.B) como consecuencia de la recaptacion de DA por parte

de los receptores presentes en el tejido de SNC.

Corriente (pA)
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0,004 4z al comienzo Acal final Az al comienzo
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Figura WI-10. Amperograma para un agregado de DA 5,0 x 10-7 M sobre GCE/CNT-PEI
en (A) ausencia y (B) presencia de tejido estriado de SNC de animales control.
Potencial aplicado: 0220 V.

Tal como fue mencionado con anterioridad, la presencia del nanohibrido
CNT-PEI sobre GCE evita la pasivacién superficial, consecuentemente, el valor
de la corriente obtenida a 0,220 V luego del agregado de DA a la celda
electroquimica se mantiene constante durante el tiempo de andlisis. En funcién

de este hecho y a los fines analiticos, los cambios en la recaptacion de DA,
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en el medio de andlisis, que se traducen en el cambio de la corriente inicial
(niiniciat) respecto de la medida luego de 300 segundos del agregado de DA 5,0
x 107 M a la celda (aAiina), se tomaron como indicador para conocer los

porcentajes de su recaptacién.

Para fines analiticos, los cambios producidos por la recaptacién de
dopamina del medio, se cuantificaron como el porcentaje de caida de la

respuesta en corriente segln la ecuacién:

, Aiiniciai—Aif; .
% de caida de la respuesta = (M) 100% Ecuacién llI-1

Ainicial

111-4.1.2. Pretratamiento del tejido de SNC

Como fue mencionado en la seccidon lll-2.2, es crucial mantener el tejido
viable para evaluar la recaptacion del neurotransmisor por parte del mismo y
por otra parte, es importante tratar de exponer la mayor cantidad de
receptores celulares al seno de la solucién, de manera de recaptar la mayor
cantidad de dopamina posible. Para lograr ambos cometidos, se evaluaron tres
metodologias de pretratamiento de las muestras utilizando tejido de animales

sanos y sin ningdn tratamiento previo.

En la figura IlI-F11 se presentan los amperogramas obtenidos para
agregados de DA 50 x 107 M en ausencia de tejido (=), y en presencia de
tejido pretratado con tres metodologias diferentes: cortando el tejido en
pequefias porciones mediante el empleo de un bisturi (figura [lI-11.A),
mortereando el tejido para homogeneizarlo (figura Il-11.B) y sonicando el
tejido (figura I-11.C).

Mediante el estudio de los resultados obtenidos utilizando la ecuacién
-1, se obtuvieron porcentajes de caida en la respuesta de DA del (23 + 1)
%, 31 +2) %y (21 + 0,7 % cuando el tejido fue cortado, mortereado u
homogeneizado y sonicado, respectivamente. Estos resultados indican que el
proceso de sonicado produce, probablemente, la muerte del tejido y en

consecuencia la pérdida de actividad de los receptores debido a que la
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comparaciéon con los observados cuando es cortado, pueden explicarse, si se

considera que al morterear el tejido queda una mayor cantidad de receptores

expuestos al seno de la solucion. De esta manera, dicho pretratamiento es

seleccionado para evaluar los posibles cambios en la recaptacion de DA de

animales con diferentes patologias.
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Figura Wl-11. Amperogramas para agregados de DA 50 x 107 M en ausencia de tejido (=),
en presencia de tres tjpos de pretratamiento (A) cortado (=), (B) mortereado u
homogeneizado (=) y (C) sonicado (=). Potencial aplicado: 0,220V

111-4.2. Evaluacion del efecto de la utilizacion de candesartan en la

recaptacion de dopamina en tejido estriado de SNC

Es conocido que el desarrollo de nuevos farmacos conlleva un largo

camino hasta la aprobacién por parte de los organismos competentes [52].

Como se mencioné con anterioridad, ciertos farmacos ampliamente

aceptados y con seguridad clinica probada, para el tratamiento de otras

patologias y han demo

determinados trastornos ce

strado promisorios

rebrales [41,42].

ser

en el tratamiento de

Las enfermedades cardiovasculares y, la hipertensién en particular, son

las principales causas que ponen en riesgos la vida en todo el mundo y la

mejora en su
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candesartan es un medicamento ejemplo de ello y es ampliamente utilizado
para tratar estas afecciones. El mismo actla sobre el sistema angiotensinico al
bloquear la hormona angiotensina Il que ejerce efectos perjudiciales en

estados cardiovasculares patolédgicos [53].

Los receptores de angiotensina y DA se encuentran préoximos en las
neuronas. Informes anteriores sugieren que una disminucién en la actividad
dopaminérgica puede inducir una regulacion positiva compensatoria de la
funciéon angiotensinica y viceversa. Por lo tanto, la inhibicion de esta (ltima
funcion podria ser una estrategia neuroprotectora efectiva contra el déficit
dopaminérgico en diversos desoérdenes cerebrales y podria conferir una mejoria
clinica, especialmente de sintomas y cognicién [40]. En ese sentido, Bregonzio
y col. [42,54-56] desde hace afios investigan las implicancias del bloqueo de
los receptores AT1l, mediante el empleo de candesartan, en el sistema
dopaminérgico y su relacion con diversas patologias neuronales, utilizando

anfetaminas como modelo experimental.

A fin de evaluar cémo cambia la recaptacién de DA en nlcleo estriado,
se trabajé con cuatro grupos de animales de laboratorio: a) sin tratamiento
previo, b) tratados con candesartan, c¢) tratados con anfetaminas vy
posteriormente con solucién salina o placebo y d) tratados con anfetamina y
posteriormente con candesartan, de acuerdo al esquema que se muestra en la
figura llI-12.

En una primera instancia, se evalu6 la recaptacién de DA en animales
sin pretratamiento previo. Se repitieron los ensayos en 5 animales diferentes,
cada uno de ellos por triplicado y se obtuvieron porcentajes de caida de la
sefial promedio en este grupo de individuos del (27 + 1) %, tal como se

representa en la figura lll-13 con el grupo de experimentos en negro (e).
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Figura l-K12. Grupos de animales analizados: a) sin tratamiento previo, b) tratados con el
candesartan, c) tratados con anfetaminas y posteriormente con solucion salina y d)
tratados con anfetamina y posteriormente con candesartan.

Cuando los animales fueron tratados con el farmaco durante los 5 dias
previos a la realizacién de los experimentos (b), se observé una mayor
recaptacion de DA presente en la celda por parte del tejido, lo que se traduce
en un mayor porcentaje de caida en la sefial amperométrica de DA (35 * 2)
%, tal como exhibe en el grupo de datos (e) de la figura Ill-13. De esta
manera, se puede corroborar que, como se mencioné con anterioridad, al
disminuir la funciéon angiotensinica, candesartan induce un aumento de la
funcion dopaminérgica. De manera de evaluar el efectivo bloqueo de los
transportadores de dopamina producido por los psicoestimulantes, en la celda
electroquimica conteniendo el tejido nervioso se adicion6 una dada
concentracion de anfetamina, se dej6 interaccionar con el tejido y se procedid
posteriormente con el experimento electroquimico. Los resultados (#)
demuestran menores porcentajes de decaimiento de la sefial, siendo el
promedio de (159 + 0,4 %, lo que sugiere el bloqueo efectivo del
transportador de dopamina por parte de la droga de abuso empleada, puesta

en contacto /n vitro con el tejido.
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Figura WI-13. Porcentaje de caida de la respuesta debida a la recaptacion de DA por parte del
tejido de animales: sin tratar (e), tratados con el candesartan (o), sin tratar con agregado de
anfetamina en celda (), tratados con anfetaminas y posteriormente con solucion salina (e) y
tratados con anfetamina y posteriormente con candesartan (e). Datos obtenidos a partir de
experimentos amperométricos realizados a 0,220V calculados a partir de la ecuacion -1
Esquema experimental como el descripto en la figura l-12.

Una vez corroborado el bloqueo del transportador de DA por parte de
las anfetaminas, se evaluaron los tejidos de animales tratados segin el
esquema c) de la figura lll-12. Se obtuvieron porcentajes de recaptacion de (24
+ 2) % (grupo de animales (o) en la gréfica). Los valores encontrados son en
promedio inferiores a los hallados para animales sin tratamiento alguno, lo
que evidencia el bloqueo de los transportadores cuando se administra la

droga /n vivo y posteriormente se administra solucién salina como placebo.

La recaptacién de dopamina, aumenta de manera considerable cuando
a los ratones tratados con anfetaminas, se les administra posteriormente
candesartan ((e) figura lll-13), obteniéndose valores promedio de recaptacion
de (33 + 3) %. Estos resultados ponen de manifiesto que el farmaco
candesartan, normalmente empleado para tratar afecciones cardiacas, puede
revertir el efecto producido por la administracion de anfetaminas. Por otra

parte, extrapolando estos resultados, cabe destacar que, el farmaco propuesto
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podria ser potencialmente empleado para el tratamiento de los sintomas de

ciertas afecciones neuronales, tales como la esquizofrenia o mal de Parkinson.

111-4.3. Evaluacidon de la falta de expresion de la proteina p35 en la

funcion dopaminérgica de SNC

De acuerdo a lo expuesto con anterioridad, se cree que la falta de
expresion de ciertas proteinas, como p35, desencadenan un desbalance del
funcionamiento del sistema de neurotransmisién dopaminérgica. Diversos
reportes bibliograficos indican que Cdk5, proteina que requiere ser activada
por p35, funciona como un modulador esencial de transmisién sinaptica [45].
De hecho, el complejo de sefalizaciéon Cdk5/p35 participa en miltiples
procesos durante el desarrollo tipico del cerebro, incluida la migracién
neuronal y la formacién de axones y dendritas, asi como también en el
aprendizaje asociativo y la memoria en roedores adultos [44]. Por otra parte,
se cree que la incorrecta activacion del complejo Cdk5 se encuentra
intimamente relacionada con la posibilidad de producir, en estadios tempranos
del desarrollo, patogénesis de trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad (TDAH). Paglini y col. [43,44,57] han estudiado a lo largo de los
afios, por diversas metodologias y ensayos conductuales, los efectos de la
falta de expresién de p35 en diversas patologias neuroldgicas y psiquiatricas.
Mas recientemente, se interesaron en evaluar si la falta de dicha proteina se
relaciona con la presencia de una menor cantidad de transportadores de
dopamina en neuronas dopaminérgicas y su relacion con el desarrollo de

patologias tipo TDAH.

A tal fin, en este trabajo de Tesis, se realizaron estudios
amperométricos para evaluar cémo se ve afectada la recaptacion de DA de
dos grupos de animales: sin modificacidon genética, en primera instancia, y por
otro lado animales modificados genéticamente que no expresan p35 vy
consecuentemente no producen la activacion de Cdk5. Se evaluaron cuatro

animales de cada grupo y cada uno de ellos se ensaydé por duplicado. En la
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figura llI-14 se muestra la caida porcentual de la respuesta en corriente para

ambos grupos de animales, obtenidos con la ecuacién llI-1.
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Figura W-14. Porcentaje de caida de la respuesta debida a la recaptacion de DA por
parte del tejido de animales: sin modificacion genética (»), con agregado de inhibidor en
celda () y modificados genéticamente (»). Datos obtenidos a partir de experimentos
amperomeétricos realizados a 0,220V calculados a partir de la ecuacion ll-1.

Para el grupo de animales sin modificacién genética (e) se obtuvieron
porcentajes de recaptacién de DA de (38 * 2) %. A fin de poner de
manifiesto la presencia del transportador y el funcionamiento del mismo, se
realizaron ensayos incubando en la celda durante un dado tiempo el tejido de
animales no modificados con un inhibidor capaz de bloquear los
transportadores de dopamina (e) y se obtuvieron, tal como se esperaba,
menores porcentajes promedio de recaptaciéon de dopamina ((11,5 + 0,8) %)

debido al bloqueo del transportador.

Por (ltimo, cuando se analizaron los tejidos de animales modificados de
manera tal de no expresar p35 (e), se obtuvieron menores porcentajes

promedio de decaimiento de la sefal analitica, (22 + 1) %, es decir una
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menor recaptacién del neurotransmisor, en comparacién a lo observado para
animales que no fueron modificados genéticamente. Este hecho pone de
manifiesto que efectivamente p35 y la posterior activacion de Cdk5, se
relaciona directamente con la cantidad de transportadores presentes en la
superficie de las neuronas dopaminérgicas y que ademas, la metodologia

electroquimica utilizada es sumamente apta para la deteccién propuesta.

I1I-5. Conclusiones parciales

En este capitulo se presenté la sintesis de un nanomaterial hibrido a
partir de dos componentes obtenidos comercialmente, nanotubos de carbono

de pared mdltiple y polietilenimina de alto peso molecular.

Mediante caracterizacion por FT-IR y SEM se verificé la exitosa
funcionalizacion no covalente de las nanoestructuras de carbono por parte del
polimero, lo que resulta en una dispersion homogénea de las mismas. Una
posterior caracterizacion por voltamperometria ciclica corrobord el excelente
efecto electrocatalitico de la plataforma GCE/CNT-PEl hacia la oxidaciéon del

neurotransmisor DA.

La cuantificacién de DA a niveles submicromolares fue posible gracias a
la excelente exfoliacion de CNT por parte de PEl que permitié la obtencién de
dispersiones coloidales estables, las cuales inmovilizadas sobre GCE generaron

un gran incremento del area electroactiva.

Ademas, experimentos amperométricos para agregados de DA,
descartaron el posible envenenamiento de la superficie de los electrodos,
debido a la carga superficial positiva que presenta el nanohibrido por la
presencia del polimero, impidiendo su adsorcion en la superficie. De esta
manera, GCE/CNT-PEIl representa una plataforma Gtil para la cuantificacién de
los cambios en la recaptacién de DA en niveles submicromolares sin efecto de

pasivacion de la superficie.
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El sensor desarrollado fue capaz de discriminar exitosamente cambios
en la recaptacion de DA en muestras reales de nlcleo estriado de Sistema
Nervioso Central de animales de laboratorio. La plataforma propuesta permitié
evaluar los cambios en la recaptacion de DA en los diferentes grupos de
animales, asi como también el efecto inhibitorio del farmaco candesartan en el
procesos de neurotransmision dopaminérgica. Otro aspecto de gran interés, es
que fue posible evaluar la relaciéon estrecha entre la falta de expresién de
ciertas proteinas con los procesos recaptacion de DA. Estos resultados
representan un significativo aporte para la mejor comprensién del sistema
dopaminérgico y sus implicancias en el desarrollo de ciertas patologia
cerebrales, mediante la utilizacién de una metodologia /n vitro, sencilla, rapida

y econémica.
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IV-1. Introduccion

El grafeno es uno de los nanoalétropos mas interesantes de carbono,
constituido por monocapas de carbono en dos dimensiones con enlaces
hibridos sp?, cuyas propiedades eléctricas, Opticas, quimicas, térmicas vy

mecanicas Unicas no se manifiestan en ninglin otro material [1,2].

El grafeno pristino es un material hidrofébico, insoluble en los solventes
cominmente utilizados debido a que las laminas de grafeno tienden apilarse a
través de interacciones n - = [3]. Para satisfacer los requisitos en aplicaciones
practicas, tales como la biocompatibilidad e hidrofilicidad, entre otras, esta
nanoestructura de carbono a menudo tiene que modificarse quimicamente
[4,5]. Para abordar este problema, se han desarrollado varios métodos
quimicos de forma tal de modificar las caracteristicas superficiales y la

estructura electrénica de las ldminas de grafeno [6].

La modificacion quimica del grafeno, tanto covalente como no
covalente, es un enfoque eficaz para modificar la estructura y las propiedades
del mismo [4,7]. Al unir selectivamente diversas moléculas o grupos funcionales
en su superficie se pueden generar dispersiones coloidales en medios acuosos
[8] y, a su misma vez, se pueden modular las propiedades épticas, quimicas y

mecdnicas de los materiales resultantes [9,10].

Dentro de las estrategias de funcionalizacién para producir materiales
con mayor hidrofilicidad, la oxidacién de grafito es una de las mas
importantes. El método de Hummers [11], seguido de exfoliacién es una de las
metodologias méas empleadas para producir 6xido de grafeno (GrO) a gran
escala. Debido a la existencia de grupos oxigenados, GrO es un material mas
hidrofilico y puede dispersarse facilmente en medios acuosos. Por otra parte,
GrO también puede ser funcionalizado a través de reacciones quimicas que
involucran los grupos que contienen oxigeno. La estructura exacta de dicho
material es dificil de definir con precisiéon, aunque el modelo de estructura
mas ampliamente aceptado para GrO ha sido propuesto por Lerf y Klinowski

(figura IV-1) [12], en la cual los grupos epdxidos y oxidrilos se encuentran en
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el plano basal de la lamina y los grupos carboxilo forman parte de los

defectos de borde del grafeno.

Figura IV-1. Estructura de oxido de grafeno propuesta por Lerf y Klinowski.
Tomado de referencia [12].

El interés que generé este nanomaterial en los Ultimos afios radica en
que el mismo puede reducirse parcialmente a grafeno de manera tal de
restaurar su conductividad [13,14] para ser posteriormente empleado en la
construccién de celdas solares [15], supercapacitores [16], baterias [17],

sensores electroquimicos [18,19], entre otros.

Los diferentes métodos de reduccion tienen un efecto notable sobre la
conductividad del 6xido de grafeno reducido (RGrO) resultante [20]. Los
agentes reductores de alta eficiencia mas utilizados en la reduccién quimica,
generalmente, incluyen hidrazina y sus derivados [21], borohidruro de sodio
[22], acido yodhidrico (HI) [23], entre otros. La desventaja del uso de estos
agentes reductores radica en que no sélo contaminan el medio ambiente, sino
que también pueden dafiar su estructura y consecuentemente, alterar las
propiedades de la lamina de grafeno [24]. Por lo tanto, la sustituciéon de estos
compuestos con reductores verdes, tales como acido ascérbico [25], quitosano
[21] y diversos azlicares [26] ha ganado un interés creciente en los (ltimos

anos.

La funcionalizacién no covalente del grafeno generalmente implica
interaccion de diversas especies con las laminas a través de apilamiento r-r,

atraccion hidrofébica, puente hidrégeno o interacciones electrostaticas [26,28].
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En general, los compuestos conjugados que tienen anillos poliaromaticos
y grupos funcionales se unen a la red sp® de laminas de grafeno mediante
apilamiento n-n, y los restos funcionales estabilizan las ldminas sp? en el
solvente y proporcionan nuevas funcionalidades al grafeno. También pueden
obtenerse dispersiones estables de laminas de grafeno en diversos disolventes
mediante funcionalizacién no covalente con polimeros. La inmovilizacién de
biomoléculas en laminas de grafeno a través de la funcionalizacion no
covalente también ha suscitado un gran interés [29,30]. De esta manera, la
combinaciéon de la gran superficie especifica, las excelentes propiedades y la
biocompatibilidad del grafeno con biomoléculas, tales como enzimas, proteinas
y otros biopolimeros [31,32], amplian las posibles aplicaciones de las

estructuras hibridas resultantes.

A diferencia de la funcionalizacion covalente, la funcionalizacion no
covalente del grafeno mantiene la estructura y las propiedades del mismo, ya

que no produce dafios estructurales en las ldminas grafiticas [6].

Desde que Ruoff [33] reporté por primera vez los compuestos
conductores de grafeno-poliestireno en 2006, se han empleado muchos otros
compositos de grafeno-polimero. Al combinarse con grafeno, no solo se
pueden mejorar efectivamente las propiedades de la matriz polimérica, sino
que también se pueden dotar de nuevas propiedades, tales como
conductividad, barrera difusional, transferencia de calor, entre otras [24]. La
factibilidad de la combinaciéon de grafeno con diversas matrices poliméricas,
hace que el mismo sea considerado el nanomaterial mas importante en

muchas areas de aplicacién para los proximos 20 afios [34].

En este sentido, el empleo de polimeros generados a partir de
dopamina, Poli-dopamina (Poli-DA), como material de recubrimiento superficial
de grafeno se informé por primera vez en 2007 y, desde entonces ha sido de
gran interés como herramienta para modificar superficies debido a sus

notables propiedades adhesivas [35I.
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En tal aspecto, catecolaminas como la dopamina y la noradrenalina se
han estudiado como ‘“imitadores minimalistas” de la adhesién que poseen
ciertos mejillones marinos a la superficie de diversos sustratos y se descubrié

que tienen la capacidad de modificar practicamente cualquier superficie [36].

Por ejemplo, mediante la polimerizacién oxidativa de dopamina se logré
modificar una amplia variedad de superficies y, por otra parte, la presencia de
Poli-DA resulté Gtil para anclar diversas moléculas [37]. En la figura IV-2 puede
observarse el esquema de generaciéon oxidativa de polimeros melanicos a
partir de L-tirosina, este proceso comienza con dos etapas de oxidacién
donde tirosina se oxida a L-Dopa que luego se oxida a dopaquinona. A
continuacién, la molécula se cicla para generar leucodapacromo, el cual se
oxida a dopacromo y en etapas posteriores de decarboxilaciéon y oxidacion da

como resultado la formacién de melanina.
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Figura IV-2. Esquema de polimerizacion oxidativa de catecolaminas.

Ademas de estudiar la modificacion de superficies con Poli-dopamina vy
Poli-norepinefrina, el estudio de las interacciones entre polimeros melanicos

con diferentes sustratos, se ha implementado a lo largo de los afios en
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innumerables ocasiones con diversos fines, incluidos la funcionalizacion de la
superficie de nanoparticulas de 6xido de hierro para delivery de drogas [38],
lograr la mejora en la adhesién de células [39], formacién de céapsulas
poliméricas [40], recubrimiento de metales para evitar la corrosion [41],
sensores electroquimicos [42], entre otras. A pesar del uso generalizado, la
funcionalizacion de la superficie de nanomateriales de carbono como el
grafeno o el Oxido de grafeno sigue sin ser ampliamente explorado [43].
Algunos estudios demostraron que la reducciéon quimica de GrO funcionalizado
con catecolaminas produce materiales que exhiben excelentes propiedades

eléctricas y mecanicas [44,45].

En este capitulo se reporta por primera vez el empleo de la
polimerizacién oxidativa en medio basico de catecolaminas, tales como
dopamina y L-Dopa, para producir la reducciéon /n situ de GrO mediada por
efecto ultrasénico, a fin de generar un nuevo nanomaterial hibrido, RGrO-Poli-
catecolamina, homogéneamente disperso en medio acuoso con propiedades

superiores a la de los materiales individuales.

IV-2. Seccion experimental

Para la realizaciéon de este trabajo de Tesis se utilizdo una dispersién de
6xido de grafeno comercial 4,0 mg/mL provisto por Graphenea, dopamina (DA)
y L-Dopa procedentes de Sigma Aldrich. Buffer Tris, fosfato monobasico de
sodio (NaH,PO,) y fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,) marca Biopack. Como
marcador redox se utiliz6 perdxido de hidrégeno (H,0,) al 30% marca
J.T.Baker. Todas las soluciones fueron preparadas con agua ultrapura provista

por un sistema Millipore-MilliQ.

IV.2.1. Sintesis de RGrO-Poli-catecolamina

Para la sintesis del nanohibrido se mezclaron soluciones de

concentraciones crecientes de DA o L-Dopa preparadas en buffer Tris pH 8,60,
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de manera de favorecer el proceso de polimerizacién [46], con 250 uyL de
dispersion de o6xido de grafeno comercial y se llevd a un volumen final de
1,00 mL con agua milliQ de manera tal que la concentraciéon resultante de
este Gltimo sea 1,0 mg/mL La mezcla obtenida fue sometida a efecto
ultrasénico, utilizando una sonda ultrasdnica marca Sonics Materials vibra-cell
a una potencia del 50%, con el fin de favorecer la intercalacion del
monémero entre las laminas de éxido de grafeno y simultaneamente lograr la
polimerizacién de la catecolamina proceso que genera la reduccién vy
restituciéon de la estructura sp® del nanomaterial (figura IV-3), de manera de
obtener en el mismo una mejora en el caracter conductor y que este sea

apto para ser empleado en el desarrollo de sensores electroquimicos.

Ultrasonicado

Buffer Tris
+ RGrO-Poli-DA
) o 0]
i oH 0 m RGrO-Poli-L-Dopa
- NH, HO N,

L-Dopa DA

Figura IV-3. £squema de sintesis de RGrO-Poli-DA o RGrO-Poli-L-Dopa
dependiendo de la catecolamina empleada.

IV.2.2. Caracterizacion de RGrO-Poli-catecolamina

IV.2.2.1. Caracterizacion electroquimica

Para la caracterizaciéon electroquimica del nanohibrido sintetizado se
inmovilizaron 20 pL de las dispersiones bajo estudio sobre electrodos de
carbono vitreo (GCE), pulidos segiin la metodologia explicada en el capitulo Il y

se llevaron a sequedad utilizando una estufa de cultivo a 50 °C. Las
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mediciones se realizaron en una celda electroquimica convencional de tres
electrodos, utilizando un alambre de platino y un electrodo de Ag/AgCl (3M)
como contraelectrodo y electrodo de referencia respectivamente, y carbono

vitreo modificado con las respectivas dispersiones como electrodo de trabajo.

IV.2.2.2. Caracterizacion estructural y morfoldgica

Para la caracterizacion estructural y morfolégica las dispersiones
obtenidas fueron inmovilizadas sobre discos de carbono vitreo, una pastilla de
seleniuro de zinc y vidrio portaobjetos para el analisis por SEM, FT-IR vy
Raman, respectivamente. Las caracterizaciones por UV-Visible y DLS se llevaron
a cabo con cubetas de cuarzo de 1 mm y 1 cm de paso 6ptico,
respectivamente. Las distintas fracciones obtenidas luego de centrifugar las
dispersiones de RGrO-Poli-catecolamina a 16000 rpm durante 10 min, fueron
analizadas mediante espectroscopia UV-Visible de manera tal de poder

evidenciar la reduccién de GrO y la formacién del polimero.

IV-3. Resultados y discusion

IV.3.1. Optimizacion de la cantidad y la identidad de Ia

catecolamina empleada en la sintesis

Con el fin de seleccionar el monémero de partida 6ptimo para sintetizar
el nanohibrido, se realizaron experimentos amperométricos a -0,100 V
utilizando como sonda redox peréxido de hidrégeno (H,0,) sobre GCE
modificados con las dispersiones sintetizadas a partir de diferentes
catecolaminas, DA y L-Dopa, y con distintas proporciones de las mismas. Se
construyeron curvas de calibrado y mediante el andlisis de las sensibilidades
obtenidas se defini6 la cantidad 6ptima de catecolamina a emplear en la
sintesis del nanohibrido. Cuando se comparan las sensibilidades obtenidas de
las curvas de calibrado para la reduccién de H,O, (figura IV-4.A), se puede

mencionar que en general las mejores respuestas se observan cuando L-Dopa
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es utilizado como mondémero de partida para la sintesis del nanohibrido. A
diferencia de dopamina, L-Dopa presenta un grupo carboxilico en su cadena
lateral que produce cierta repulsién electrostatica en el proceso de
polimerizacién [47,48], lo que sugiere que los polimeros sintetizados con
dopamina son mas densos y compactos. Polidopamina probablemente genera
una barrera difusional a H,0, que impide el proceso de Oxido-reduccién [49],
por lo que la llegada del analito a la superficie se ve afectada en mayor
medida cuando el electrodo es modificado con RGrO-Poli-DA v,
consecuentemente, las respuestas obtenidas para dichas plataformas son
menores a las observadas cuando el electrodo es modificado con RGrO-Poli-L-
Dopa. En la figura IV-4B se muestra de manera ilustrativa un registro
amperométrico sobre un electrodo de carbono vitreo modificado con RGrO-
Poli-L-Dopa, aplicando un potencial de -0,100 V para agregados sucesivos de
H,0, 1,0 x 103 M.

. - Hy05
@ Dopamina - -1,01
60 L-Dopa
~—~~ _]_’]__
i T -
= 45] 1 < l
< = 1,24 l
NG Q l
2 30 o l
T £ .13 l l l
= o
3 S l
2 15 l
o = 1,4
n
O T T T -1y5 T T T T T
0,25 mg/mL 0,50 mg/mL 1,00 mg/miL 0 100 200 300 400 500

mg/mL de catecolamina Tiempo (seg)

Figura IV-4. (A) Sensibilidades para H.O, calculadas a partir de curvas de calibracion obtenidas a
de registros amperométricos a -0,100 V sobre GCE/RGrO-Poli-Dopamina “e-) y GCE/RGrO-Poli-L-
Dopa (-e-). (B) Registro amperométrico para agregados sucesivos de H,O, 1x10° M sobre
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.
Por (ltimo, se puede mencionar que un aumento en la proporcion de
monoémero utilizada en el proceso de sintesis, para ambos casos, se traduce
en un incremento en las corrientes de reduccion y consecuentemente en la

sensibilidad asociada a dicho proceso. Este efecto demuestra una mejora en

cuanto a la restitucién de la estructura conjugada del material carbonaceo, asi
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como también en el proceso de dispersién de la nanoestructura de carbono
en la matriz polimérica. Puede notarse que, para el caso del empleo de
dopamina en la sintesis, la respuesta electroquimica no cambia de manera
significativa cuando la cantidad del mondémero aumenta hasta 1,00 mg/mL,
esto sugiere que utilizar mayores proporciones de DA puede convertirse en
una barrera para el proceso de descarga del analito en la superficie del
electrodo y por tal motivo mayores proporciones de L-Dopa no fueron

estudiadas.

De esta manera, se determinaron como parametros optimos para la
sintesis del nuevo nanomaterial hibrido la utilizacién del monémero L-Dopa con

una concentraciéon de 1,00 mg/mL.

IV.3.2. Caracterizacion por voltamperometria hidrodinamica

En la figura IV-5,A se muestran los voltamperogramas hidrodinamicos
obtenidos para H,O, sobre electrodos de carbono vitreo sin modificar (—e-),

modificados con dispersiones de GrO comercial () y con el RGrO-Poli-L-

Dopa (~e-).
60,0 A 0,3 B
—@— GCE/RGrO-Poli-L-Dopa
50,0 - GCE/GrO /é
—@—GCE o—© 004 e ° ° §———
w001 / /./
T d g 2
= 30,0 / 2 037
o e
= c
.E’ 20,01 ht 2 0,61
= o
8 10,01 / o
s ° 091 —@— GCE/RGIO-Poli-L-Dopa
B —0—0—0—0—0—0—0—0— 90— - -~
0,0 8—0—0—0—0 *—o—o GCE/GrO
—e— GCE
-1010 T T T T T T '112 T T T T T
-0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 -0,200  -0,100 0,000 0,100 0,200
Potencial (V) Potencial (V)

Figura IV-5. (A) Voltamperogramas hidrodindmicos para H,O, 50x107 M sobre GCE sin

modificar “e-), y modificado con GrO (--) y RGrO-Poli-L-Dopa (e-).(B) Ampliacion de la zona de
reduccion.
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Cuando los electrodos de trabajo se modifican con GrO comercial
puede notarse un incremento en las corrientes asociadas a los procesos de
oxido reduccién de H,0, respecto de GCE pulido. Si bien dicho material es
poco conductor, el mencionado incremento estaria relacionado con un

aumento del area electroactiva expuesta a la solucién.

Por otro lado, puede observarse que GCE/RGrO-Poli-L-Dopa proporciona
una notable disminucién de los sobrepontenciales, tanto para la oxidacién
como para la reduccién de H,0,, comenzando dichos procesos a 300 mV y
100 mV, respectivamente. Ademas, se evidencia un significativo aumento de las
corrientes asociadas a estos procesos. Estos hallazgos dan cuenta, por un
lado, de la eficiente funcionalizacién de las nanoestructuras de carbono, que
cambia las caracteristicas superficiales de las laminas de RGrO evitando que
se produzca la agregaciéon, proporcionando una mejor dispersion de las
mismas y el consecuente aumento de area superficial expuesta. Por otra parte,
se pone de manifiesto la exitosa reducciéon del GrO mediada por la formacion
del polimero por accién ultrasénica, debido a que el analito en cuestién se
descarga preferentemente sobre la estructura sp® de la lamina grafitica [50,51].
De esta manera, se demuestran las mejoras en las propiedades

electrocataliticas del nuevo nanomaterial hibrido.

IV.3.3. Optimizacion del tiempo de sonicado

A fin de evaluar el tiempo 6ptimo de sintesis ultrasénica, la respuesta
electroquimica hacia la reduccién de H,O, fue evaluada para dispersiones
preparadas a partir de la mezcla de GrO y L-Dopa en proporciones éptimas
sometidas a tiempos crecientes de sonicado. La figura IV-6 muestra las
sensibilidades encontradas a partir de las curvas de calibrado obtenidas por
amperometria cuando la mezcla de GrO y L-Dopa es sometida a efecto
ultrasénico durante: 0 min (=), 15 min (=), 30 min (=) y 60 min () y en la

tabla IV-1 se resumen los resultados obtenidos.
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Sobre la base de los resultados expuestos se puede observar que al
aumentar el tiempo de ultracavitacion, las respuestas obtenidas se ven
incrementadas, sobre todo a tiempos largos, donde se manifiestan
sensibilidades 4 veces mayor cuando se sonica durante 30 min y 65 veces
mayor para la sintesis llevada a cabo durante 60 min, en comparacién al
nanohibrido obtenido sin sonicar. Esto se debe a que mientras mayor es el
tiempo de ultracavitaciéon al que se somete la mezcla, no sélo se favorece una
mayor eficiencia en la exfoliacion de las laminas de grafeno, sino que ademas
se provee el tiempo suficiente para que se produzca la polimerizaciéon que
desencadena la reducciéon y funcionalizaciéon del GrO, lo que posibilita la

obtencién de dispersiones mas homogéneas y estables en el tiempo.

Tabla IV-1. Sensibilidades obtenidas para

’s + diferentes tiempos de sonicado.
H'; 201 ZZ’Z; Z dc;’e Sensibilidad
2 5] (min) AW
§ 10. 0 037 + 003)
5 15 061 + 0,03
3 ] 30 1,5 2 02)

o mm mm EE L 60 24 + 2)

-10 0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo de Sonicado (min)

Figura IV-6. Sensibilidades calculadas a partir de curvas
de calibracion de registros amperométricos para
agregados sucesivos de H,O, 1,0x10° M sobre

GCE/RGrO-Poli-L-Dopa para tiempos crecientes de

sonicado durante la sintesis. Potencial aplicado: -0,100 V

Los resultados obtenidos sugieren que el incremento en el tiempo de

sonicado se correlaciona directamente con la mejora en la sefial obtenida y

se determina como parametro 6ptimo para la sintesis del nanohibrido 60 min.
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IV.3.4. Caracterizacion espectroscopica

IV.3.4.1. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Para evaluar tanto la funcionalizacion del grafeno por parte del
polimero, asi como también la restituciéon de la red sp? de la lamina, es decir
la naturaleza conductora del material, se realizaron estudios mediante FT-IR.
La figura IV-7 muestra los espectros obtenidos para GrO comercial (=), GrO

sonicado 60 min (—) y GrO sonicado 60 min en presencia de L-Dopa (m=).

GroO Comercial

Gro Sonicad o

RGrO-Poli-L-Dopa

% Transmitancla (Unldades arbitrarias)

-0 173%cm! -

g
[°]
n
-
0
v
4]

1 C

I ' I v I 4 1 = _I_ —
3500 3000 2500 2000 1500
Nuamero de Onda (cm'1)

Figura IV-7. Espectros FT-IR de GrO comercial (=), GrO sonicado 60 min (—) y GrO
sonicado 60 min en presencia de L-Dopa (=),

-0

— ol Ittt T
O |IC-0-C 1048cm-

(=]
o

Tal como puede observarse, el espectro de GrO comercial (=) presenta
las bandas caracteristicas del doble enlace C=C a 1615 cm® y el estiramiento
correspondiente al enlace C=0 a 1739 cm™ de los grupos carboxilos presentes
en los bordes de la lamina [52]. Por otro lado, también presenta una banda
caracteristica del estiramiento del enlace C-O-C de los grupos epdxido a 1048
cm? presentes en el plano basal de la lamina. Cuando el 6xido de grafeno es
sometido a ultrasonicado (~), se producen cambios en la intensidad relativa y

frecuencia de las sefiales asociadas al estiramientos de los grupos carboxilo y
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el estiramiento del doble enlace carbono-carbono, lo que indica que la
ultracavitacién promueve la remocién de los grupos oxigenados mas labiles vy,

consecuentemente, una reducciéon parcial de la lamina de GrO.

En los espectros IR de RGrO-Poli-L-Dopa (==) se percibe una marcada
disminucién de las intensidades relativas de las bandas asociadas al
estiramiento tanto de los grupos carboxilo, como asi también de los grupos
epoxido confirmandose, de esta manera, la restitucion parcial de la lamina
grafitica con incremento de las regiones de Carbono sp? Ademds, en el
espectro de RGrO-Poli-L-Dopa se observa la aparicion de las bandas
correspondientes a la deformaciéon del enlace N-H del grupo amino y a la
flexion de grupo O-H fendlico a 1517 cm™ y a 1397 cm?! respectivamente,
presentes solo en la estructura del polimero. La presencia de estas bandas,
confirman la exitosa funcionalizaciéon del material de carbono por parte de la

catecolamina empleada en la sintesis, en este caso L-Dopa [44,53].

IV.3.4.2. Caracterizacion por espectroscopia UV visible

A fin de evaluar el proceso de polimerizaciéon de L-Dopa y la reduccién
de la lamina de GrO se realizaron espectros UV-Visible de los componentes
del nanohibrido y de las distintas fracciones obtenidas por centrifugacion de la
dispersién. En la figura IV-8 se observan los espectros para una solucién de L-
Dopa 1,0 mg/mL fresca (==), una solucién de L-Dopa 1mg/mL sometida a
efecto ultrasénico durante 60 min (==) y una dispersion del nanohibrido RGrO-
Poli-L-Dopa (~). En los tres espectros se puede observar un pico caracteristico
a 280 nm correspondiente a las transiciones electrénicas n—n* del anillo

aromatico de la catecolamina.
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Figura IV-8. Espectros UV-Visible de L-Dopa (=), L-Dopa sonicada 60 min (=) y
RGrO-Poli-L-Dopa sonicado 60 min (—). Inset: amplificacion de la zona de las
bandas asociadas a los intermediarios del proceso de polimerizacion.

A diferencia de los datos obtenidos para L-Dopa fresca, cuando la
misma es sonicada, se evidencia en los espectros la aparicion de dos
pequefias bandas a 325 nm y 456 nm (figura IV-8 inset) compatibles con los
compuestos indélicos y dopacromos [54], que son intermediarios en el proceso
de polimerizacién (figura IV-2). Las bandas asociadas a otros intermediarios
como dopaquinona y leucodopacromo no fueron evidentes debido a la rapida
tasa de transformacion de los mismos para generar dopacromo que posee
mayor estabilidad [37]. Es importante destacar que la presencia de estas
bandas corrobora la premisa de que el efecto ultrasénico promueve la
polimerizacién oxidativa de la catecolamina empleada en la sintesis de la
nanoestructura. Por (ltimo, cabe aclarar que debido al scattering que producen
las lAminas de grafeno no fue posible aislar las sefiales de los intermediarios
cuando se analizaron los sobrenadantes de las dispersiones de RGrO-Poli-L-

Dopa centrifugadas.
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Figura IV-9. Espectros UV-Visible de GrO comercial (=), GrO comercial sonicado 60 min
&) y RGrO-Poli-L-Dopa resuspendido luego de centrifugar a 16000 rom (—).

Por otra parte, en la figura IV-9 se muestran los espectros obtenidos
para GrO comercial 1,0 mg/mL (=), GrO comercial 1,0 mg/mL sometido a
efecto ultrasénico durante 60 min (==) y una dispersién del sedimento de
RGrO-Poli-L-Dopa resuspendido luego de ser centrifugado (). En el caso del
oxido de grafeno comercial se exhiben dos bandas a 230 nm y 309 nm, que
se corresponden con las transiciones n—n* del doble enlace C=C del anillo
aromatico y n—n* del enlace C=0 de los grupos carboxilicos respectivamente.
Cuando GrO es sonicado dichas sefiales se desplazan a longitudes de onda
mayores, esto nuevamente da cuenta de la remocion de los grupos
oxigenados mas labiles promovido por la ultracavitaciéon, tal como fue
mencionado con anterioridad [55]. Para finalizar, cabe mencionar que la
modificacion no covalente de GrO con L-dopa mediada por ultrasonido,
produce un notable corrimiento de la sefial correspondiente a la transicion
n—n* del enlace C=C a longitudes de onda mayores, lo que corrobora la
restitucion de la conjugacién electrénica dentro de las laminas de grafeno
[24,55,56]. Esto confirma la posibilidad de emplear catecolaminas para producir
la exitosa restitucion de la estructura sp’ de la lamina grafitica y

consecuentemente del caracter conductor del material resultante.

105



IV.3.4.3. Caracterizacion por espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una poderosa herramienta que puede ser
utilizada para determinar el dafio estructural, los grupos funcionales y las
modificaciones quimicas introducidas durante el proceso de preparacién o
sintesis del nanohibrido ya que la posicion, el ancho e intensidad relativa de
las bandas varian de acuerdo a la estructura del material carbonaceo [57]. En
general, los espectros de grafeno y sus derivados presentan dos bandas
caracteristicas, una aproximadamente a los 1600 cm® (banda G) y otra
alrededor de los 1350 cm™ (banda D). La primera se asocia con los dominios
sp? de la estructura de carbono, mientras que la segunda se relaciona con la
presencia de desorden y defectos en la red grafitica por la presencia de
carbono sp’, por lo tanto, la ausencia de esta segunda banda indica un

grafeno pristino [58,59].

En la figura IV-10 se presentan los espectros Raman obtenidos para
GrO comercial (==), GrO comercial sometido a efecto ultrasénico 60 min (=) y
una dispersion de RGrO-Poli-L-Dopa (). En la tabla IV-2 se presenta un

analisis detallado de las posiciones de las bandas y los anchos de Y2 pico.

Es de esperar que a medida que se produce la restitucién de la
aromaticidad la relacién entre las bandas D y G (I/lg) disminuya. Se puede
observar que el proceso de sonicado produce un aumento de dicho
parametro, esto sugiere un cambio en el tamafio promedio de los dominios
sp’, y puede explicarse si se considera que existe una mayor cantidad de
dominios grafiticos pero de menor tamafio que los que presenta GrO [60,61],
producidos por la ruptura de las laminas por efecto del ultrasonido. En
consecuencia, el desorden general de la muestra es mayor y la banda D
aumenta su intensidad en mayor medida que el aumento que se produce en
la banda G por restitucién de la conjugaciéon aromatica y de esta manera la

relacion entre las mismas aumenta en lugar de disminuir.
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Figura IV-10. Espectros Raman de GrO comercial (=), GrO comercial sonicado 60 min
(—) y RGrO-Poli-L-Dopa (=),

Cuando se comparan los espectros correspondientes a GrO sonicado y
GrO-Poli-L-Dopa, se observa una marcada disminuciéon en la relaciéon de las
bandas D y G. Este hecho da cuenta que a pesar del marcado aumento del
desorden por la ruptura de las laminas que produce la ultracavitacion, la
presencia del mondémero promueve efectivamente la reduccién del éxido de

grafeno.

Diversos estudios sugieren que el andlisis de parametros como la
posicion de las bandas aporta informacién acerca de la restitucién de la
lamina grafitica [62,62]. De esta manera, puede notarse que cuando se
comparan las posiciones de las bandas del espectro obtenido para RGrO-Poli-
L-Dopa y para GrO comercial tanto la banda D como la banda G se corren a
nimeros de onda menores. Este hecho corrobora la hipétesis de la reduccién

de GrO para producir un material con un mayor caracter conductor.
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Tabla IV-2. Comparacion de los pardmetros de las bandas D y G de los
espectros Raman obtenidos.

W Posicion de las Ancho de %2 pico
Banda ¢ bandas (cm™) (cm™)
D 1350 116
GrO Comercial 1,19
G 1598 66
D 1345 110
GrO Sonicado 1,41
G 1593 /1
RGrO-Poli-L- 1336 127
128
Dopa G 1594 68

Se sabe que el ancho de % pico de la banda G aumenta con el
aumento del desorden. Diferentes reportes bibliograficos sugieren que el
proceso de ultracavitacion promueve la ruptura de las laminas de grafeno,
generando una mayor densidad de defectos de borde y consecuentemente, se
obtienen muestras con un mayor grado de desorden general [57,64,65]. El
analisis del ancho de % pico de la banda G para las diferentes muestras en
estudio revela que, efectivamente el proceso de sonicado, produce laminas
grafiticas de menor tamafio y por tal motivo los valores de ancho de % pico
de la banda G son mayores para las muestras de GrO sonicado y RGrO-Poli-L-
Dopa en comparaciéon con GrO. Finalmente, al ancho de Y. pico de la banda
G del nanohibrido es menor que el encontrado para GrO sonicado, debido,
por un lado, a la restitucion de los dominios sp? y, por otro, a la
funcionalizacion de las laminas por parte del polimero que generan una

estructura de mayor orden.
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IV.3.4.4. Caracterizacion por microscopia electrénica de barrido y

dispersion dinamica de la luz

A fin de conocer el grado de dispersion y la morfologia de los
diferentes materiales sintetizados, se inmovilizaron las diferentes muestras
sobre discos de carbono vitreo y se tomaron micrografias SEM de las mismas
tal como se muestra en la figura IV-11. En todos los casos se observa que las
dispersiones cubren de manera homogénea la totalidad de la superficie del

disco.

EHT= 300KV Signal A = InLens
Signal B = InLens. Aperture Size * 30.00 ym
Scan Speed ~ 8 Width = 1143 pm

ENT- 300KV Signal A~ InLens
WD-36mm  Signal B - Inlens Aperture Size = 30,00 jan
Mag= 1000KX Scan Speod = 8 Width = 1143 pm.

= 32mm
Mag = 10,00 KX

EHT= 300KV Signal A= InLens R
WD » 3.7 mm Signal B = InLens. Aperian Site =0 00 e
Mag = 1000 KX Scan Spoed - 8 Width = 1143 ym

Figura \V-11. Micrografias SEM para (A) GrO comercial, (B) GrO comercial sonicado 60
min y (C) RGrO-Poli-L-Dopa.

La imagen de GrO (figura IV-11.A) es poco nitida debido al caracter
poco conductor del material. Cuando el éxido de grafeno es sonicado (figura
IV-11B) se obtiene una micrografia con mayor nitidez asociada a una mayor
densidad de defectos de borde presentes en las laminas debido a la ruptura
de las mismas por el proceso de ultracavitacién. Ademas, las zonas mas

brillantes dan cuenta de un material con caracter mas conductor, lo que
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verifica que el efecto ultrasénico promueve la remocién de ciertos grupos
oxigenados. En ambos casos, se observan superficies rugosas propias de la
naturaleza ondulada de las laminas de grafeno. Por dltimo, la micrografia de
RGrO-Poli-L-Dopa muestra estructuras de carbono mas pequefias en
comparaciéon con GrO sonicado y ademas se observa una granulacién que es

tipica de estructuras de carbono funcionalizadas con el polimero generado.

Mediante DLS se midieron los radios hidrodinamicos de las
nanoestructuras y nanohibrido sintetizado. En la tabla IV-3 se presentan los

resultados obtenidos.

Tabla IV-3. Radios hidrodindmicos de las diferentes
nanoestructuras obtenidos por DLS.

Radio Hidrodinamico

(nm)

Gro 6 +2) x 1
GrO Sonicado (1,1 + 03) x 10

RGrO-L-Dopa (1,2 + 02) x 1

Tal como se esperaba, GrO presenta tamafios seis veces mayor en
comparaciéon al material sonicado en ausencia y en presencia del mondémero
catecélico, lo cual verifica, como se dijo anteriormente, y fue corroborado
mediante las micrografias obtenidas por SEM, que la ultracavitacion promueve
la ruptura de las laminas de grafeno. Por otro lado, es importante resaltar
que, si bien las micrografias son contundentes en cuanto al menor tamafio de
[dmina que presenta el hibrido RGrO-Poli-L.-Dopa en comparacién con GrO
sonicado, los valores similares encontrados por DLS se deben a que en el
radio obtenido para el nanohibrido estan contempladas tanto las laminas de
grafeno, como asi también el entorno circundante conformado por el polimero

que las funcionaliza.

110



Tesis Dctoral - Montemerlo Antonella _

IV-4. Conclusiones parciales

En este capitulo se presentd por primera vez una metodologia de
sintesis verde, rapida y sencilla para producir 6xido de grafeno reducido in
situ mediante la polimerizacién oxidativa de L-Dopa mediada por efecto

ultrasoénico.

Mediante experimentos de voltamperometria hidrodinamica se corroboro
que durante el proceso de formacién del polimero se reduce parcialmente el
oxido de grafeno y que a su vez es capaz de cambiar las caracteristicas
superficiales de las laminas evitando el apilamiento o agregacién de estas,
proceso mediado por interacciones de Van der Waals, para dar dispersiones

homogéneas y estables en el tiempo.

Se determiné que el empleo de L-Dopa como mondémero de partida
permite obtener superficies mas activas que DA. Por otro lado, una
concentraciéon de 1,0 mg/mL de la catecolamina seleccionada fue determinada
como la proporcién éptima para la sintesis del nanohibridos. Finalmente, 60
min fue seleccionado como el tiempo 6ptimo de sonicado para obtener la

mejor respuesta electroquimica.

Mediante espectroscopia UV-Visible fue posible poner de manifiesto el
proceso de polimerizacion oxidativa de L-Dopa en medio Dbasico
desencadenado por la ultracavitacion. El excelente grado de dispersion, la
morfologia y tamafio del nanohibrido sintetizado fueron evaluados por
experimentos SEM y DLS. La caracterizacion por FT-IR, UV-Visible y Raman
permiti6 determinar de manera fehaciente la funcionalizacién y reduccién
simultanea de GrO, procesos mediados por la polimerizacion de la
catecolamina. En estas condiciones, se generé un nuevo nanomaterial hibrido
con propiedades renovadas, en cuanto a su caracter conductor y a los grupos
funcionales presentes en la nanoestructura que posibilitan el futuro anclaje o

interaccion con diversos analitos.

La combinacién del GrO y la catecolamina empleada dio como

resultado un material con atractivas propiedades para el futuro empleo en la
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construccién de plataformas supramoleculares aptas para ser empleadas en el

desarrollo de sensores electroquimicos.
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En este capitulo se presentan las caracteristicas analiticas de un sensor
electroquimico obtenido por modificacion de carbono vitreo con RGrO-Poli-L-
Dopa dirigido a la cuantificacion de dos tipos de analitos, perdxido de
hidrégeno en una muestra comercial de enjuague bucal y Pb y Sb presentes

en los residuos inorganicos de disparos de armas de fuego.

V-1. Cuantificacion de peroxido de hidrogeno

V-1.1.Introduccion

El peréxido de hidrégeno (H,O,) es una molécula muy sencilla cuya
produccién anual es de 2,2 x 10° toneladas en todo el mundo. Se ha utilizado
ampliamente en la industria farmacéutica, clinica, minera, textil, del papel, en
fabricacion de alimentos y en diversas industrias quimicas debido a su fuerte
poder oxidante [1,2]. En los organismos vivos, es uno de los productos
secundarios de reacciones bioquimicas que implican diferentes oxidasas y
juega un papel esencial como molécula de sefializaciéon en la regulacién de
diversos procesos de transduccién bioldgica, tales como activaciéon inmune de
las células, remodelacién vascular, apoptosis, cierre de los estomas vy
crecimiento radicular [3,4]. H,O, también se utiliza como antiséptico en
concentraciones de 3% a 10% P/P. La Comisién Europea para la informacion
sobre las sustancias e ingredientes cosméticos (Cosing) ha fijado la
concentracion aceptable de perdxido en los productos cosméticos entre 0,1 y
12% P/P dependiendo del producto final particular (es decir, cuidado del

cabello, cuidado de la piel, endurecimiento de ufas o higiene bucal) [5].

Ademas, H,O, juega un importante papel fisiolégico como un marcador
del estrés oxidativo y del envejecimiento celular. Por otra parte, es un agente
de defensa en respuesta al ingreso de patdgenos invasivos [6]. Debido a sus
funciones vitales, H,O, se ha convertido en un importante citotéxico quimico
relacionado con el dafio severo de la salud humana. Bajo la influencia de
factores de estrés ambiental o mutaciones genéticas, las mitocondrias

desencadenan una producciéon desproporcionada de H,O, que, a su vez, se
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relaciona con la fabricacién de varias clases de proteinas de sefializacién
esenciales que afectan a la proliferacion celular y asi dan lugar a diferentes
tipos de trastornos en el cuerpo, tales como Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, cancer, diabetes, trastornos cardiovascular y neurodegenerativos [7-
9l.

La importancia del H,O, en las vias bioquimicas ha atraido una gran
cantidad de investigaciones, orientadas al desarrollo de sensores bioquimicos
altamente sensibles y selectivos. Ademas, H,O, es un subproducto de
reacciones catalizadas por enzimas oxidasas que emplean O, como mediador
natural, tales como glucosa oxidasa, lactato oxidasa, urato oxidasa y colesterol
oxidasa, por lo tanto, medir su concentraciéon como mediador puede
eventualmente permitir determinar la concentracién de glucosa, lactato, urato y
colesterol en muestras biolégicas [10]. De esta manera, conocer la
concentracion de H,0, es de gran importancia practica, tanto para propésitos
bioldégicos, como industriales, y el desarrollo de sensores de bajo costo,
simples, rapidos, sensibles y selectivos son imprescindibles [11]. Hasta ahora,
se ha dedicado mucho esfuerzo a la determinacién rapida y sensible de la
concentracién de H,O, en base a diferentes principios de andlisis [12] y en
ese sentido, varios métodos analiticos se han utilizado para la deteccién del
mismo, incluyendo titulaciones redox, fluorescencia [13,14], colorimetria [15],

quimioluminiscencia [16,17], espectrofotometria [18] y electroquimica [19-21].

Sin embargo, cada uno de estos métodos presenta importantes
inconvenientes. Por ejemplo, los reactivos mas comunes para la titulacién
de H,O, (KMnO, y CeSO,), pueden oxidar la materia orgdnica presente en
la matriz de la muestra, lo que lleva a una sobreestimacién de su
concentracion. Por otro lado, los métodos espectrofotométricos a menudo
exhiben incompatibilidad con muestras que contienen particulas dispersas o
especies disueltas que pueden absorber la luz en un amplio rango de longitud
de onda [5]. Ademas, los métodos espectroscédpicos requieren mucho tiempo y

son costosos, y generalmente, poseen baja selectividad y sensibilidad [10].
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La deteccién electroquimica muestra perspectivas prometedoras en la
mediciéon de H,O, debido a su costo razonable, alta sensibilidad, alta
selectividad, posibilidad de miniaturizacién, instrumentacién simple y rapido

tiempo de respuesta [22].

La deteccién electroquimica de H,0, puede llevarse a cabo a través de
dos enfoques, tal como muestra la figura V-1, sensores enzimaticos [23,24] y
no enzimaticos [19-21]. Aunque los sensores electroquimicos enzimaticos tienen
un rendimiento sobresaliente en términos de selectividad y sensibilidad,
implican mayores costos de fabricacién, menor vida (til debido a la falta de
estabilidad enzimatica a largo plazo y escasa reproducibilidad, lo que requiere
precauciones operativas adicionales [9]. Ademds, la complejidad del proceso de
inmovilizacién de las enzimas y la dependencia de la actividad enzimatica a
las condiciones ambientales, como temperatura, nivel de pH y humedad, entre
otros, ha atraido mas atencidén hacia el desarrollo de sensores no enzimaticos
[10,251.

SENSORES
ELECTRO-

QuUiMICOS

Figura V-1. Estrategias de cuantificacion de H,O, enzimdtico y no enzimadtico.
Mb: mioglobina. Hb: hemoglobina. Cyt C: citocromo c. HRP: peroxidasa de
rdbano picante.

123


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/shelf-life
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/reproducibility

Un nuevo concepto emergente, que representa una gran promesa es el
desarrollo de sensores no enzimaticos de H,0, es aquel basado en
nanomateriales hibridos, que ofrece una alta sensibilidad, protocolos de
inmovilizacién simples y estabilidad mejorada [5]. La estructura y propiedades
de los materiales de electrodos utilizados para la fabricacion de sensores
proveen a la plataforma resultante las caracteristicas deseadas en cuanto a su

robustez, estabilidad y sensibilidad, entre otras [11].

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos para la
cuantificaciéon sensible y selectiva de H,O, en un enjuague bucal, utilizando un
sensor no enzimatico, construido a partir del nanohibrido RGrO-Poli-L-Dopa

inmovilizado sobre GCE.

V-1.2.Seccion experimental

Para la cuantificacién de peréxido de hidrégeno se utilizé una celda
electroquimica convencional de tres electrodos, tal como fue descripta en el
capitulo I, y electrodos de carbono vitreo, modificados con el nanohibrido
sintetizado a partir de GrO y L-Dopa tal como fue descripto en el capitulo IV

como electrodo de trabajo.

Todas las medidas se realizaron en buffer fosfato preparado a partir de
fosfato monobdasico de sodio (NaH,PO,) y fosfato dibdsico de sodio (Na,HPO,)
marca Biopack y ajustando el pH a 7,40 con NaOH 3M. Se empleé una
dilucién de H,0, comercial al 30% marca J.T. Baker. Todas las soluciones

fueron preparadas con agua ultrapura provista por un sistema Millipore-MilliQ.

La construccién de la curva de calibrado y la cuantificaciéon de H,0O, en
la muestra de enjuague bucal se llevd a cabo mediante experimentos
amperométricos aplicando un potencial de -0,100 V. La muestra fue adicionada

directamente en la celda sin pretratamiento alguno.
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V-1.3.Resultados y discusion

V-1.3.1. Parametros analiticos de GCE/RGrO-Poli-L-Dopa para la

cuantificacion de perdxido de hidrégeno

La cuantificacién de H,0, se realizd utilizando como sobrepotencial de
trabajo -0,100 V, de esta manera se evita la interferencia de compuestos
facilmente oxidables que pueden estar presentes en la matriz de las muestras

a analizar [26].

En la figura V-2 se muestran los registros amperométricos (A) para
agregados sucesivos de H,O, y la curva de calibracién (B) obtenida a partir de

los mismos. Todos los experimentos se realizaron por quintuplicado.

A o7 B
H»,0
1,04 2~2 °
0,61 ()
()
1,1 )
— —~ 0,54 0
< 1 2
= 1,2 =
e l 8 044 [
5 | 5 o
S -1,3 £
o l £ 0,34
[e]
o l l @) ¢
-1,4 4 0,2
®
'115 T T T T T 0!1 T T T T T
0 100 200 300 400 500 0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10°

Tiempo (s) Concentracién (M)

Figura V-2. (4) Registro amperométrico para agregados sucesivos de H,O, 1,0x10° M. (B) Curva
de calibracion construida a partir de los registros amperomeétricos. Potencial aplicado.: -0,100 V

Se obtuvo una sensibilidad de (68 *+ 2) yA/M, con limites de deteccién
y cuantificacion de 69 x 10° M y 21 x 10* M respectivamente, una
correlacion lineal (r) de 0,997, un rango lineal desde 2,1 x 10* M hasta 6,0 x
10° M y una desviacion estandar de 3,0 %. Dichos parametros hacen del
sensor desarrollado un muy buen contendiente para la cuantificacién de H,0,

en muestras reales.
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V-1.3.2. Analisis de muestra real

La utilidad practica del sensor es una prueba de suma importancia, con
lo cual, la plataforma se desafié a la cuantificacién de H,0, en una muestra
de enjuague bucal marca Colgate. Se realizaron mediciones por triplicado, para
un agregado de 35 pL de la muestra directamente en celda, tal como se dijo

con anterioridad.

Tabla V-1. Comparacion de la concentracion informada por el
fabricante y la obtenida con el sensor propuesto.

= Contenido de H,0,

Fabricante 1,5 g / 100 mL

GCE/RGrO-Poli-L.-Dopa (1,4 £ 0,1) g / 100 mL

En la tabla V-1 se observa que los resultados obtenidos se encuentran
en muy buen acuerdo con lo informado por el fabricante. Es importante
mencionar que el sensor propuesto en este trabajo presenta un desempefio
excelente y que el mismo es capaz de cuantificar amperométricamente de
manera exitosa H,0, por adicién directa sin interferencia de la matriz del

enjuague bucal.
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V-2. Cuantificacion de Plomo y Antimonio

V-2.1.Introduccion

El analisis forense es una rama importante de la quimica analitica
moderna con muchas implicancias legales y sociales relevantes [27]. La ciencia
forense concentra un amplio espectro de areas que convergen para responder
preguntas de interés para el sistema legal, y que estan relacionadas con un
dado hecho delictivo. Entre tales areas pueden mencionarse las siguientes:
entomologia, toxicologia, antropologia, andlisis de ADN, criminalistica y todas

tienen como objetivo analizar evidencias criminales [28].

Dentro de la criminalistica, la identificacion de residuos de disparos de
armas de fuego tiene una gran importancia en la resolucion de hechos
delictivos y se relaciona especialmente con la medicina legal [29]. Los residuos
de disparos de armas de fuego estan asociados con el lugar, el momento de
deflagracién, el arma y el tipo de municién. El analisis de dichos residuos se
realiza de forma rutinaria para resolver la mecanica del hecho y para ello, se
intentan la diferenciacién de las heridas de entrada y salida, la estimacién de
la distancia de disparo, el establecimiento del tipo de arma y municién
utilizada, el seguimiento de la trayectoria del proyectil y la relacién de un
individuo con un incidente de disparo. Cumplir cualquiera de estas tareas

contribuye a la reconstruccién del hecho delictivo [30].

Cuando se produce la detonacién de un arma basada en cartuchos, se
producen residuos gaseosos y soélidos que consisten en particulas organicas e
inorganicas de la municién que escapan por las aberturas del arma (figura V-
3) [31]. Los compuestos organicos provienen principalmente de las mezclas
propulsoras, es decir la pdlvora, mientras que los residuos inorganicos, como
los nitratos, los nitritos y las particulas metalicas, se originan en la capsula
iniciadora o detonante, asi como en la cubierta del proyectil o su nicleo y del
propio cafién del arma (figura V-4) [32]. Una vez que estos residuos estan en
vuelo, se enfrian muy rapidamente dejando rastros particulares sobre las

superficies con las que entran en contacto [33]. Se pueden depositar
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directamente sobre el arma, la persona que realiza la descarga del arma de
fuego y los transelntes o viajar con el proyectil y alojarse en la victima o el
objetivo y otras superficies cercanas [32,34]. Estos residuos pueden ser
identificados por su caracteristica composiciéon inorganica elemental de plomo,
antimonio y bario, mayoritariamente. El analisis de estos residuos proporciona
evidencia importante en incidentes con armas de fuego, lo que hace que la

calidad y rapidez de su andlisis sea crucial [33].

Figura V-3. Representacion esquemdtica de la nube de gases gue se genera
cuando se dispara un arma de fuego.

Las cantidades de residuos de disparos de armas de fuego se
encuentran en el rango de los microgramos o submicrogramos, por lo que el

método de andlisis elegido debe ser sumamente sensible [35].

Histéricamente, la primera prueba quimica documentada para residuos
de disparos fue la prueba de parafina, también llamada prueba dérmica de
nitrato, introducida por T. Gonzalez en el Laboratorio de Policia de la Ciudad
de México. La misma consistia en aplicar parafina fundida en la mano v,
después de retirarla, rociarla con difenilamina en acido sulflrico concentrado
para generar un producto de reacciéon azul. La prueba de parafina detecta
nitratos y nitritos. Sin  embargo, cayé en desuso debido a su poca
confiabilidad ya que se descubrié que reaccionaba con nitratos y cloratos, lo
que condujo a una tasa inaceptablemente alta de resultados falsos positivos
[36]. Hoy en dia el muestreo de rutina antes del andlisis, consiste en el uso

de trozos de aluminio de 1,3 cm de diametro cubiertos con una cinta de
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carbono adhesiva de doble cara para recolectar las muestras de las manos y
la ropa de las personas sospechosas de estar involucradas en un incidente de
disparo [37].

Céapsula

Bala Vaina Pélvora oot
iniciadora

Figura V-4. Esquema general de los componentes de un cartucho de arma de fuego.

La cantidad de restos inorganicos en las manos de los tiradores
depende de varios factores como el tipo de arma y municiones utilizadas, la
edad y el estado del arma, la higiene personal y los habitos ocupacionales del
sospechoso, la biometria y el tiempo transcurrido desde el disparo. La
cuantificacion de los elementos alojados en las manos de los tiradores
depende tanto de la calidad del protocolo de muestreo como de la

instrumentacién analitica empleada [38l.

En la actualidad, el alcance de los disparos se calcula rutinariamente
comparando visualmente el patréon de residuos de polvo de los cartuchos en
las prendas o en la piel de la victima, con los patrones obtenidos de una
serie de disparos de prueba a distancias conocidas, utilizando la misma arma
y municién (figura V-5) [30]. Un método mds confiable y preciso se basa en la
determinacion analitica de la cantidad de material expulsado de la boca del
cafidon del arma alrededor del orificio de entrada de la bala. Por lo general,
cuanto mayor es la concentracién elemental, menor es la distancia de disparo,
(figura V-5) y es caracteristica de cada marca de arma y municiéon. Los
patrones de residuos de poélvora variaran significativamente, no sélo con la
distancia sino también con el calibre u otras caracteristicas de diferentes
armas [29]. En consecuencia, la formacién y dispersién de los restos metalicos

no son accidentales y pueden servir para comprender mejor las posibles
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diferencias en la cantidad y calidad de las particulas que se originan
fisicamente del mismo cartucho. Los mecanismos de formacion y dispersion de
los residuos, a pesar de ser dinamicos y complejos, son caracteristicas
repetibles de descarga de cierto tipo de cartucho [39,40], por lo que es
factible determinar tanto la distancia como el cartucho empleado en un dado

hecho delictivo.

|
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menor mayor

| | @ Q)

Figura V-5. Representacion esquemdtica de los rastros que dejan los disparos
de arma de fuego sobre una superficie para distancias crecientes A—F.

En 1959, Harrison y Gilroy fueron los primeros que determinaron
metales (Pb, Sb, Ba y Cu) en los residuos de disparos [41]. Con los afos,
estos metales han sido detectados y cuantificados por muchas técnicas
analiticas diferentes [42,43], que incluyen espectroscopia de absorcién atémica
con llama o espectrometria de absorcién atdémica, andlisis de activaciéon de

neutrones, microscopia electrénica de barrido con espectroscopia dispersiva de
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rayos X, andlisis de componentes que emplea fluorescencia de rayos X,
técnica de emision de rayos X inducida por protones, entre otras. Dichas
metodologias fueron utilizadas para la deteccién e identificacién de residuos
inorganicos de disparos de armas de fuego en prendas de vestir de

sospechosos y diferentes objetos [38,39].

Los resultados de un estudio reciente han demostrado que la
microscopia electrénica de barrido con espectroscopia dispersiva de rayos X
(SEM-EDX), es la metodologia empleada actualmente por la policia para la
deteccion de residuos caracteristicos de disparos, puede ser (til para obtener
informaciéon sobre las diferencias en los tamafios de las particulas, asi como
la composicién elemental dependiendo de la distancia desde el extremo de un
arma hasta el lugar de impacto. Por lo tanto, se estableci6 que SEM-EDX era
la técnica ideal para analizar muestras y poder proporcionar datos de
composicion morfoldégica y elemental debido a su capacidad no destructiva
[33,44,45]. Aunque se considera especifico, el andlisis de metales pesados con
estas metodologias, ofrece una sensibilidad de diagndéstico moderada, requiere
instrumentacion costosa, largos tiempos de analisis y es muy exigente en
términos de habilidades profesionales, mano de obra, mantenimiento y servicio
[46,47].

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) es una técnica alternativa viable y se han reportado estudios donde ICP-
MS se ha utilizado para estimar la distancia de disparo a través del analisis
de los residuos inorganicos en diferentes objetivos después de un disparo
[38,48]. Aln asi dicha técnica requiere de personal altamente calificado vy

equipamiento sumamente costoso.

Las crecientes necesidades forenses y de seguridad, han generado
grandes demandas de herramientas efectivas desplegables en campo para
detectar residuos de disparos de manera confiable, rapida y simple. La
deteccion /n situ de materiales residuales de la descarga de armas de fuego
es particularmente importante para obtener informacién valiosa en diversas

investigaciones forenses [46].
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La deteccién electroquimica se ha utilizado durante décadas en areas
de quimica analitica, ciencias ambientales y ciencias de la salud, por
mencionar algunas. Sin embargo, las aplicaciones forenses de la electroquimica
son muy escasas, a pesar de que ofrecen ventajas Unicas para el andlisis
quimico de venenos, drogas y materiales explosivos. Estos métodos emergentes
tienen el potencial de escalar la tecnologia a dispositivos portables de mano,
apuntar a una gran variedad de especies con limites de deteccidon bajos y

ofrecer simplicidad de operacion [49].

Algunos de los elementos presentes en los rastros que quedan luego de
la detonaciéon de un arma, como el plomo [50-52] y el antimonio [53-55], se
han detectado mediante sensores electroquimicos para control de calidad de
muestras medioambientales. Los sensores electroquimicos pueden proporcionar
respuestas rapidas y simples en diferentes muestras. También se pueden
miniaturizar y se pueden utilizar en andlisis de campo. En general, los analisis
electroquimicos son mas baratos que los espectroscépicos convencionales,
como la espectrometria de absorciéon atémica y la espectrometria de masas
[40].

La capacidad de generar rapidamente la deteccion simultanea de mas
de un metal en un solo experimento y la existencia de dispositivos
electroquimicos compactos, de baja potencia y faciles de usar, es
particularmente atractiva para investigaciones descentralizadas en la escena
del crimen [56]. A pesar de ello, desde las primeras investigaciones
electroquimicas en el area forense-balistica por el grupo de G. W. vanLoon en
1977 [57] y las mas recientes pruebas realizadas por otros investigadores
[49,56,58,59], sigue siendo una metodologia pobremente explorada para la
deteccion de residuos, tanto organicos como inorganicos, en restos de

disparos de armas de fuego.

En esta seccién se describe la optimizacion de una plataforma sensora
sencilla para la detecciéon simultanea de plomo y antimonio en residuos de
disparos de armas de fuego mediante stripping voltamperométrico. Debido a

que RGrO-Poli-L-Dopa presenta numerosos grupos funcionales, capaces de
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interaccionar con metales de manera tal de preconcentrarlos en la superficie
del electrodo, la respuesta electroquimica de oxidaciéon de Pb(ll) y Sb(ll) se
veria notablemente incrementada. Luego de un minucioso estudio, el sensor
fue empleado con éxito para la confirmaciéon de disparo de arma de fuego por
parte de un sospechoso y por otro lado, por primera vez se logré determinar
la distancia a la cual se efectué el disparo asi como también el tipo de

cartucho empleado en el mismo.

V-2.2.Seccion experimental

Para la detecciéon de restos inorganicos de residuos de disparos de
arma de fuego se utilizé una plataforma sensora construida a partir de RGrO-
Poli-L-Dopa sintetizado como se explico en el capitulo IV inmovilizado sobre

GCE previamente pulido y acondicionado.

Se utilizaron soluciones estandar de absorciéon atémica de plomo (Il)
(1000 ppm) marca Sigma-Aldrich y de antimonio (lll) 1000 ppm marca Chem-
Lab. Las diluciones de los estandares se realizaron en buffer acetato 0,10 M
pH 5,00, preparado con acetato de sodio marca Biopack y Aacido acético
glaciar marca Cicarell. Las mediciones voltamperométricas se realizaron en
una mezcla 50/50 de buffer acetato y HCl 1,00 M (marca J.T.Baker).

V-2.2.1. Metodologia de deteccion de plomo y antimonio

La cuantificaciéon electroquimica de metales pesados presentes en
residuos de disparos de armas de fuego, se llevd a cabo utilizando como
metodologia de deteccion el stripping voltamperométrico de adsorcién, tal
como se muestra en la figura V-6. El mismo consta de 4 etapas. En primera
instancia, se preconcentran los metales bajo conveccién forzada, de manera
de asegurar la llegada del analito a la superficie del electrodo. Dicha
acumulacién se realiza a potencial de circuito abierto (figura V-6.A), mediante

la interaccion de los metales durante un dado tiempo con grupos funcionales
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de RGrO-Poli-L-Dopa capaces de quelar tanto al plomo como al antimonio.
Una vez producida la acumulacién, se realiza una etapa de enjuague y un
cambio de medio (figura V-6.B) de los electrodos para eliminar la fraccién no
acomplejada del metal. Posteriormente, en la tercera etapa, se introduce el
electrodo en una celda electroquimica convencional de tres electrodos,
conteniendo una mezcla 50/50 de buffer acetato (0,10 M)/HCL (1,0 M) (figura
V-6.C), de manera de producir la reduccién de los metales por la aplicacién
de potencial durante un tiempo determinado. Por (ltimo, inmediatamente
después de la reducciéon, en la cuarta etapa, se realiza la deteccién y la sefial
analitica es obtenida mediante la reoxidacion de las especies preconcentradas

utilizando un barrido voltamperométrico lineal (figura V-6.D).

A) B)

Preconcentracion
aocp

D) )

Corriente

Potencial

Figura V-6. Estrategia y metodologia de deteccion de metales pesados en residuos de
disparos de arma de fuego. A) Ftapa de preconcentracion, B) enjuague y cambio de
medio, C) etapa de reduccion del analito preconcentrado y D) deteccion mediante
barrido lineal voltamperomeétrico.
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V-2.2.2. Obtencion y pretratamiento de muestras reales

Los disparos fueron realizados por peritos balisticos en un poligono
forense. Las muestras de las manos del tirador se recolectaron frotando las
zonas de sobre las cuales se depositan los residuos (figura V-7.A) mediante el
empleo de hisopos. De la misma forma se obtuvieron, a modo de control,
muestras en iguales condiciones de las manos de una persona que no
accioné en ningln momento un arma de fuego y finalmente, los hisopos
fueron almacenados en tubos E£ppendorf cerrados herméticamente hasta el
momento del andlisis. Por otra parte, se obtuvieron muestras de prendas
impactadas a diferentes distancias y con diferentes cartuchos. Se realizaron
disparos por triplicado sobre la superficie de retazos de tela para cada
distancia y para cada tipo de cartucho. Porciones de las prendas de 3 cm x 3
cm fueron cortadas de manera tal que el orificio de entrada del proyectil
quedara en el centro, tal como muestra la figura V-7B, para su posterior

andalisis.

wo ¢

Figura V-7. (A) Zona de recoleccion de muestras en manos de sospechosos.
(B) Zona de recoleccion de muestra de telas y prendas.

Para la extraccién de los metales, en ambos tipos de muestras, tanto
los hisopos como las telas, fueron sumergidos en un vaso de precipitados
conteniendo 3,00 mL de solucién de HNO; 1,00 M y sonicados durante 10

minutos en un bafio ultrasénico. A continuacion, se tomaron alicuotas de 500
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uL de las soluciones obtenidas, las cuales fueron introducidas directamente en
la celda electroquimica para realizar la deteccién mediante la metodologia

anteriormente descripta.

V-2.3.Resultados y discusion

V-2.3.1. Comportamiento electroquimico de Plomo sobre

GCE/RGrO-Poli-L-Dopa

Hasta hace relativamente pocos afios la mayoria de los proyectiles eran
fabricados mayoritariamente a base de plomo o una mezcla de plomo y
antimonio. Por cuestiones de toxicidad en su manufactura y de dureza de los
proyectiles, se comenzaron a emplear mayores proporciones de antimonio, que
a la vez soslayaba las crecientes preocupaciones por la contaminacién

producida por plomo [32].

Se comenzé evaluando el comportamiento electroquimico de plomo
sobre la plataforma sensora. Dado que el stripping voltamperométrico es una
de las técnicas mas empleadas actualmente en el area electroquimica, debido
a la sustancial mejora de la sensibilidad, selectividad y limite de deteccién que
pueden obtenerse gracias a la preconcentracién de los analitos en la
superficie de los electrodos, dicha metodologia fue empleada para la
cuantificacion de plomo y antimonio. En la figura V-8 A se muestran los
barridos voltamperométricos lineales obtenidos luego de la preconcentracién
de una solucién de Pb (II) 1,0 x 10* M a potencial de circuito abierto durante
3 minutos sobre diferentes superficies, GCE (=), GCE/GrO (—) y GCE/RGrO-
Poli-L-Dopa (==). Cuando Pb (I) es puesto en contacto con un electrodo de
carbono vitreo sin modificacién alguna (==) no se observa ninguna sefal
analitica que dé cuenta de la reoxidacion de plomo. Esto se relaciona con la
incapacidad de esta superficie de acumular el metal, para posteriormente
producir la reduccién y la consecuente reoxidacién que da origen a la

aparicion de la sefial.
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Cuando Pb (Il) es preconcentrado sobre GCE/GrO y GCE/RGrO-Poli-L-
Dopa, se observa un pico caracteristico de la oxidacién de plomo centrado en

-0,470 V, con corrientes de 4,09 y 87,54 uyA respectivamente.
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Figura V-8. (A) Voltamperogramas lineales de Pb (I) 1,0 x 10?7 M luego de la acumulacion
sobre GCE (=) GCE/GrO (—) y GCE/RGrO-Poli-L-Dopa (~). (B) Voltamperograma lineal luego
de la etapa de preconcentracion en ausencia (=) y presencia (=) de Pb () 1,0 x 10 M
sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Velocidad de barrido 0,100 V/s

Esta exacerbacion en un factor de 21 veces la sefial analitica sobre
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa, puede ser explicada si se analiza la estructura del
nanohibrido: en primer lugar se da por la mejora en la transferencia
electrénica debido a la restitucion de la estructura conjugada de la lamina
grafitica sp® presente en RGrO, a diferencia de GrO comercial que presenta
una mayor densidad de defectos que hacen del mismo un material menos
conductor. Por otra parte, pero no menos importante, la mayor capacidad de
quelar metales de RGrO-Poli-L-Dopa ya que presenta no sélo grupos
carboxilicos remanentes de la nanoestructura de carbono luego del proceso de
reduccioén, sino ademas los grupos amino que aporta el polimero, que poseen
gran afinidad por el plomo y pueden preconcentrar por acomplejamiento, una

mayor cantidad del analito en la superficie [60,61].
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Adicionalmente, sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa se realizaron experimentos
de acumulacién en presencia y ausencia de Pb () 1,0 x 10* M. Como puede
verse en la figura V-8B, cuando la acumulaciéon se realiza en ausencia del
analito, se obtiene un registro amperométrico limpio, sin sefial que dé cuenta
de algln proceso faradaico. Este hecho corrobora que la sefial observada
cuando el experimento se realiza en presencia de Pb (I) se puede relacionar

directamente con la presencia y concentraciéon del mismo.

V-2.3.2. Optimizacion de los parametros experimentales para la

deteccidon simultanea de plomo y antimonio

Como fue mencionado anteriormente, el stripping voltamperométrico de
adsorcién, es una poderosa herramienta para la cuantificacién de diversos
analitos y consta de varios pasos y etapas. Dado la multiplicidad de variables
del sistema, se realizé un andlisis exhaustivo variando de a un parametro a la
vez, a fin de conseguir la sefial analitica de mayor intensidad vy
reproducibilidad para ambos metales. Entre las variables a optimizar se
encuentran: a) el tiempo de preconcentraciéon de los analitos, b) el tiempo y el
potencial aplicado para la reduccion de los metales acumulados en la
superficie del electrodo luego del enjuague y posterior cambio de medio y ¢)
el medio en el cual se lleva a cabo dicha reduccién y la inmediata obtencién
de la sefial analitica por barrido voltamperométrico lineal. Finalmente, para el
andlisis simultdneo en un solo barrido de potencial de Pb () y Sb (), es
necesario encontrar una situacién de compromiso para la cual, con los
parametros éptimos determinados se obtengan las sefiales mas reproducibles y

con las mayores sensibilidades para ambos analitos.

V-2.3.2.1. Estudio del tiempo de preconcentracion

A fin de determinar el tiempo éptimo de preconcentracién de plomo

con GCE/RGrO-Poli-L-Dopa, se estudiaron las corrientes obtenidas a partir de
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experimentos de barrido voltamperométrico lineal para 1,0, 2,0, 3,0 y 5,0
minutos a potencial de circuito abierto de interaccion de la plataforma en
buffer acetato 0,10 M de pH 5,00 conteniendo Pb (Il) 1,0 x 10* M. En la figura
V-9 se presentan los valores de corriente obtenidas aplicando un potencial de
-0,700 V durante 3 minutos para su reduccién. Tal como puede observarse,
conforme aumenta el tiempo de preconcentracién lo mismo ocurre con la
sefial obtenida, alcanzando su maximo valor con 3,0 min de acumulacion,
tiempo a partir del cual la sefial decae ligeramente y disminuye la
reproducibilidad, con lo cual se tomé como tiempo Optimo de

preconcentraciéon 3,0 min a potencial de circuito abierto.
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Figura V-9. Dependencia de la sefal de oxidacion de Pb (I) 1,0 x 107 M con el tiempo de
preconcentracion sobre GCF/RGrO-Poli-L-Dopa. Potencial de reduccion -0,700 V durante 3,0
minutos.

Se procedi6 de un modo similar para el caso de antimonio,
evaludndose la dependencia de la corriente de oxidacién de antimonio con el
tiempo de acumulacion mediante stripping voltamperométrico, empleando una
soluciéon de Sb () 1,0 x 10* M y se tomaron arbitrariamente un tiempo de 3
minutos y un potencial de -0,400 V para la instancia de reduccién. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura V-10.
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Figura V-10. Dependencia de la sefial analitica de Sb () 1,0 x 10* M con el tiempo
de preconcentracion: 1,0 min (=), 30 min (~) 50 min (—) y 10,0 min (~) sobre
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Potencial de reduccion -0,400 V durante 3,0 minutos.

Puede notarse que la sefal analitica obtenida aumenta conforme lo
hace el tiempo de acumulacién del metal. Si bien podria esperarse que dicha
sefial mejore a tiempos mayores a 10 minutos, este valor fue determinado

como o6ptimo por cuestiones de practicidad y de tiempos de operacién.

V-2.3.2.2. Estudio del tiempo y potencial de reduccion

Tanto el estudio del tiempo como del potencial de reduccién se llevé a
cabo utilizando soluciones de Pb () y Sb () 1,0 x 10* M preparadas en
buffer acetato 0,10 M pH 5,00.

La figura V-11 muestra los diferentes voltamperogramas con la linea de
base corregida, donde se evidencia la dependencia de la intensidad de
corriente obtenida para Pb () con el potencial de reducciéon aplicado. Se
estudiaron potenciales de -0,500 V, -0,600 V, -0,700 V, -0,800 V y -0,900 V.
Para dichos experimentos se mantuvieron constantes el tiempo de

preconcentracion, optimizado previamente, y el tiempo de reduccién fue fijado
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arbitrariamente en 3,0 minutos. Se observa que la corriente aumenta mientras
mas negativos son los potenciales de reduccién y que para valores mas
negativos que -0,700 V no se observan cambios significativos en la sefial
obtenida, pero si se manifiesta una mayor dispersion de los datos obtenidos.
De esta manera se concluye que -0,700 V es el potencial de reduccién éptimo

para la cuantificacién de Pb () preconcentrado en la superficie del electrodo.
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Figura V-11. Dependencia de la sefal analitica de Pb () 1,0 x 10* M con el potencial
de reduccion: -0,500 V (=), -0,600 V (=), -0,700 V (), -0.800 V (=) y -0,900 V (~)
sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Tiempo de preconcentracion 3,0 min y tiempo de
reduccion 3,0 min.

Por otro lado, se optimiz6 el tiempo durante el cual se aplica el
potencial de reduccién de -0,700 V, manteniendo constantes el tiempo de

interaccién y la concentraciéon de Pb (II).

En la figura V-12 se presenta la dependencia de la corriente de
oxidacién de Pb () con el tiempo utilizado en la reduccién del analito
previamente acumulado. Se observa que la respuesta obtenida es mayor
cuanto mayor es el tiempo de reduccién, hasta 3,0 minutos, tiempo para el
cual la respuesta alcanza su maximo valor para luego mantenerse constante,
lo que da cuenta que dicho tiempo es suficiente para producir la reduccién

del plomo previamente acumulado en la superficie del electrodo. Por

141



cuestiones de reproducibilidad y operacionales, en cuanto a menores tiempos
para llevar a cabo el analisis, se determina como parametro 6ptimo un tiempo

de reduccién de 3,0 minutos.
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Figura V-12. Dependencia de la sefal analitica de Pb () 1,0 x 10? M con el tiempo de
reduccion sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Tiempo de preconcentracion 3,0 minutos y potencial de
reduccion -0,700 V.

Sobre la base de los experimentos, un andlisis critico de los valores de
corriente para el proceso de reoxidacién y de su reproducibilidad, asi como
del tiempo necesario para realizar el experimento las condiciones
experimentales éptimas de deteccion de Pb (Il) son las siguientes: tiempo de
preconcentracién a potencial de circuito abierto de 3,0 minutos, potencial de

reduccién -0,700 V y tiempo de reduccién 3,0 minutos.

Por otro lado, se realizé un estudio para evaluar la dependencia de la
sefial de oxidacién de antimonio con el tiempo y potencial de reduccién, la
cual fue evaluada por barrido voltamperométrico lineal luego de la
acumulacién a circuito abierto sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa en condiciones de

conveccion forzada durante el tiempo optimizado con anterioridad.

Se estudiaron potenciales de reduccién de -0,400 V; -0,500 V; -0,600 V

y -0,700 V, manteniendo fijo el tiempo durante el que se aplicaron dichos
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potenciales en 3,0 minutos. Tal como se observa en la figura V-13 la corriente
obtenida no varia de manera significativa para los potenciales estudiados, por
lo que se seleccioné -0,700 V como potencial de reduccién como parametro
o6ptimo para la cuantificacion del analito, dado que es el mismo que se
determind para la deteccion de Pb (), lo que permitiria su deteccion

simultanea.
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Figura V-13. Dependencia de la sefial analitica de Sb (M) 1,0 x 10 M con el potencial de
reduccion sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Tiempo de preconcentracion 10,0 minutos y tiempo de
reduccion 3,0 minutos.

Otro aspecto estudiado fue la dependencia de la corriente de oxidacién
de Sb (ll) 1,0 x 10* M con el tiempo de reducciéon empleado: 1,0 min, 3,0 min
y 5,0 min, manteniendo constantes los pardmetros anteriormente optimizados.
En la figura V-14 puede notarse que la sefial asociada a la reoxidacién de Sb
(I permanece invariante a medida que aumenta el tiempo de reduccién, lo
que sugiere que a tiempos cortos se logra reducir la totalidad del metal
adsorbido en la superficie y por cuestiones de optimizacion de tiempos, 1,0
minuto es determinado como parametro mas adecuado para la cuantificacién

de antimonio.
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Figura V-14. Dependencia de la sefal analitica de Sb (M) 1,0 x 10* M con el tiempo de
reduccion sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Tiempo de preconcentracion 10,0 minutos y
potencial de reduccion -0,400 V.

V-2.3.2.3. Estudio del medio de reduccion

A fin de cuantificar simultaneamente en una sola medida tanto plomo
como antimonio, se realizaron estudios para evaluar el medio 6ptimo en el
cual se realiza el paso de reduccion sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa y la
posterior obtencién de sefial por barrido voltamperométrico lineal. En la figura
V-15A y V-15B se muestran los barridos lineales obtenidos para la
acumulacién de Pb () 1,0 x 10* M y Sb (lll) 1,0 x 10* M, cuando la etapa de
reduccion es realizada en diferentes medios, buffer acetato 0,10 M pH 5,00
(=), HCl 1,00 M () y una mezcla de buffer acetato 0,10 M/HCl 1,00 M 50:50
(==). Se observa que cuando la reduccion es llevada a cabo en buffer acetato
la sefial obtenida para Pb (Il) (figura V-15.A trazo negro) es éptima, pero la
sefial de Sb (lll) (figura V-15B trazo negro) es nula. Soo Beng Khoo y col. [62]
estudiaron la influencia del medio de reduccién para la cuantificacion de Sb
() por stripping voltamperométrico y concluyeron que las condiciones éptimas
para su deteccién es la utilizacién de soluciones acidas, con presencia de

cloruros que acomplejan los iones Sb (lll) una vez que el metal es reoxidado
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en la superficie del electrodo, facilitando de esta manera el proceso catédico

y maximizando las sefiales analiticas asociadas a dicho proceso.
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Figura V-15. Dependencia de la sefal analitica de Pb (I) 1,0 x 10 M (A) y Sb () 1,0 x 107 M

(B) con el medio en el que se realiza la reduccion. Buffer acetato 0,10 M (=), HCl 1,00 M (-)

y Buffer acetato 0,10 M/HCl 1,00 M 50/50 (=). Tiempo de preconcentracion 3,0 min, potencial
de reduccion -0,700 V y tiempo de reduccion 3,0 min.

De esta manera se ensayaron experimentos en los cuales se utilizé
como medio de reducciéon HCl 1,00 M y se concluyé que si bien se obtiene
una buena respuesta para antimonio, la sefial asociada a la oxidacién del
plomo cae considerablemente. En consecuencia, buscando una situacién de
compromiso, las reducciones fueron llevadas a cabo en una mezcla 50:50 de
buffer acetato 0,10 M pH 5,00 y HCl 1,00 M. Tal como se muestra en las
graficas de figura V-15, en dicho medio, se logré una buena respuesta de
antimonio sin producir cambios significativos en la sefial analitica de plomo,
con lo cual dicha mezcla se escogi®é como medio O6ptimo para lograr la

deteccion simultanea de ambos metales.
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V-2.3.2.4. Parametros optimos para la deteccion simultanea de

plomo y antimonio

En la tabla V-2 se presenta un resumen de los parametros &éptimos
para la deteccién individual tanto de plomo como de antimonio. A fin de
poder cuantificar ambos metales de forma simultanea en un solo experimento
y, de manera de no perder la sensibilidad en la deteccion de ambos analitos,
se buscan parametros en los cuales las sefiales para ambos metales sean de
mayor intensidad y reproducibilidad sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Tal como fue
descripto en la seccién IV-23.2.3, los futuros experimentos se realizaron
utilizando como medio de reduccién una mezcla 50:50 de buffer acetato 0,10
My HCl 1,00 M.

Tabla V-2. Resumen de pardametros optimos para la deteccion de plomo y
antimonio sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.

Pb (D Sb (N

Tiempo de acumulacién 3 min 10 min
Potencial de reduccién -0,700 V -0,700 V
Tiempo de reduccién 3 min 1 min

Por otra parte, el tiempo de preconcentracion de Pb () y Sb (ll) se fijé
en 10,0 minutos, ya que el antimonio requiere de mayores tiempos para
acumularse en la superficie de los electrodos. También se pudo observar que
para producir la reduccién del plomo son necesarios potenciales mas
negativos, en tanto que la respuesta de antimonio no varia significativamente
cuando los potenciales aplicados son mayores. Finalmente, en cuanto al
tiempo durante el cual es aplicado dicho potencial, fue posible determinar que
se requiere de tiempos mas largos para reducir el plomo presente en la

superficie de los electrodos, mientras que la sefal correspondiente a la
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reoxidacion del antimonio es practicamente independiente del tiempo de
reduccion aplicado. En consecuencia aplicar -0,700 V durante 3 minutos son
los parametros seleccionados como los mas adecuados para cuantificar los

analitos de manera simultdnea en un solo experimento.

En la figura V-16 se muestra un registro voltamperométrico, con la linea
de base corregida, obtenido luego de la acumulacion de una solucion que
contiene Pb () y Sb (i) 1,0 x 10® M. En la misma se exhiben dos picos bien
definidos a -0,470 V y -0,018 V para Pb (Il) y Sb (lll) respectivamente.

Se observa una excelente resolucion de los dos procesos de oxidacion
de los metales que hace factible la futura cuantificacién simultanea de ambos

analitos en un mismo experimento.
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Figura V-16. Barrido voltamperométrico lineal obtenido luego de la acumulacién en

una solucién de Pb () 1,0 x 108 My Sb () 1,0 x 10® M sobre GCE/RGrO-Poli-L-

Dopa. Condiciones de preconcentracién: 10,0 min a o.c.p. Condiciones de reduccién:
-0,700 V durante 3,0 min.
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V-2.3.3. Parametros analiticos de GCE/RGrO-Poli-L.-Dopa para la

cuantificacion simultanea de plomo y antimonio

Una vez optimizadas las condiciones para la deteccion simultanea de
los analitos, se realizaron curvas de calibracion para Pb (Il) en presencia y
ausencia de una determinada cantidad de Sb (lll), y viceversa, es decir curvas
de calibrado para antimonio en presencia y ausencia de una dada cantidad de
plomo, de manera tal de evaluar la posible competencia de los metales por

los sitios de adsorcién en la superficie de los electrodos.

Las figuras V-17.A y V-17B muestran la dependencia de las corrientes
de oxidacion con la concentracién de Pb (Il) en ausencia y presencia de una
concentracién fija de 0,20 ppm de Sb (lll), respectivamente. Las figuras V-17.C

y V-17.D presentan las curvas de calibrado correspondientes.

De acuerdo a los resultados expuestos, se puede mencionar que, por
un lado, se observa una relacién lineal entre la corriente de oxidacion y la
concentraciéon de plomo, tanto en presencia como en ausencia de antimonio
(figuras V-17.C y V-17.D). Por otro lado, es posible la cuantificacién de ambos
analitos de manera simultanea sin interferencia de uno con el otro, no solo
debido a que las sefiales analiticas se encuentran separadas en potencial,
como se menciond con anterioridad, sino que ademas, la presencia de
antimonio no afecta la respuesta en corriente obtenida para plomo hasta
concentraciones elevadas, en este caso = 1,00 ppm, donde tanto las
corrientes obtenidas para plomo y antimonio son menores a las esperadas,
probablemente debido a la competencia entre ambos por los sitios de

adsorcion.
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Figura V-17. Registros voltamperométricos para diferentes concentraciones de Pb (ll) sobre
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa en ausencia (A) y en presencia de Sb () 0,20ppm (B). ) y ©) Curvas
de calibracion de Pb (I) en ausencia y presencia de Sb (lll), respectivamente obtenidas a partir

de A y B

los parametros

En la tabla V-3

analiticos obtenidos de las curvas de calibracién, en donde efectivamente se

se presentan comparativamente
corrobora que la presencia de antimonio no interfiere en la cuantificacién de
plomo. Por otra parte, cabe sefialar que el sensor propuesto presenta una muy
buena correlacién lineal, con un amplio rango de concentraciones, sensibilidad
y limite de deteccion similares a los reportados en bibliografia para la
deteccion de plomo por metodologias electroquimicas [52,63-65]. Ademas, es

importante resaltar que el limite de deteccién establecido de 19 ppb, es
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extremadamente prometedor para el futuro empleo del sensor en la

cuantificacion de plomo en residuos de disparos de arma de fuego.

Tabla V-3. Pardmetros analiticos para la cuantificacion de plomo en
presencia y ausencia de antimonio sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa

Pb (Il) Pb () + Sb ()
r 0,997 0,995
Sensibilidad (uA/ppm) (140 + 3) (137 + 4)
LOD (ppb) 16 19
LOQ (ppb) 48 57
SD 0,02 0,03

Rango lineal (ppb) Desde 16 hasta 600  Desde 19 hasta 600

Por otro lado, se realizaron estudios de la dependencia de la intensidad
de la sefial asociada a la oxidacion de antimonio con la concentracién del
mismo, en ausencia y presencia de 0,20 ppm de Pb (ll). En las figuras V-18 A
y V-18B se presentan los barridos voltamperométricos lineales obtenidos para
diferentes concentraciones de Sb (ll) en ausencia y presencia de Pb (Il)
respectivamente, sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. Las correspondientes curvas de
calibracién se presentan en las figuras V-18.C y V-18D. Puede notarse una
relacién lineal entre la concentracién del analito en estudio y la respuesta en
corriente obtenida y, por otra parte, cabe sefialar que la sefal observada en
ausencia y presencia de plomo no cambia, excepto a concentraciones
elevadas, donde las respuestas obtenidas son ligeramente menores a las
esperadas, probablemente por competencia de sitios durante la

preconcentracion.
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Figura V-18. Registros voltamperométricos para diferentes concentraciones de Sb (M) sobre
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa en ausencia de Pb (I) (A) y en presencia de Pb (1) 0.20ppm B). €C) y
O) Curvas de calibracion de Sb () en ausencia y presencia de Pb (), respectivamente
obtenidas a partir de A y B.

Un analisis detallado de los parametros analiticos se presentan en la
tabla V-4, los datos obtenidos revelan que la presencia de plomo no interfiere
en la cuantificacion de antimonio, excepto cuando la concentracién del mismo
es elevada, como fue mencionado con anterioridad. Es importante destacar los
excelentes parametros analiticos de GCE/RGrO-Polo-L-Dopa, donde se destacan
la excelente correlaciéon lineal y los bajos limites de deteccién (23 ppb),
nuevamente comparables a los reportados previamente en bibliografia, [54,66-

68| lo que posibilitaria el empleo de la plataforma para la cuantificacion de
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antimonio de manera sensible y selectiva en muestras de residuos de disparos

de arma de fuego.

Tabla V-4. Pardmetros analiticos para la cuantificacion de antimonio en
presencia y ausencia de plomo sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa

Sb (I Sb () + Pb (Il)
r 0,997 0,995
Sensibilidad (uA/ppm) (176 + 3) (180 + 5)
LOD (ppb) 22 23
LOQ (ppb) 66 69
SD 0,02 0,03

Rango lineal (ppb) Desde 22 hasta 1000 Desde 23 hasta 600

Es importante destacar que, diversos reportes bibliograficos [62,66]
postulan que los grupos hidroxilos son los responsables de la acumulacién de
antimonio en la superficie de los electrodos. A partir de estudios centrados en
la interacciéon de Sb (lll) con polimeros generados a partir de moléculas ricas
en grupos hidroxilos, tales como pirogalol, fenol, resorcinol, catecol entre
otros, inmovilizados sobre electrodos de carbono vitreo, se concluyé que la
mejora en la respuesta obtenida se encuentra intimamente relacionada con la
mayor cantidad de grupos oxigenados del tipo -OH presentes en los polimeros.
En la plataforma propuesta, estos grupos son aportados no solo por el nicleo
catecol del mondémero empleado en la sintesis del nanohibrido, sino también
por la estructura de grafeno reducido parcialmente durante la polimerizacién

de L-Dopa.

Por otro lado, tal como se indicé anteriormente, el plomo posee mayor
afinidad por los grupos aminados [60,61], que son los responsables de que
dicho analito pueda ser preconcentrado para su posterior reduccion vy
deteccion electroquimica. De acuerdo con los resultados expuestos hasta el
momento, es de suma importancia resaltar que la plataforma propuesta,

GCE/RGrO-Poli-L-Dopa, posee caracteristicas muy prometedoras para la
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cuantificacion de manera simultanea y en un solo barrido voltamperométrico
de plomo y antimonio en residuos de disparos de arma de fuego en muestras
reales, con una alta sensibilidad y sobre todo con una gran selectividad
debida a la afinidad que poseen plomo y antimonio por sitios diferentes

presentes en el nanohibrido empleado para el desarrollo del sensor.

V-2.3.4. Cuantificacion de plomo y antimonio en muestras reales

V-2.3.4.1. Muestras tomadas de manos

En la actualidad, en la ciudad de Cérdoba, la toma de muestras de las
manos de sospechosos involucrados en diversos hechos criminales, para el
analisis de residuos de disparos de armas de armas de fuego, se realiza con
un stubs para SEM cubierto con una cinta de carbono doble faz (figura V-19.A)
para su posterior analisis por SEM-EDX. Se han realizado numerosos esfuerzos
y estudios para determinar la metodologia mas adecuada para la recoleccién
de las muestras [69-71] y, aunque existen conclusiones encontradas referidas
al tema, se puede remarcar que las metodologias que involucran el empleo de
hisopos secos o cinta adhesiva se encuentran mejor posicionadas en cuanto a
evitar la contaminacién externa de las muestras. Por otro lado, cabe sefialar
que la metodologia de recoleccion empleada también debe evaluarse de
acuerdo al método de andlisis que se empleard posteriormente para la

deteccion.

Figura V-19. Toma de muestras de manos con (A) stubs y (B) hisopos.
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En este trabajo de Tesis se propone una metodologia de recoleccion
rentable, simple y rdpida, como es el empleo de hisopos (figura V-19.B), los
cuales luego fueron procesados tal como fue descripto en la seccién [V-2.2.2
para la posterior detecciéon de residuos inorganicos de plomo y antimonio por
stripping voltamperométrico de adsorcién. Las muestras fueron obtenidas en un
poligono forense y provistas por el Jefe de la Secciéon Balistica de Policia

Judicial, Ministerio Plblico Fiscal de Cérdoba, Perito Forense Rall Galione.

En la figura V-20 se muestran los barridos voltamperométricos lineales
obtenidos para las soluciones obtenidas luego de someter los hisopos al
proceso de extraccién de metales descripto con anterioridad, para muestreos
de una persona que realiz6 disparos con un arma de fuego y de un individuo

que no realizé ningln disparo.

0.025 Negativo para disparo de arma de fuego
! T Positivo para disparo de arma de fuego
Sb (111)0,114ppm
0,020
~
<
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Potencial (V)

Figura V-20. Registros voltamperométricos sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa realizados luego
de procesar los hisopados obtenidos de las manos de un individuo que realizo un
disparo con arma de fuego (=) y de un individuo que no manijpuld la misma (=) Inset:
registros volamperométricos sin procesar la linea de base.

Es importante remarcar que fue posible discriminar exitosamente un
caso positivo de uno negativo para disparo de arma de fuego, utilizando una
metodologia de muestreo muy econémica que puede ser empleada

rapidamente en el lugar del hecho delictivo. Otro aspecto que merece ser
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destacado es que, si bien algunos autores postulan que la toma de muestra
con hisopos no es tan efectiva como la que emplea stubs con cinta de
carbono [70], gracias a los bajos limites de deteccién que posee GCE/RGrO-
Poli-L-Dopa para la cuantificacién de plomo y antimonio, es factible diferenciar
entre casos negativos y positivos al detectar no uno sino ambos metales de

manera simultanea.

V-2.3.4.2. Muestras de disparos en prendas

Hoy en dia, la estimacién de la distancia de disparo de arma de fuego
se realiza de acuerdo a la inspeccion visual de la escena donde se produjo el
hecho. Si bien existen algunos reportes bibliograficos para la estimacion de la
distancia a la cual se realizdé la descarga de un dado proyectil [29,48,72,73]
los mismos fueron llevados a cabo con metodologias complejas tales como,
difraccién de rayos X, espectrometria de masas con plasma inductivamente

acoplado y absorcién atémica, entre otras.

Las armas de fuego suelen operar con municiones equipadas con
proyectiles fabricados a base de plomo o mezcla de plomo/antimonio. En
algunos casos, los proyectiles pueden tener un revestimiento delgado o grueso
0 una cubierta de otros metales, como cobre o latén, lo que se suele
denominar encamisado. Hasta hace relativamente poco tiempo, la municién
contenia predominantemente plomo, pero las preocupaciones ambientales han

propulsado el desarrollo de proyectiles hechos de otros metales [32].

En esta seccién se presenta por primera vez un examen exhaustivo de
la cuantificacién de residuos inorganicos para elucidar las diferentes distancias
de disparo, utilizando una metodologia sencilla con posibilidad de
miniaturizacién y andlisis en el lugar del hecho. También, se presenta un
andlisis comparativo de las cantidades relativas de ambos metales para la

identificaciéon de los diferentes cartuchos empleados en la detonacion.

Tal como se mencion6 con anterioridad, en la actualidad se intenta

abandonar el empleo de plomo en la manufactura de los cartuchos y el
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mismo es reemplazado por otros metales como el antimonio que le confieren
a los proyectiles una mayor dureza [32]. En este trabajo de Tesis se
analizaron diferentes distancias de disparos realizadas con dos tipos de
cartuchos: calibre 22 largo LR sin encamisado (figura V-21.A) y 9 mm con
encamisado (figura V-21B). La principal diferencia entre ambos es que el
primero carece de revestimiento exterior (encamisado) y en su manufactura se
emplea una mayor proporciéon de plomo, mientras que el segundo posee un
recubrimiento externo de latén y en su fabricacion se emplea una mayor

cantidad de antimonio.

Quemarropa 30cm 70 cm 100 cm

Quemarropa

Figura 21. Muestras de prendas impactadas a diferentes distancias con cartuchos
calibre 22 largo LR sin encamisado (A) y calibre 9 mm con encamisado (B).

Se efectuaron disparos sobre prendas para distancias de 100 cm, 70
cm, 30 cm y a quemarropa utilizando los dos tipos de cartuchos. Por
cuestiones de equipamiento de laboratorio forense, sélo fue posible realizar el
analisis hasta distancias de 100 cm. Las muestras fueron provistas por el

Perito Forense Raull Galione.

En la figura V-21.A y V-21B se muestran las porciones de prendas
analizadas, sobre las cuales se realizaron los disparos a diferentes distancias

con los dos tipos de cartuchos. Puede observarse que, para ambos calibres, a
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medida que la distancia de descarga se hace mayor, la huella o tatuaje que
queda en la prenda se hace menos evidente, es decir que se espera hallar
menores cantidades de residuos. La extraccién de los residuos inorganicos de
las prendas fue llevada a cabo mediante la metodologia descripta en la

seccién 1V-2.2.2.

En la figura V-22A y V-22B se muestran los resultados obtenidos
mediante strjpping voltamperométrico sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa, luego de
realizar la etapa de preconcentracién de las soluciones de extraccién de las

muestras para las diferentes distancias empleando los dos tipos de proyectiles.

100 100
— QuUeMmarropa Sb m— Quemarropa
30cm 30cm
70 cm 70 cm
80+ 100 cM 80+ 100 CM
Sh
60 —~~
- 60 -
2
2
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40 2 40
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0 A -~ 0 -
T T T T T T T T T T
0,600  -0,300 0,000 0,300 0,600 0,6 0,3 0,0 0,3 0,6
Potencial (V) Potencial (V)

Figura V-22. Barrido voltamperométrico lineal para disparo realizado a 100 cm (=),
70 cm (=), 30 cm (—) y a quemarropa (=) con cartucho calibre 22 largo LR (A) y
calibre 9 mm (B) sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.

De manera general, se puede mencionar que, para los disparos
realizados con el cartucho de 9 mm, el cual posee encamisado, se
encontraron mayores cantidades de antimonio en comparacién a los hallados
para el proyectil de calibre 22, pero menores cantidades de plomo, metal que
solo pudo ser determinado a distancias muy cortas cuando se trata de la
bala 9 mm con recubrimiento de latén. Estos resultados se encuentra en
concordancia con el hecho de que este proyectil es fabricado con mayores
cantidades de antimonio a expensas de la disminucion de la proporcion de

plomo. De esta manera, se puede afirmar que el sensor desarrollado posee
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potenciales caracteristicas para ser empleado en

identidad del cartucho empleado en un dado evento.

la determinacion de
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Figura V-23. Variacion de la corriente de oxidacion de (A) antimonio y (B) plomo para las
diferentes distancias de disparo utilizando un cartucho 22 largo LR y (C) relacion entre la

corriente de oxidacion de antimonio para las diferentes distancias de disparo utilizando
un cartucho 9mm sobre GCE,/RGrO-Poli-L-Dopa.

la

Un analisis detallado de los restos de plomo y antimonio hallados para

las diferentes distancias de descarga del arma de fuego, revela una relacién

lineal entre las corrientes asociadas a los procesos de oxidacién de los
metales y la distancias de disparo estudiadas para ambos tipos de cartucho,

tal como se exhibe en la figura V-23, se exponen los resultados encontrados

para medidas por triplicado de cada una de las distancias analizadas.
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De acuerdo a los resultados presentados se puede afirmar que la
plataforma GCE/RGrO-Poli-L-Dopa, es til no solo para determinar la identidad
del cartucho empleado, sino que ademas, permite determinar la distancia a la

cual fue realizado el disparo.

Tabla V-5. Cantidades de plomo y antimonio halladas en prendas para
disparos efectuados con cartucho calibre 22 largo LR a diferentes distancias
obtenidas por stripping voltamperométrico sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.

Distancia Sb (ppm) en Pb (ppm) en

prenda prenda
Quemarropa 28 + 0,7 0,34 + 0,07
30 cm 1,7+0,3 0,16 + 0,02
70 cm 04 +0,2
100 cm 02 +0,1

En las tablas V-5 y V-6 se presentan las cantidades de residuos
inorganicos encontradas en prendas para ambos calibres. Tal como se
esperaba, los restos hallados son menores a medida que la distancia de
disparo aumenta. Esto corrobora el hecho de poder determinar de manera
fehaciente la distancia de descarga del arma utilizando la plataforma
GCE/RGrO-Poli-L-dopa, mediante una metodologia no sélo sencilla en cuanto
al pretratamiento de la muestra, sino que también en la obtencién de la sefial

analitica.

Tabla V-6. Cantidades de plomo y antimonio halladas en prendas para
disparos efectuados con cartucho calibre 9 mm a diferentes distancias
obtenidas por stripping voltamperométrico sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.

Distancia Sb p(fepanL en
Quemarropa 35+ 0,7
30 cm 2,1 +0,6
70 cm 04 +0,2
100 cm o
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La plataforma también fue empleada para determinar e identificar Pb (Il)
y Sb (lll) en un tercer tipo de proyectil. El empleo del mismo tipo de cartucho
se ha visto en reiteradas ocasiones en los Ultimos afios en hechos delictivos
en la ciudad de Cérdoba. Se trata de una municion 9 mm recubierta por un
delgado enchapado de cobre y su particularidad radica en el hecho de la alta
proporciéon de plomo que se utiliza en su manufactura, lo que hace del mismo
un proyectil extremadamente blando que, al ser disparado se desintegra casi
por completo, haciendo especialmente dificil la investigacion microscopica para

establecer la identidad del arma empleada en la mecanica del hecho delictivo.

En la figura V-24 se presentan los barridos voltamperométricos lineales
obtenidos a partir del andlisis de una prenda sobre la que se efectué un
disparo con un cartucho 9mm de manufactura econdémica realizado a 25 cm

de distancia.
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Figura V-24. Barrido voltamperométrico lineal obtenidos para muestras de prendas sobre

las que se efectud un disparo con un cartucho calibre 9mm de manufactura econdmica
sobre GCE/RGrO-Poli-L-Dopa.

El analisis por duplicado de la muestra revela que, efectivamente el
cartucho es fabricado con una mayor proporcién de plomo en relacién con la

cantidad de antimonio empleada. Por otro lado, si se compara con los
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resultados obtenidos para los cartuchos estudiados con anterioridad se puede
mencionar que en la manufactura de este proyectil se emplean mayores
cantidades de ambos metales. Y nuevamente se puede concluir que el
nanohibrido utilizado en la construccion de la plataforma sensora es
sumamente eficiente para discriminar la identidad del proyectil utilizado en un

dado hecho delictivo.

V-3.Conclusiones Parciales

Se presentaron dos aplicaciones analiticas para la plataforma
desarrollada GCE/RGrO-Poli-L-Dopa. La cuantificacién de analitos como H,0,,
plomo y antimonio fue posible debido a que, por una parte, la reduccién de
las laminas de grafeno proporciona una superficie con propiedades
electrocataliticas mejoradas y, por otro lado, la funcionalizacién por parte del
polimero cambia las propiedades superficiales de las laminas, dando como
resultado una estructura menos hidrofobica que puede dispersarse con
facilidad y ademas aporta grupos funcionales capaces de interaccionar con los

diversos analitos.

Se observd que la combinacion de GrO y la estructura de la
catecolamina empleada para la sintesis del nanohibrido dieron como
resultados un material que presenta atractivas posibilidades de ser empleado
para la cuantificacion de peréxido de hidrogeno. GCE/RGrO-Poli-L-Dopa
presentd una excelente reproducibilidad, con limites de deteccion que
posibilitan el empleo de la plataforma para la cuantificacién amperométrica de
H,O, en una muestra compleja, tal como un enjuague bucal, por adicién

directa en la celda electroquimica.

Por otro lado, se puede resaltar que la reducciéon /n situ de GrO
comercial mediante la autopolimerizacién de L-Dopa mediada por ultrasonido,
dieron como resultado wuna plataforma con caracteristicas analiticas
sumamente prometedoras para la cuantificacién simultanea, sensible y selectiva

de plomo y antimonio.
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El sensor propuesto fue empleado con éxito para cuantificar Pb (Il) y Sb
(I de manera rapida, sencilla y simultinea en residuos de disparos y por
primera vez se reportd un analisis exhaustivo para determinar la distancia a la
cual se realiz6 un determinado disparo. También fue posible determinar de
manera exitosa el tipo de cartucho empleado en una detonacién, a través de
las cantidades relativas de plomo y antimonio encontradas. Ademas se puso a
punto una metodologia para determinar mediante un simple hisopado la
presencia de restos de disparo en las manos de un sospechoso de accionar

un arma de fuego.

De este modo, el sensor desarrollado demuestra atractivas posibilidades
de aplicacién en el campo de investigacién Forense-Balistica para la
determinacion de la identidad y distancia del disparo de armas de fuego por

parte de un sospechoso.

Este tipo de estudios resultan pioneros en el campo de la criminalistica,
aportando una herramienta sumamente valiosa para la resolucién de casos
complejos de delitos que involucran armas de fuego. Ademas, abre las puertas
no solo para el diseflo de dispositivos para realizar determinaciones en el
mismo lugar del hecho delictivo sino que también, permite la proyeccién para

la deteccién de otro tipo de analitos de interés forense.
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VI-1. Introduccion

Los materiales de carbono son generalmente baratos, se encuentran
facilmente disponibles y tienen buena estabilidad quimica y adaptabilidad
ambiental [1]. Las caracteristicas fascinantes de los nanomateriales de carbono
han llamado la atencion de los cientificos desde su descubrimiento

revolucionario [2], tal como fue mencionado en capitulos anteriores.

Por su parte, en los dUltimos afios, los materiales de grafeno han
recibido un enorme interés de los investigadores debido a sus extraordinarias
propiedades mecénicas, Opticas, electrénicas y electroquimicas [3,4]. La sintesis
quimica de grafeno es una de las vias para obtener un material con
caracteristicas menos hidrofébicas y ha recibido un gran interés en la
comunidad quimica desde el aislamiento del grafeno por el método de la cinta

adhesiva [5].

El desafio actual es identificar un método de alto rendimiento que
permita exfoliar el grafito de manera eficiente y lograr obtener laminas de
grafeno dispersables en solucién sin dafios colaterales de las mismas. Como
se menciond en capitulos anteriores, la exfoliacién acida de grafito basada en
el protocolo desarrollado por Hummers y Offeman produce escamas de 6xido
de grafeno (GrO) dispersable en solucién [6]l. Sin embargo, la naturaleza
aislante del GrO dificulta su aplicacién directa como material para la
construccién de dispositivos electréonicos. Consecuentemente, es deseable
encontrar un método de alto rendimiento que pueda exfoliar directamente el

grafito en laminas de grafeno [7,8].

Actualmente, la demanda mundial de grafeno estd aumentando debido a
su potencial en catalisis, asi como a otras aplicaciones, a saber, adsorcién,

pilas de combustible, sensores y baterias [9].

De esta manera, el método de preparacién del grafeno es el foco de la
investigacién ya que determina las propiedades del producto resultante. Los
métodos de preparacion de grafeno cominmente utilizados implican deposicién
quimica de vapor [10], exfoliacién micromecéanica [5], exfoliaciéon quimica [11],
entre otras, pero es dificil obtener un producto de alta calidad debido a que

poseen en general numerosos defectos no controlables producidos en el
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proceso de preparacién [12]. Cada uno de estos métodos posee ventajas y
desventajas que luego dictan la aplicabilidad del grafeno obtenido para una

aplicacion especifica [13].

Alternativamente, la exfoliacién electroquimica se ha convertido en un
método potencialmente escalable debido a su facil operacién, respecto al
medio ambiente, rentabilidad y productos facilmente controlables y de buena
calidad [14]. La técnica de exfoliacion electroquimica es muy simple y rapida y
puede adaptarse para lograr diversos grados de oxidacién del material
resultante mediante el control de las condiciones experimentales y electrolitos
empleados [15,16]. Esto es particularmente atractivo para muchas aplicaciones
que requieren un grado minimo de funciones oxigenadas en las laminas de
grafeno, normalmente, para mantener una alta conductividad térmica vy

eléctrica [17].

Durante el proceso de exfoliacién electroquimica de grafito, se aplica un
dado potencial al electrodo de grafito, donde una corriente eléctrica impulsa
la migracion de iones o moléculas cargadas a los espacios existentes entre
las capas intermedias de grafito. Luego, el grafito experimenta una expansién
estructural y posteriormente se exfolia en capas de grafeno [18,19], dando
como producto los denominados grafenos electroquimicamente expandidos
(GEQE) (Ver figura VI-1). La exfoliacién impulsada por electroquimica se puede

realizar durante la oxidaciéon anddica o la reduccion catédica [20].

Los electrolitos utilizados en la exfoliacién electroquimica se pueden
dividir en dos grandes categorias: soluciones acuosas y electrolitos a base de
liquidos i6nicos [22]. Entre estos, se ha encontrado que las sales inorganicas
producen grafeno con mayor tamafio lateral y menor cantidad de grupos
funcionales oxigenados en comparacién con otros tipos de electrolitos [9]. Por
otro lado, es importante resaltar que la calidad del grafeno se ve fuertemente
afectada por el potencial aplicado, asi como por el electrolito empleado.
Cuando el grafito se exfolia en condiciones anddicas, se puede aplicar un
potencial de hasta +10 o +20 V en presencia de iones de intercalacién
negativos como SO,*, NOs, Cl, entre otros. El uso de altos potenciales facilita
la generacién de grupos de oxigeno en el grafeno exfoliado, asi como el dafio

estructural. Por esta razén, la aplicacién de potenciales catédicos en presencia
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de iones de intercalacion positivos no fue ampliamente estudiada para la
sintesis de GEQE ya que se obtienen demasiadas funcionalidades de oxigeno y

se obtiene grafeno de menor calidad [23].

e :
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Figura VI-1. Proceso de intercalacion de iones para la sintesis de GEQE.
Tomado de referencia [21]

El primer informe sobre la exfoliacién electroquimica de grafito en
Na,SO, fue en 1997, donde el producto se describi6 como una solucién
coloidal [24]. Numerosos estudios en los que se emplearon diferentes tipos de
sales inorganicas que contienen iones sulfato, demostraron que dicho ion
puede exfoliar eficientemente el grafito en grafeno con una alta relacién

carbono/oxigeno (C/0) de aproximadamente 17,2 [9].

El grafeno que se produce por via electroquimica (GEQE) no es capaz
de interaccionar fuertemente con diferentes agentes funcionalizantes como los
polimeros, debido a la baja densidad de grupos funcionales. Ademas, la
estructura relativamente pristina de GEQE muestra fuertes interacciones de van
der Waals, en comparacion con el oxido de grafeno, lo que restringe la
obtencién de una dispersion estable de las estructuras obtenidas. Por lo tanto,
superar esta dificultad sigue siendo un gran desafio para mejorar la aplicacion

practica de los grafenos electroquimicamente expandidos [25].

175



A pesar de su dificil dispersion en medio acuoso, es importante
remarcar que GEQE muestra mejores propiedades eléctricas y mecanicas que
GrO debido a que posee pocos grupos oxigenados y defectos en la superficie
de las ldminas grafiticas [26]. Estas caracteristicas hacen que GEQE sea mas
adecuado para construir hibridos a base de grafeno que posean mejores

propiedades electrocataliticas que los hibridos a base de éxido de grafeno [8].

Es innegable que los nanomateriales son los responsables de los logros
en los avances en nanotecnologia y debido a ello en las Ultimas dos décadas,
se han sintetizado una gran variedad de nuevos nanomateriales tales como los
Quantum Dots (QDots) [27]. Los efectos cuénticos proporcionan caracteristicas
Unicas a estos nanomateriales cuando el tamafio se reduce al rango
nanométrico, propiedades que no se pueden predecir a nivel macro o
microscépico. Como resultado, estos nanomateriales mejoraron las capacidades
del investigador para centrarse en la deteccién de wuna variedad de
compuestos con propiedades que no podrian haber sido posibles con otros
materiales convencionales. La evolucién de las propiedades fisicas, quimicas y
electronicas (nicas en la nanoescala constituye la esencia de las diversas

aplicaciones de la nanotecnologia [28l.

Los QDots, gracias a sus marcados efectos de borde, alta area
superficial, mejor solubilidad en disolventes acuosos y no acuosos,
confinamiento cuantico, facil dopaje y funcionalizacién, y una mayor viabilidad
para combinar con otros nanomateriales [29] han mostrado contribuciones
notables en varios campos como en biodeteccion y obtenciéon de bioimagenes
[30], energia fotovoltaica [31], diodos emisores de luz, pilas de combustible

[32], supercapacitores y baterias de iones secundarios [33].

En particular, los puntos cudnticos de carbono, nanodots de carbono o
Carbon Quantum Dots (CQDots), requieren un menor costo de sintesis y
presentan menos dificultades técnicas durante su preparacion [34]. Ademaés, los
métodos de sintesis de CQDots son mas respetuosos con el medio ambiente
en comparacién con otras variedades de QDots como los nanodots
semiconductores, que utilizan metales pesados altamente téxicos en su

proceso de produccién [35].
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Los puntos cudnticos de carbono fueron descubiertos por Xuy
colaboradores en 2004 [36]. A pesar de su excelente desempefio, aln existe
un escaso numero de publicaciones en el ambito de los sensores
electroquimicos [35]. Fueron descriptos como particulas de forma casi esférica
con un tamafio menor de 10 nm [37]. Su pequefio tamafio es tal que,
normalmente, tienen dimensiones de 10 a 50 4tomos y de 100 a 100000
forman el volumen total de la particula [38]. Los CQDots poseen una red
cristalina  de una o unas pocas capas de grafeno apiladas

con carbonos sp?/sp?, tal como se esquematiza en la figura VI-2. [39]

Figura VI-2. Modelo de CQDots esférico formado por capas de grafeno
dopado con dtomos de nitrogeno.

Los CQDots han despertado una atenciéon creciente debido a su alta
solubilidad en medios acuosos, baja toxicidad, estabilidad fotoluminiscente y
mejor biocompatibilidad que otros nanomateriales [27]. Por otro lado, sus
propiedades electrénicas privilegiadas como donantes y aceptores de
electrones los han dotado de luminiscencia  electroquimica vy
quimioluminiscencia, lo que los convierte en materiales promisorios en los
campos de catalisis y sensores [40]. Ademés, los CQDots, debido a su
adecuada biocompatibilidad, son materiales muy aptos para aplicaciones
biolégicas tales como sondas para bioimagen, administracién de farmacos y
biosensores [41,42]. Los CQDots exhiben atributos asombrosos para la
deteccion electroquimica debido a sus notables caracteristicas electrdnicas,
gran area superficial, disponibilidad de abundantes sitios de borde para
funcionalizacion, gran biocompatibilidad, bajo costo y versatilidad, asi como

su capacidad para ser modificado con otros materiales nanoestructurados [43].
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Desde su descubrimiento y hasta la actualidad se han desarrollado
numerosos informes sobre la preparacion de nanodots a través de varios
enfoques. Por lo general, los métodos de sintesis de CQDots se pueden dividir
en dos categorias top down y bottom up [44]. La ruta de arriba hacia abajo,
utiliza como sustratos diferentes tipos de materiales de carbono como carbén,
biomasa carbonizada, grafito, nanotubos, etc mediante técnicas fisicas o
quimicas para alcanzar particulas de tamafio nanoscépico. Por otro lado, el
enfoque ascendente, utiliza pequefios precursores moleculares adecuados que
mediante reacciones hidrotermales, pirélisis o combustién generan los CQDots
deseados [35,39]. De manera general, las metodologias top down generan
puntos cuanticos de carbono amorfos, debido a las falta de control sobre las
condiciones de sintesis, a diferencia de las metodologias bottom up que
genera estructuras con mayor grado de cristalinidad, producto del control en

las diferentes rutas sintéticas.

Las rutas de sintesis influyen en gran medida en las caracteristicas y
propiedades finales de los puntos cuanticos de carbono. Por ejemplo, si no
hay un grupo hidroxilo o carboxilo en la superficie de los nanodots, ya no
seran solubles en agua. De manera similar, el dopado con otros elementos
como heteroatomos de nitrégeno o fésforo, puede mejorar la solubilidad y la
conductividad eléctrica [45]. De manera general, se puede mencionar que los
atomos y restos dopados se encuentran en los bordes de las laminas de
grafeno que forman la particula [35], tal como se puede apreciar en el modelo
de la figura VI-2. Ademaés, los grupos funcionales superficiales (OH, NH,, etc.)
de los CQDots también podrian proporcionar sitios de anclaje mas favorables
y sitios activos para la preparacion de materiales de mdaltiples componentes o
nanohibridos [46]. Ma&s importante a(n, los CQDots dopados con heterodtomos
(N, S, P, etc.) con multicomponentes también podrian promover las propiedades
electrocataliticas de los compuestos al aumentar la transferencia de electrones
a través de interacciones internas [47]. Ademas, las fuertes interacciones de la
interfaz dentro de los nanocompuestos multicomponentes podrian promover
alin mas la transferencia de electrones intermoleculares, lo que significaria

mejorar el rendimiento electrocatalitico [48].
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Por lo tanto, es necesario conocer las técnicas de sintesis y sus efectos
en los nanodots para poder seleccionar el método apropiado para fabricar el

nanomaterial que satisfaga las necesidades para su aplicacién final.

En este capitulo se describe la sintesis y caracterizacion de dos nuevos
nanomateriales de carbono, GEQE y CQDots, de manera verde, econdémica y
sencilla, mediante el empleo de metodologias electroquimicas. Por Gltimo, se
presenta la sintesis y caracterizacion electroquimica de un nuevo nanomaterial
hibrido formado por la mezcla de las dos nanoestructuras de carbono

sintetizadas.

VI-2. Seccidon experimental

Para la sintesis de GEQE se utilizaron barras de grafito comerciales
marca Maped. Sulfato de sodio (Na,SO,) marca Biopack, acido sulfarico (H,SO,)
marca Anedra, acido nitrico (HNOs), hidréxido de sodio (NaOH), sacarosa,
fructuosa y glucosa marca J.T.Baker. etanol y propanol, ambos de grado

analitico marca J.T.Baker. L-Arginina marca Sigma-Aldrich.

Para la caracterizacién electroquimica de las nanoestructuras se
emplearon diferentes marcadores redox: acido ascoérbico (AA) y perdxido de
hidrégeno (H,0,) al 30% marca J.T.Baker, dopamina (DA), hidroquinona vy
benzoquinona marca Sigma-Aldrich, ferricianuro y ferrocianuro de potasio
marca Biopack. Todos los reactivos empleados son de grado analitico y se
utilizaron sin purificacién adicional. Las soluciones fueron preparadas en buffer
fosfato 0,050 M pH 7,40, (fosfato monobdsico de sodio (NaH,PO,) y fosfato
dibasico de sodio (Na,HPO,) marca Biopack) utilizando agua ultrapura provista

por un sistema Millipore-MilliQ.

VI.2.1. Sintesis de GEQE

Para la sintesis de grafeno electroquimicamente expandido se emplearon
soluciones conteniendo diferentes compuestos capaces de producir la
exfoliacién del grafito a través de sus iones, a saber: H,SO, 0,50 M, Na,SO,
0,50 M, mezclas 1:1 Na,SO,/NaOH 0,50 M y H,SO,/HNO; 0,50 M. Se utiliz6
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una celda electroquimica de dos electrodos. Un electrodo de platino, de gran
area superficial, que cumple las funciones de electrodo de referencia vy
contraelectrodo simultaneamente y como electrodo de trabajo barras de
grafito comercial, las cuales sirvieron como sustrato para la formacion de la

nanoestructura, tal como se muestra en la figura VI-3.

L U W

Barra de
Platino grafito
~ |cémercial

Figura VI-3. Esquema del arreglo experimental empleado para la sintesis de
GEQE mediante exfoliacion electroguimica.

La intercalacion de los iones fue impulsada por la accién de un
potencial de +10 V, el cual fue sostenido un dado tiempo hasta producir el

consumo total de la barra de grafito.

Una vez obtenida una solucién coloidal de color negro, la misma fue
filtrada y sometida a un proceso de enjuague exhaustivo. Cuando el agua
empleada en el lavado llegd a pH neutro, se colecté el sélido negro obtenido
en un molino de bolas para secar el producto de sintesis. El resultado final
fue un polvo negro, facilmente manipulable con el cual se prepararon
posteriormente las dispersiones que se inmovilizaron sobre la superficie de los

electrodos.

VI.2.2. Sintesis de CQDots

Se emplearon diferentes metodologias bottom up de sintesis para la
obtencién de CQDots.
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Se sintetizaron por carbonizacién de azlcares, tales como sacarosa,
glucosa y fructuosa, mediante el empleo de H,SO, concentrado, siguiendo el
protocolo propuesto por Kolekar y colaboradores [49]. Dicha metodologia da
como principal resultado carbono amorfo, el cual se filtra para obtener una
solucién de color pardo claro que da cuenta de la presencia de la
nanoestructura. Se presentaron dos problemas fundamentales para la
obtenciéon de CQDots mediante carbonizacién de azlcares, por un lado el bajo
rendimiento y por otro, la dificultad para purificar el nanomaterial debido a las
condiciones extremadamente acidas del proceso. Por otra parte, es importante
destacar que debido a las condiciones de sintesis, es muy dificil tener control

sobre la forma y grupos funcionales que presentan los nanodots obtenidos.

Tanto Miao y colaboradores [50] como Toma y colaboradores [51],
propusieron la sintesis de puntos cuanticos de carbono mediante la
carbonizacién de alcoholes de bajo peso molecular, tales como etanol y
propanol, en medio fuertemente basico, mediante el empleo de metodologias
electroquimicas, aplicando altos sobrepotenciales. Si bien fue posible obtener
mayores rendimientos, debido a las condiciones fuertemente basicas, el

proceso de purificacion de los CQDots se vio dificultado.
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Figura VI-4. Mecanismo de sintesis de CQDots a partir de aminodcidos.
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Cabe sefialar que los productos obtenidos mediante las dos
metodologias propuestas poseen un alto grado de funciones oxigenadas que
hacen de las mismas un material poco conductor y con pobres caracteristicas

para ser empleadas en el ambito electroquimico.

También se sintetizaron CQDots siguiendo el protocolo propuesto por
Liu, Xu y colaboradores [52], que se muestra en la figura VI-4, con algunas
modificaciones. El protocolo se basa en la formacion de CQDots mediante la
aplicacién de altos sobrepotenciales en soluciones ligeramente acidas (H,SO,
1,0x10° M) de diferentes aminoacidos, en el caso de este trabajo de Tesis se
utilizé una solucién de L-arginina (Arg) 20 mg/mL. Se utilizé una configuracién
de celda de dos electrodos, con dos alambres de platino de gran area
superficial y se aplic6 un potencial de +9 V durante 1 h para sintetizar las
nanoparticulas. El mecanismo de formacion de CQDots propuesto en una
primera instancia produce la oxidacién de los aminodacidos, los que
posteriormente polimerizan y luego, mediante un proceso de carbonizaciéon dan
origen al nanomaterial. Nuevamente, la presencia de la nanoestructura se
evidencia por el cambio de color de la solucién (figura VI-5). De esta manera
se logré sintetizar CQDots en condiciones ligeramente acidas con buenos

rendimientos y con la posibilidad de ser utilizados sin purificacion adicional.

—
Arglnlna
H,S0, 1,00x105M

Figura VI-5. Esquema del arreglo experimental para la sintesis de CQDots a
partir de aminodcidos en medio ligeramente dcido (H,SO, 1,0x10° M).

Es importante resaltar que el método propuesto tiene la ventaja de

poder modificar ciertas variables de sintesis, tales como el medio de reaccién

182



Tesis Dctoral - Montemerlo Antonella

y el potencial aplicado, de manera de modular las caracteristicas finales del

material resultante.

VI1.2.3. Sintesis del nanohibrido GEQE-CQDots

La sintesis del nanohibrido se realiz6 a través de la mezcla de GEQE y
CQDots, sintetizados en condiciones &ptimas, suficiente agua para completar
1,00 mL de dispersién y posterior sonicado durante un determinado tiempo. Se
utiliz6 una sonda ultrasénica marca Sonics Materials vibra-cell con una
potencia del 50%, a fin de producir la intercalacién de los CQDots entre las
laminas de grafeno, de manera tal de funcionalizar dicha nanoestructura y

producir una dispersién con mayor reactividad y estabilidad.

VI.2.4. Caracterizacion de las nanoestructuras

VI.2.4.1. Caracterizacion electroquimica

Las propiedades electrocataliticas de los diferentes materiales obtenidos
fueron evaluadas depositando 20 uL de las dispersiones conteniendo las
nanoestructuras en  estudio sobre  GCE, mediante  experimentos
voltamperométricos, amperométricos y de espectroscopia de impedancia
electroquimica, utilizando una celda convencional de tres electrodos, la cual

fue descripta en el capitulo Il

VI.2.4.2. Caracterizacion morfologica y espectroscopica

A fin de evaluar la morfologia y grupos funcionales de las estructuras
sintetizadas, se realizaron diversos ensayos inmovilizando las diferentes
dispersiones en una pastilla de seleniuro de zinc o portaobjetos de vidrio para
el andlisis por FT-IR y Raman, respectivamente. Se utilizaron cubetas de cuarzo
de 1 mm y 1 cm de paso Optico para realizar las caracterizaciones por UV-
Visible y la evaluacién del tamafio de particula por DLS, respectivamente. Para
realizar el analisis termogravimétrico de las muestras se utilizaron recipientes

de aluminio.
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VI-3. Resultados y discusion
VI.3.1. Caracterizacion de GEQE

VI.3.1.1. Evaluacion de la estructura de GEQE mediante Raman

Como se mencion6 en capitulos anteriores, la espectroscopia Raman es
una herramienta muy Gtil a la hora de elucidar las caracteristicas estructurales
de los materiales de carbono, en cuanto a la presencia de defectos y de
grupos oxigenados que rompan con la conjugacién aromatica o estructura sp2
Ademas, de las bandas D y G, descriptas en el capitulo IV, en algunas
ocasiones, dependiendo de la longitud de onda con la que se irradia la
muestra, se puede observar una tercera banda centrada alrededor de los 2700
cm?, llamada 2D que es un sobretono de la banda D y se relaciona con el

ordenamiento de estructuras en multicapas.

En la figura VI-6 se presentan los espectros obtenidos para 6xido de
grafeno (GrO) (=), el precursor de las sintesis (grafito comercial) (=) y los
materiales resultantes de la exfoliacion de las barras de grafito en los
diferentes medios estudiados: GEQE(H.,SO,) (=), GEQE(H,SO,/HNO;) (—),
GEQE(Na,SO,) (=) y GEQE(Na,SO,/NaOH) (—).

Es bien conocido que el grafito esta constituido por laminas de carbono
apiladas con un alto grado de ordenamiento, por lo que el espectro obtenido
de dicha estructura presenta una banda G aguda y bien definida, acompafiada
de pequeiia sefial relacionada con la banda D, que puede ser explicada si se
tiene en cuenta el proceso de sonicado empleado para la formaciéon de la
dispersion de grafito en agua. En el extremo opuesto se encuentra el 6xido de
grafeno comercial, donde la banda D y G poseen intensidades similares y
sumamente ensanchadas, lo que da cuenta de una estructura con una gran
densidad de defectos y pobre densidad de dominios sp®. Todas las estructuras
sintetizadas se encuentran en una situacion intermedia y presentan bandas
alrededor de los 1350 cm’, propias del proceso de sintesis que induce la
ruptura de las laminas de grafeno e introduce defectos oxigenados en la
estructura debido al medio empleado, el cual posee capacidad oxidante, y al

proceso de ultracavitaciéon proporcionado por el ultrasonido.
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Figura VI-6. Espectros Raman obtenidos para grafito comercial (=), oxido de grafeno (=),
GEQE(H,SO,) (=), GEQE(H.SO,HNO;) (), GEQE(Na,SO,) (=) y GEQENa,SO,/NaOH) (=)

En la figura VI-7 se presentan las relaciones entre las intensidades de
las bandas D y G. Puede notarse que GrO, la estructura con el mayor grado
de defectos, presenta una relacion ip/ig cercana a 1, en el extremo opuesto se
encuentra la estructura mas conservada, el grafito, con una relacién en las
intensidades de las bandas de 0,0997. De manera general, una relaciéon mas
grande indica un mayor nUmero de defectos [53]. Dentro de los
nanomateriales sintetizados, los producidos utilizando medios tales como
H,SO, y Na,S0O,, son los que presentan laminas de grafeno mas pristinas con
una menor cantidad de defectos, por lo tanto una menor relacién Ip/l;, esto
daria indicios de que dichos nanomateriales serian los mas prometedores para

el futuro empleo en el desarrollo de sensores electroquimicos.
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Figura VI-7. Relacion de bandas D y G (ID/IG) obtenidas mediante experimentos
Raman como los de la figura VI-6 para oxido de grafeno, grafito y los
nanomateriales sintetizados en diferentes medios.

Un analisis detallado de las bandas presentes en los diferentes
espectros Raman obtenidos se presenta en la tabla VI-1. En comparaciéon con
el espectro de grafito, se observa que los productos de sintesis presentan
ligeros corrimientos en la posicién de la banda G hacia nimeros de onda
mayores, lo que corrobora que el proceso de sintesis introduce defectos en la
nanoestructura. Como fue mencionado en el capitulo IV, el ancho de %2 pico
de las bandas D y G, aumentan con el aumento del desorden. Este parametro
no sufre grandes modificaciones cuando la sintesis se lleva a cabo utilizando
H,SO, y Na,SO, lo que indicaria que en dichos medios se generan estructuras

mas ordenadas con menor grado de defectos.

La posiciéon de la banda 2D se correlaciona con el niumero de laminas
de grafeno presentes en el nanomaterial. Dicha banda se corre a namero de
onda menor cuando el nimero de capas es menor [54]. De esta manera, se
puede inferir que la sintesis llevada a cabo en H,SO, y en la mezcla de
Na,SO,/NaOH, produce una mejor exfoliacion del grafito, dando como

resultado materiales de dimensiones menores. Datos bibliograficos indican que

186



Tesis Dctoral - Montemerlo Antonella

en el grafeno de capa simple, se observa que la banda 2D es un solo pico
simétrico con un ancho de % pico de ~ 30 cm? [55]. Cuando el numero de
[aminas aumenta, dicha banda se ensancha y se desdobla en nuevas bandas
perdiendo la simetria que la caracteriza, de esta manera se concluye que
todas las estructuras sintetizadas poseen mdltiples capas y confirma el exitoso
proceso de exfoliaciéon electroquimica, ya que dicho parametro disminuye
cuando se lo compara con el valor obtenido para el grafito que es el

precursor de las sintesis.

Tabla VI-1. Comparacion de los pardmetros de las bandas D, G y 2D de los
espectros Raman obtenidos para las distintas muestras de GEQE sintetizadas

Posicion Ancho de % pico
/1,
Banda b/l (cm?) (cm™)

D 1352 43

Grafito G 0,099 1579 17

2D 2725 78

D 1351 54

GEQE (H,S0,) G 0373 1579 31
2D 2699 74

GEQE v 0ss9 137 s
(H:50,/HNO3) 2D 2712 76
D 1355 43

GEQE Na,S0,) G 0273 se1 2
2D 2712 76

wor 0 w1 s
Na;SOy/NaOH) 5 2690 75

A pesar de la gran cantidad de informacién que brinda la
espectroscopia Raman, es importante resaltar que la técnica no es capaz de
dilucidar la naturaleza de los defectos que rompen con la conjugaciéon =, los
cuales pueden clasificarse en dos grupos: defectos oxigenados (epdxidos,
carboxilicos, hidroxilos, cetonas, etc) o defectos por vacancia, lo que sugiere
la presencia de huecos en las laminas, tal como se puede apreciar en la
figura VI-8. Consecuentemente, es necesario utilizar otras técnicas a fin de
conocer mas acerca del tipo de defectos presentes en los nanomateriales

sintetizados.
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Defectos oxigenados Defectos por vacancias

Figura VI-8. Naturaleza de los defectos presentes en las estructuras de las
ldminas grafiticas.

VI.3.1.2. Evaluacion de la estabilidad térmica de GEQE

A fin de obtener mas informacién acerca del tipo de defectos presentes
en las estructuras se realizé un analisis termogravimétrico de las muestras, el
cual se muestra en la figura VI-9.A. Puede notarse que, junto con el grafito,
las sintesis realizadas utilizando como medio de exfoliacién Na,SO, y la
mezcla Na,SO,/NaOH son las mas estables térmicamente, presumiblemente
debido a que no son medios fuertemente oxidantes y en consecuencia no
introducen una gran cantidad de defectos oxigenados en la estructura. De esta
manera, es factible pensar que estas estructuras presentan en su mayoria

defectos por vacancias en lugar de defectos oxigenados.

En las figuras VI-9.B y VI-9.C se representan los porcentajes de pérdida
de masa de cada muestra para diferentes intervalos de temperatura. El
porcentaje de disminucion de masa que se produce antes de los 150 °C, es el
resultado de la pérdida de humedad retenida en las estructuras de carbono
[56]. Sobrepasada esta temperatura, la pérdida de masa se debe a la escisién
de los grupos carboxilicos, en forma de diéxido de carbono, que son los
grupos oxigenados mas labiles [57,58] y se encuentran en los bordes de las
[aminas grafiticas, tal como se mostré en la figura VI-8. Por dltimo, la pérdida
de masa a temperaturas por encima de los 300 °C se debe a la pérdida de
los grupos oxigenados que existen en el plano basal de las laminas de
grafeno, tales como hidroxilos y epdxidos. De acuerdo a lo expuesto, se puede
decir, de manera general, que la metodologia de sintesis no introduce una
cantidad significativa de defectos oxigenados en el plano basal de las

estructuras de carbono obtenidas, en tanto que las estructuras sintetizadas en
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medios tales como H,SO, y la mezcla de H,SO,/HNO; poseen una mayor
cantidad de defectos de borde o grupos carboxilicos, los cuales no afectan de
manera significativa la conductividad del material resultante ya que no rompen

la estructura aromatica.
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Figura VI-9. (A) Experimentos termogravimétricos obtenidos para las diferentes muestras
sintetizadas, (B) % de pérdida de masa en el intervalo de temperatura 150-300 C y (C)
% de pérdida de masa en el intervalo de temperatura 300-500 °C.

VI.3.1.3. Evaluacion de la respuesta electroquimica de GEQE

Se emplearon diferentes técnicas electroquimicas y analitos modelo para
evaluar las bondades electroquimicas de GEQE sintetizado en diferentes

medios.
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Zen y colaboradores [59], determinaron que el mecanismo por el cual
se produce la descarga de analitos como AA se ve facilitada cuando en la
superficie de las estructuras de carbono existen grupos oxigenados del tipo
carboxilicos (figura VI-10.B), los cuales interaccionan con &acido ascérbico (AA)
mediante la formacién de enlace puente hidréogeno y lo acercan a la
superficie, faciltando de esta manera la transferencia electrénica. Los
resultados obtenidos por voltamperometria ciclica utilizando una solucién de
AA 1,0x10° M se resumen en la figura VI-10.A. En dicha figura se puede notar
que los menores sobrepotenciales para la oxidacién de AA y la corrientes mas
altas para dicho proceso se obtienen cuando los electrodos son modificados
con GEQE (H,SO,) y GEQE (Na,SO,), este hecho puede explicarse teniendo en
cuenta que el analito en cuestion se descarga preferentemente sobre la

estructura sp? de las laminas grafiticas.
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Figura VI-10. (A) Corriente y potencial de pico para la oxidacion de AA obtenido por
voltamperometria ciclica sobre GCE/GEQEs y (B) mecanismo de descarga de AA

sobre las ldminas grafiticas (tomada de referencia [59].

Este resultado es congruente con los obtenidos tanto, por
espectroscopia Raman como por TGA, donde se determind que GEQE

sintetizado en 4cido sulfarico como agente intercalador posee la estructura sp?
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mas conservada y la mayor cantidad de grupos oxigenados de borde. Si bien
GEQE sintetizado en la mezcla de acidos (H,SO,/HNO;) también presenta un
gran numero de grupos carboxilicos, se determindé por espectroscopia Raman
como una de las estructuras con mayor grado de defectos. Estos experimentos
electroquimicos sugieren que la sintesis en dicho medio promueve la formacion
de huecos en la lamina de grafeno que rompen con la conjugacién aromatica

y consecuentemente con la conductividad electrica.

Se realizaron experimentos amperométricos a -0,100 V para agregados
sucesivos de H,0, 1,0x10° M, con la finalidad de poner de manifiesto posibles
defectos en el plano basal de las laminas grafiticas sintetizadas. A modo de
resumen, se presentan en la figura VI-11 las sensibilidades obtenidas para

dichos experimentos.

Algunos estudios sugieren que el paso determinante de la velocidad
para el proceso de reducciéon de H,0, es la ruptura del enlace O-O, dicho
procesos se ve favorecido o estabilizado por la interaccién con estructuras de
carbono mas conservadas [60], es decir que H,0, preferentemente se
descarga sobre la estructura sp?° de las ldminas de grafeno.
Consecuentemente, se puede concluir que GEQE sintetizado en H,SO, es la
nanoestructura de carbono con la configuracién aromatica mas conservada, ya
que exhibe las mayores sensibilidades hacia la reduccién del analito empleado
para el analisis. Por otro lado, se pudo corroborar que la exfoliacién llevada a
cabo en la mezcla de H,SO, y HNO; promueve la formacién de defectos por
vacancia en la estructura carbondcea, hecho que se refleja en la baja

sensibilidad obtenida para peréxido de hidrégeno.
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Figura VI-11. Sensibilidades obtenidas para agregados sucesivos de H,O, 1,0 x 10° M
a -0,100 V sobre GCE modificado con las diferentes nanoestructuras sintetizadas.

Por dltimo, se realiz6 un andlisis mediante espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIE) utilizando como sonda redox la cupla
hidroquinona-benzoquinona, la cual proporciona evidencias del bloqueo
superficial de los electrodos. Los datos obtenidos fueron ajustados empleando
un circuito de Randles, que fue descripto en el capitulo Il y se muestra en el
inset de la figura VI-12, la cual resume las resistencias a la transferencia de

carga obtenidas para cada uno de los materiales sintetizados.

Puede notarse, que todas las nanoestructuras sintetizadas, exhiben
resistencias a la trasferencia de carga inferiores a las que presenta el
precursor utilizado para generar los diferentes GEQE, siendo ligeramente menor
para el nanomaterial sintetizado por exfoliacion en H,SO,, posiblemente debido
a que dicha estructura es la que presenta la menor densidad de defectos, con
su configuracién n mas conservada y a que la naturaleza aromatica del
analito en cuestion interactia favorablemente con las laminas grafiticas,

favoreciendo la transferencia de carga.
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Figura VI-12. Resistencia a la transferencia de carga para la cupla hidroguinona-
benzoguinona para las diferentes estructuras sintetizadas. Obtenidas mediante EIS
aplicando un potencial de 0,050 V.

De acuerdo a todo lo expuesto, la sintesis de GEQE realizada utilizando
H,SO, como medio de exfoliacibn se determind como el material mas
promisorio para ser empleado en el desarrollo de sensores electroquimicos y
consecuentemente es el que se empleara para la generacién de nuevos

nanomateriales hibridos en un futuro.

VI.3.2. Caracterizacion de CQDots

VI.3.2.1. Propiedades opticas de CQDots, analisis UV-Visible

La primera evidencia de la formacién de los CQDots es el cambio de
color de la solucién, tal como fue mencionado en la seccion VI-2.2. Se
realizaron estudios por espectroscopia UV-Visible para poner de manifiesto las
transiciones electréonicas que dan cuenta de la formaciéon de enlaces C=C que
conforman la estructura de las nanoparticulas de carbono. En la figura VI-13
se muestran comparativamente los espectros obtenidos para una solucién de

L-arginina (L-Arg), precursor de la sintesis y el producto obtenido.

El espectro de L-Arg no presenta bandas asociadas a transiciones

electronicas en el UV-Visible en el intervalo de longitudes de onda analizadas.
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En contraposiciéon, en el espectro de los CQDots aparecen dos bandas de
absorcién en la regién ultravioleta, a los 304 nm, relacionada con las
transiciones electrénicas n—n*, asociada al doble enlace C=C de la estructura
aromatica de la nanoparticula y a los 368 nm, que se asocia con las
transiciones n—n* de los grupos C=0 y C=N presentes en la estructura debido

a los grupos funcionales que posee el aminoacido utilizado en la sintesis.
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Figura VI-13. Espectros UV-Visible para una solucion de L-arginina (==) y para la solucion
resultante de la sintesis (=).

En general, los materiales carbonaceos con estructuras aromaticas
conservadas presentan las bandas correspondientes a los enlaces C=C y C=0
alrededor de los 250-280 nm y 320-340 nm respectivamente. Numerosos
autores reportaron que el dopaje de las laminas de grafeno con atomos de
nitrégeno producen un corrimiento de las bandas de absorcion a longitudes
de onda mayores y también disminuyen notablemente la intensidad de las

mismas, ya que los grupos amino podrian comportarse Como auxocromos
(61,62].

VI.3.2.2. Andlisis de la estructura quimica de las particulas

sintetizadas mediante FT-IR

La formacién de los enlaces que conforman la nueva estructura de
carbono sintetizada se analizd6 mediante espectroscopia infrarroja y los

resultados obtenidos se muestran en la figura VI-14. El espectro de arginina
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presenta bandas caracteristicas asociadas a los grupos funcionales que posee
su estructura quimica. Las bandas alrededor de 3338 cm® y 3150 cm®
corresponden a la vibracion de estiramiento de los enlace O-H y N-H
respectivamente [63]. Entre 2948 cm™ y 2874 cm aparece la vibracién de los
enlaces C-H correspondientes a las cadenas alifaticas [64]. La banda
correspondiente al estiramiento del enlace C-N se encuentra a 1401 cm™ [62].
Finalmente, el espectro de L-arginina presenta una banda a 1653 cm®

correspondiente al estiramiento del enlace N-H [65].
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Figura VI-14. Espectros FT-IR de L-Arginina (==) y CQDots (==).

El espectro de las CQDot presenta las mismas bandas mencionadas con
anterioridad para el espectro del precursor, pero las intensidades relativas de
las bandas difieren significativamente. Por ejemplo, se puede observar cémo la
intensidad relativa de la vibracién de las cadenas alifaticas disminuye en
comparaciéon con la banda vibracional de los enlaces O-H y N-H, lo que daria
indicios de la formaciéon de la estructura aromatica y la reducciéon de las
cadenas alifaticas. La evidencia mas contundente de la formacién de los
CQDots, es la apariciéon de una nueva banda a 1542 cm?, consistente con el
estiramiento del doble enlace C=C [65,66] que sélo estd presente en las

nanoparticulas sintetizadas.
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VI.3.2.3. Anadlisis del tamaino de CQDots por DLS

El radio hidrodindmico de las particulas sintetizadas se determiné
mediante DLS. El histograma obtenido con la distribucion de los diametros de
las particulas sintetizadas se muestra en la figura VI-15. En el mismo puede
observarse una poblacién con tamafio promedio de (4 * 1) nm, estos
resultados corroboran la formacién de los nanodots a partir de la
polimerizacién y posterior carbonizacién de L-Arg. Tal como fue mencionado
en la introduccién, este tipo de materiales a escala nanométrica deberian
exhibir propiedades diferentes a la de los materiales de dimensiones micro y
macroscopicas. Las caracteristicas electroquimicas de las mismas se presentan

en la siguiente seccién.
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Figura VI-15. Histograma de distribucion de tamario de los CQDots
sintetizadas obtenidos mediante experimentos DLS

VI.3.2.4. Propiedades electroquimicas de CQDots sintetizadas

A fin de conocer las propiedades electroquimicas de las particulas
sintetizadas, se realizaron voltamperogramas ciclicos sobre electrodos de
carbono vitreo modificados con los CQDots para una variedad de analitos de

diferente naturaleza y con distintas cargas.

Los voltamperogramas obtenidos para soluciones de Ks[Fe(CN)gl-
KyFe(CN)g] 1,0x10° M, AA 1,0x10° M, DA 1,0x10° M, H,0, 5,0x10°% M e
hidroquinona-benzoquinona 1,0x103 M, preparadas en buffer fosfato pH 7,40
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sobre electrodos de carbono vitreo (=) y sobre GCE modificado con CQDots

(—) se presentan en la figura VI-16.
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Figura VI-16. Voltamperogramas ciclicos sobre GCE (=) y GCE/CQDots (=) para soluciones
de KfFe(CN)yJ-K JFe(CN)y] 1,0x10°M (A), AA 1,0x10°M (B), DA 1.0x10°M (C), H.0, 50x10°M
(D) e hidroquinona-benzoquinona 1,0x10°M (E). Velocidad de barrido 0,100 V/s.
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El comportamiento observado para todas las cuplas analizadas puede
explicarse sobre la base del analisis de la carga superficial que aporta CQDots
a la superficie electrédica modificada. Es de suponer que debido a su
composicion CQDots presentan densidad de carga positiva, debido a los

grupos amino provistos por el aminoacido precursor de la sintesis.

Tanto AA (pKa 4,10) como ferri-ferrocianuro de potasio, (figuras VI-16.A
y VI-16B) poseen carga negativa al pH de trabajo y puede notarse que, en
ambos casos, los potenciales requeridos para producir la oxido-reduccién de
los mismos son notablemente menores sobre GCE/CQDots que sobre GCE.
Esto da cuenta de la carga positiva que presentan los CQDots sintetizados
debido a los grupos aminados superficiales propios del precursor empleado
para la sintesis, consecuentemente la interaccién electrostatica que se produce

por poseer cargas opuestas facilita la descarga y la transferencia electrénica.

Los experimentos realizados utilizando un analito con carga positiva al
pH de trabajo, tal como dopamina (pKa 8,93) presentaron un comportamiento
totalmente opuesto, es decir que los potenciales requeridos para producir la
oxido-reduccién de la catecolamina fueron mayores (Ver figura VI-16.C), este
hecho confirma que los nanodots de carbono sintetizados poseen carga
superficial positiva, lo que produce una repulsiéon electrostatica con analitos
como la DA que dificulta la transferencia electrénica, haciendo que los
sobrepontenciales requeridos para la 6xido-reduccién sean mayores,
consecuentemente la sonda redox presenta un comportamiento mas

irreversible.

En el caso de analitos neutros al pH de trabajo, tales como H,0,
5,0x10% M e hidroquinona-benzoquinona 1,0x10° M los cuales se muestran en
las figura VI-16.D y VI-16E, el comportamiento electroquimico observado es
muy diverso, debido a que el mismo se encuentra intimamente relacionado
con la forma en la que se produce la descarga ya que no existen
interacciones electrostaticas como en los casos anteriores. Puede notarse que
la oxidacién de perdéxido de hidrégeno se ve favorecida por la presencia de
las nanoparticulas en la superficie de los electrodos, posiblemente, debido a
que las laminas grafiticas que componen los CQDots facilitan el proceso de

oxido-reduccién de dicho analito ya que, como fue mencionado con
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anterioridad, el H,O, se descarga preferentemente sobre la estructura sp? [60].
Por el contrario, para que se produzca la éxido-reducciéon de la sonda redox
hidroquinona-benzoquinona se requieren mayores sobrepotenciales en
comparacion a los encontrados para GCE. De manera general, este tipo de
analitos se utiliza como marcador para evaluar el bloqueo superficial de los
electrodos, con lo cual se puede mencionar que la presencia de CQDots
dificulta la interaccion de la sonda redox con la superficie y consecuentemente
los sobrepotenciales requeridos son mayores a los obtenidos para la superficie
de GCE sin modificar [67].

VI.3.3. Caracterizacion electroquimica del hibrido GEQE-CQDots

El hibrido generado por la mezcla de GEQE obtenido en &ptimas
condiciones 'y las CQDots fue caracterizado mediante experimentos
voltamperométricos para analitos de diversa naturaleza. En la figura VI-17 se
presentan comparativamente los voltamperogramas obtenidos para electrodos
de carbono vitreo modificados con GEQE (=), CQDots (=) y el hibrido GEQE-
CQDots (=), para soluciones de DA 1,0x10°M (A) y AA 1,0x10°M (B)

respectivamente.
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Figura VI-17. Voltamperogramas ciclicos sobre GCE/CQDots (=), GCE/GEQE (—) y
GCE/GEQE-CQDots (=) para soluciones de DA 1,0x10°M (A) y AA 1,0x10°M (B).
Velocidad de barrido 0,100 V/5.
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Para el caso de DA, puede notarse un marcado efecto electrocatalitico
para la o6xido-reduccién del analito sobre GCE/GEQE-CQDots en comparacion
con la respuesta obtenida para GCE/CQDots, lo que da cuenta de que el
hibrido es capaz de revertir el efecto de repulsion de cargas entre CQDots y
DA, como se vio en la seccién VI-3.24. Por otra parte, GCE/GEQE-CQDots
también demuestra propiedades electrocataliticas mejoradas para la descarga
de AA, tal como fue presentado en la seccién VI-3.1.3 y seccién VI-3.2.4,
ambos componentes del hibrido mejoran la respuesta electroquimica para la

oxidaciéon de dicho analito.

Tabla VI-2. Pardmetros voltamperométricos de AA 1,0x10°M y DA 1,0x10°M sobre las
diferentes plataformas.

AA DA
Plataforma Epa (MV) iy (WA) Ea (MV)  Ec (MV) iy (WA e (WA)
GCE 224 23 166 109 42 14
GCE/CQDots 151 22 337 72 21 6
GCE/GEQE 237 18 192 121 48 28
GCE/GEQE-CQDots 79 122 251 126 115 79

Otro aspecto importante de destacar es que, las corrientes de &xido-
reduccién de ambos analitos sobre GCE/GEQE-CQDots son sustancialmente
mayores que las observadas cuando los electrodos son modificados con los
componentes que lo conforman de manera individual, lo que da cuenta de un
gran aumento del &area superficial de los electrodos (tabla VI-2). Existe un
marcado efecto sinérgico de GEQE-CQDots, que puede ser explicado si se
tiene en cuenta que el proceso de ultrasonido utilizado para la sintesis del
hibrido promueve la intercalacién de los nanodots entre las laminas grafiticas
de GEQE lo que produce una mayor exfoliacion de las mismas, dando como
resultado una mayor area superficial expuesta a la solucién vy
consecuentemente, una mayor respuesta en corriente cuando los electrodos
son modificados con GEQE-CQDots.
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VI-4. Conclusiones parciales

En este capitulo se presentaron protocolos electroquimicos sumamente
sencillos, verdes y econdmicos para la fabricacién de dos nuevos
nanomateriales de carbono. Una metodologia top down fue empleada para la
sintesis de grafeno electroquimicamente expandido, mientras que los Carbon
Quantum Dots se sintetizaron mediante una metodologia bottom up utilizando
L-arginina como precursor. En ambos casos, la formacién de las

nanoestructuras fue promovida por la aplicacién de altos sobrepotenciales.

Los diversos GEQE sintetizados fueron caracterizados mediante
experimentos Raman y TGA, y se logré corroborar la cantidad y la naturaleza
de los defectos presentes en las estructuras, siendo GEQE (H,SO, el que
presentd laminas grafiticas mas conservadas con la mayor cantidad de grupos
oxigenados en los bordes de las mismas, los cuales no afectan de manera
significativa la conductividad eléctrica y pueden ser empleados para mejorar la

respuesta de diferentes analitos sobre GCE.

Las bondades electroquimicas de los distintos GEQE se determinaron
por voltamperometria ciclica, amperometria y espectroscopia de impedancia
electroquimica utilizando diferentes analitos. En todos los casos, GEQE (H,SO,)
presentdé los menores sobrepotenciales de o&xido-reduccién, las mejores
repuestas en corriente y las menores resistencias a la transferencia de carga,
con lo cual se concluyé que GEQE sintetizado en H,SO, 0,50 M es el que
presentd las caracteristicas mas promisorias para ser empleada en el

desarrollo de nuevas plataformas sensoras.

Se estudiaron diversas metodologias eletroquimicas para la sintesis de
CQDots y la formaciéon de la estructura se puso de manifiesto de manera
fehaciente mediante UV-Visible y FT-IR. Mediante experimentos DLS se
determiné un tamafio de particulas homogéneo, lo que da cuenta de una

metodologia de sintesis muy controlada.

Experimentos voltamperométricos para analitos neutros, cargados
negativa y positivamente, verificaron la presencia de grupos nitrogenados
remanentes en la superficie de los CQDots, propios del precursor empleado en

la sintesis, que dotan a los mismos de carga superficial positiva.
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Los puntos cuanticos sintetizados poseen atractivas posibilidades para
ser empleados en el desarrollo de nuevos nanomateriales hibridos que

posibiliten y mejoren la detecciéon de diversos analitos.

La mezcla de las dos nanoestructuras de carbono sintetizadas mediante
efecto ultrasénico generé un nuevo nanomaterial hibrido con propiedades
renovadas. Por un lado, GEQE posee una estructura sp? bastante conservada
capaz de mejorar el comportamiento electroquimico de la plataforma resultante
y, por otra parte, CQDots mejoran la dispersabilidad de GEQE, dando como
resultado un material menos hidrofébico que presenta un marcado efecto

sinérgico para la 6xido-reduccion de diferentes analitos.

La combinacién de GEQE y CQDots dio como resultado un material que
posee caracteristicas sumamente promisorias para el futuro empleo en la

construccién de nuevos sensores electroquimicos.
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VII-1.Introduccion

En las practicas modernas de producciéon de cultivos, los herbicidas han
sido una herramienta revolucionaria para el manejo de malezas. Su uso en
todo el mundo ha aumentado exponencialmente porque proporcionan una
forma facil, eficiente y rentable de controlar las malezas en comparacién con
los métodos alternativos que han reemplazado. Ademdas, su naturaleza no
invasiva para los cultivos y su accién de amplio espectro para todas las
variedades de malezas, ayuda a aumentar el valor de la produccién total de

cultivos [1,2].

Cada afio, se producen millones de toneladas de plaguicidas para fines
agricolas [3]. Debido a esta alta demanda, existe un riesgo toxicolégico que
impacta fuertemente en la salud humana [4] y en los ecosistemas [5]. Los
plaguicidas pueden ser clasificados de diversas maneras: seglin su estructura
quimica (organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, entre
otros), segin el riesgo toxicolégico asociado (extremadamente alto,
moderadamente o levemente peligroso) o segln la persistencia (permanente,
persistente, moderadamente persistente y no persistente). La clasificacion més
comdn es quizds, segln el uso o tipo de plaga objetivo (insecticidas,
herbicidas y fungicidas) [4,6]. Los plaguicidas se aplican principalmente
mediante pulverizacion directa sobre las plantas o el suelo. Por lo tanto,
también pueden llegar a otros compartimentos ambientales, como la
atmésfera, la superficie y las masas de agua [7], ya sea por escorrentia
superficial o al agua subterranea por lixiviacion a través del suelo. Las lluvias
intensas o los procesos de riego extensivos pueden agravar ain mas la
lixiviacion de contaminantes al agua subterrdnea [8,9], donde pueden ser

absorbidos por la biota acuética y terrestre (Figura VII-1) [10-12].

Actualmente, es muy complicado reducir el uso de plaguicidas y la
implementacién de estrategias de mitigacién [13]. La determinacién rapida y el
seguimiento continuo, tanto de los plaguicidas como de sus metabolitos, es un
punto de suma importancia para garantizar el respeto de los limites
legales, para asegurar la salud de la poblacién que estd en contacto con

alimentos contaminados y de los propios agricultores [14].
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Figura VII-1. Distribucion y movilidad de plaguicidas en el ambiente.

El glifosato (Gly) o N-(fosfonometil)glicina, (Figura VII-2) pertenece al
grupo de las glicinas sustituidas, que constituyen el ingrediente activo de
varios herbicidas organofosforados [15]. Gly es un herbicida no selectivo
ampliamente utilizado en todo el mundo para controlar las malezas [16]. El
glifosato detiene la biosintesis de aminoacidos en las plantas mediante la
inhibicién de las enzimas 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa o 3-desoxi-D-
arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa, en la via del shikimato, que es un
precursor de los aminodcidos aromaticos, en (ltima instancia hormonas,
vitaminas y otros metabolitos importantes para las plantas [17]. Durante
muchos afios, se ha creido que el glifosato es seguro para organismos no
objetivo, si se tiene en cuenta el periodo de seguridad porque por un lado,
las células animales carecen de la via del shikimato, y por otra parte, deberia
degradarse rapidamente, aproximadamente en dos semanas, en el
ecosistema. Sin embargo, la via del shikimato esta presente en muchos
microbios, lo que complica el reconocimiento de los riesgos asociados en los
agroecosistemas y por otro lado, se ha informado que el glifosato y sus
productos de degradacién, persisten en los ecosistemas incluso durante afios
[18]. El glifosato ademas de utilizarse en entornos agricolas, es empleado en
silvicultura, entornos urbanos y huertos familiares, y durante las ultimas

décadas, se han convertido en uno de los herbicidas mas utilizados a nivel
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mundial  [19,20] y también es uno de los agroquimicos  mas

controvertidos [21].

O
Ho\g/\n ﬁ\!il —OH
OH
Figura VII-2. Estructura quimica de glifosato.

El glifosato, con nombre comercial comin: “Roundup”, tiene las ventajas
de bajo costo, alta eficiencia y amplio espectro [22]. En la agricultura industrial
moderna, el éxito comercial de este herbicida se ha mejorado drasticamente
con la introduccién de cultivos transgénicos [23]. La adopcién de cultivos
tolerantes al glifosato ha sido muy rapida y el uso global de glifosato se ha
multiplicado por 15 desde 1996 [24]. Ademés, durante mads de una década,
con la aparicién generalizada de un numero masivo de “super’ malezas
resistentes a Gly por su uso intensivo, la concentraciéon y frecuencia de su
aplicacién ha ido en aumento [25]. Como resultado, el uso mundial de
Roundup por volumen continGa aumentando a un ritmo constante [2]. Como
consecuencia, sus residuos o metabolitos se han encontrado en el 45% de la
capa superior del suelo recolectada en once paises y seis sistemas de cultivo
[26].

El uso creciente y generalizado de Gly, ha generado una gran
preocupacién por el impacto de la contaminacién medioambiental en la salud
humana y animal. La exposicién a Gly de humanos y animales puede ocurrir a
través de varias vias, como alimentos y agua potable, contacto con la piel o
por inhalacién [27]. Los mamiferos metabolizan solo una pequefia cantidad de
Gly, mientras que la mayor parte se excreta sin modificar por la orina, en la
que se han detectado residuos de Gly tanto en humanos, como en animales
tales como ratas, vacas, conejos, perros y gatos [27-29]. El posible riesgo
asociado con la exposicion a Gly para la salud humana y animal, es objeto de
un intenso debate pUblico por su posible accién cancerigena, ademas de los
posibles efectos adversos sobre los sistemas nervioso, digestivo, enddcrino y
reproductivo [30,31]. Sin embargo, los resultados de los estudios /in vitro e in

vivo son contradictorios y varios autores concluyeron que Gly es seguro a
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niveles por debajo de los limites reglamentarios permisibles [32,33]. Por otro
lado, numerosos estudios sefialan que los herbicidas a base de glifosato son
disruptores endécrinos. Se ha informado que inhiben la actividad de la
aromatasa y la transcripcion en células humanas a niveles tan bajos como 10
ppm, muy por debajo del nivel sin efectos adversos informado de 50 ppm
[34,35]. Gly puede inducir una intoxicaciéon aguda y causar dafio hepatico,
renal y cardiovascular, lo que puede poner en peligro la vida de los seres
humanos. AGn en concentraciones minimas, el glifosato tiene toxicidad a largo
plazo y efectos cronicos adversos [36]. También, se reporté que puede
interactuar activamente con otros compuestos organicos, provocando una
contaminacién persistente en alimentos y cereales [37,38]. En consecuencia,
diferentes autoridades reguladoras debaten acaloradamente los efectos de Gly
en nuestros ecosistemas. La Agencia Internacional para la Investigacion del
Céancer (IRCA) en 2015, ha clasificado al glifosato como “probablemente
cancerigeno para los seres humanos”, lo que ha generado serios problemas de
seguridad [39]. Por lo tanto, la determinacién del comportamiento ambiental de
glifosato en el medio ambiente tiene implicaciones cientificas, politicas vy
econémicas a nivel mundial [40,41] y a fin de evitar riesgos para la salud, es
fundamental desarrollar una técnica de deteccién de glifosato rapida y

conveniente.

El método oficial de la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos para detectar glifosato en el agua, implica el uso de cromatografia
liguida acoplada a detectores de fluorescencia [7]. Aunque la cromatografia es
una técnica muy eficiente, es muy costosa, requiere mucho tiempo y solo
proporciona datos del momento en que se realizd6 el muestreo. Las fuentes de
agua son entornos muy dinamicos y las columnas de contaminacién pueden
moverse de un lugar a otro a velocidades relativamente rapidas, especialmente
en aguas superficiales. Esto hace que las técnicas de muestreo actuales sean
ineficaces y el agua potencialmente peligrosa pueda llegar a los
consumidores. Las mediciones continuas y automaticas /n situ pueden dar una
respuesta a este problema y pueden proporcionar una imagen mas completa

de la situacion real en el campo [9].

Se han informado numerosas metodologias analiticas para la

determinacion de Gly, como cromatografia, electroforesis capilar vy
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espectrometria [42,43]. Estos métodos a menudo requieren varios pasos de
preparacion de muestras, incluidos los procedimientos de extraccién y
limpieza. Ademas, requiere personal altamente calificado y en algunos casos
generan una gran cantidad de residuos que contienen solventes organicos, lo
que hace que el procedimiento sea mas complicado y costoso [15]. Por lo
tanto, es crucial la disponibilidad de un método para detectar Gly que

contemple estas dificultades.

En los dltimos afios, debido a caracteristicas relevantes como la
simplicidad, sensibilidad y selectividad, costo relativamente bajo, facil
operacién, potencial de miniaturizacion y automatizacién para fines de
deteccién rapida y en el lugar del muestreo, los sensores electroquimicos se
han convertido en métodos analiticos muy interesantes. Ademas de estas
ventajas, el advenimiento de la nanotecnologia, ha contribuido al desarrollo de
sensores electroquimicos con muy interesantes caracteristicas analiticas
[15,44,45].

El principal desafio en la detecciéon electroquimica de glifosato es su
escasa electroactividad en una ventana de potencial accesible utilizando
electrodos y medios convencionales [46]. Debido a esto, es dificil realizar la
deteccion electroquimica de Gly sin modificacion de los electrodos [47]. En
este sentido, a lo largo de los afios, se han evaluado y aplicado diferentes
métodos para lograr este objetivo, como la inmovilizacién de anticuerpos o
enzimas, que tienen cierta afinidad hacia el plaguicida objetivo en la superficie
del electrodo [48]. El empleo de polimeros de impresién molecular (MIP) es
una de las técnicas que también se estd explorando intensamente [49]. Otro
enfoque que ha estado ganando atencién es la inmovilizacion de
microorganismos en las superficies de los electrodos y el monitoreo de la
interaccion entre estos organismos cuando entran en contacto con el analito
objetivo [50]. En otros casos, el empleo de nanomateriales con la carga
opuesta del analito objetivo permite la interaccion con la superficie del
electrodo, lo que podria mejorar el rendimiento. Se ha informado la deteccion
de glifosato utilizando electrodos desnudos y modificados con oro [36,51],
cobre [52], mercurio [53], platino [54] y carbono [46,55,56].
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En este capitulo se describe por primera vez la implementacién de un
nanohibrido conformado por dos nanoestructuras de carbono, GEQE y CQDots,
para la construcciéon de un sensor electroquimico tendiente a la cuantificacién
indirecta de residuos de glifosato en distintas matrices, para el control de
calidad de productos fitosanitarios y para el monitoreo medioambiental de

aguas.

VII-2.Seccidon experimental

Para la realizacion de este trabajo se utilizé fosfato monobdsico de
sodio (NaH,PO,), fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,), ferricianuro de potasio
marca Biopack. Ferrocianuro de potasio marca Anedra, H,O, al 30% marca
J.T.Baker y glifosato marca Sigma Aldrich. Todos los reactivos empleados son

de grado analitico y se utilizaron sin purificaciéon adicional.

Las medidas electroquimicas fueron llevadas a cabo en una celda
convencional de tres electrodos, tal como fue descripta en el capitulo I,
utilizando como electrodos de trabajo GCE, modificados mediante drop coating
con el nanohibrido GEQE-CQDots.

Tanto las medidas de optimizacién de la plataforma como las medidas
de cuantificacion de glifosato se realizaron en buffer fosfato pH 7,40
preparado con agua ultrapura provista por un sistema Millipore-MilliQ,
evaluando la respuesta electroquimica de sondas redox tales como
ferricianuro-ferrocianuro de potasio y peroxido de hidrogeno. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente.

La cuantificacién de Gly en muestras de agua y en formulaciones de
producto fue llevada a cabo por interaccién de la muestra con la plataforma
GCE/GEQE-CQDots sin necesidad de una purificacién adicional.

VII-2.1. Metodologia de deteccion de glifosato

El glifosato fue cuantificado por espectroscopia de impedancia
electroquimica mediante una metodologia indirecta, tal como muestra la Figura
VII-3.
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Figura VII-3. Metodologia propuesta para la deteccion indirecta de glifosato.

Se evalué el comportamiento electroquimico de sondas redox tales

como ferricianuro-ferrocianuro de potasio y peroxido de hidréogeno sobre la

superficie de los electrodos de carbono vitreo modificados con el nanohibrido

GEQE-CQDots. Se compard la respuesta de las sondas redox sobre GCE

modificado con GEQE/CQDots y sobre GCE modificado con el nanohibrido

luego de la interacciéon con glifosato, de manera de producir la adsorcion del

mismo en la superficie mediante fuerzas electrostaticas. Finalmente, se evalud

el cambio en el comportamiento

electroquimico de

las cuplas redox

mencionadas, dado por el bloqueo superficial debido a la presencia del
glifosato en la superficie de GCE/GEQE-CQDots/Gly.

VII-3.Resultados y discusion

VII-3.1. Evaluacion de la respuesta electroquimica de glifosato

Se realizaron experimentos voltamperométricos a fin de evaluar el

comportamiento redox de Gly sobre electrodos de carbono vitreo modificados

solo con CQDots, tal como se muestra en la Figura VII-4.
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Figura VII-4. Voltamperogramas ciclicos sobre GCE/CQDots en buffer
fosfato (=) y en una solucion de buffer fosfato conteniendo 1,0x10°M de

glifosato (—). Velocidad de barrido 0,100 V/s.

Tal como fue mencionado anteriormente, el mayor desafio que se
enfrenta a la hora de cuantificar glifosato mediante técnicas electroquimicas es
su pobre electroactividad, de hecho no fue posible determinar procesos de
oxido-reduccién de Gly en la ventana de potencial analizado para la
plataforma en estudio, tal como exhiben los voltamperogramas de la figura VII-
4. Consecuentemente, se propuso una metodologia indirecta para la
cuantificaciéon del plaguicida, la cual se basa en el cambio que se produce en
la descarga de diferentes sondas redox por la presencia de glifosato en la

superficie de los electrodos, la que fue descripta en la seccién VII-2.1.

VII-3.2. Cuantificacion indirecta de glifosato

La cuantificacién de Gly (pKa; 2,0, pKa, 2,6, pKa; 56 y pKa, 10,6) de
manera indirecta fue posible debido a que, al valor del pH de trabajo (7,40),
el herbicida posee mlltiples cargas negativas capaces de interaccionar de
manera electrostatica con los nanodots de carbono presentes en la superficie
de los electrodos, los cuales poseen carga positiva, tal como fue demostrado
en el capitulo VI. De hecho, la interacciéon entre Gly y puntos cudnticos de
carbono fue documentada por otros autores [57-60]. De esta manera, la
acumulacién de glifosato en la superficie produce cambios en la descarga de

la cupla redox ferri-ferrocianuro de potasio, tal como se exhibe en la Figura
VII-5.
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Figura VII-5. Voltamperogramas ciclicos sin interaccion (=) y previa interaccion con glifosato (=)
de ferricianuro-ferrocianuro de potasio 2,0x10° M sobre (A) GCE, (B) GCE/L-Arg y (C)
GCE/CQDots. Velocidad de barrido 0,100 V/s. Condiciones de interaccion: acumulacion a o.c.p.
durante 5,0 minutos de Gly 1,0x107 M.

Puede notarse que la respuesta electroquimica obtenida para la
descarga de la cupla redox ferricianuro-ferrocianuro de potasio 2,0 x 103 M
no cambia sobre un electrodo de carbono vitreo sin modificar en comparacién
con GCE puesto en contacto con una solucién de Gly 1,0 x 10* M previo a la
medida, Figura VII-5.A, lo que sugiere que el glifosato no tiene sitios de
interaccion con la superficie y en consecuencia, no puede preconcentrarse.
Cuando los electrodos son modificados con L-Arginina (pKa; 2,2, pKa, 9,8),
precursor de la sintesis de los CQDots Figura VII-5.B, tampoco se observan
cambios en la respuesta electroquimica de la sonda redox, indicando
nuevamente interacciéon nula entre Gly y GCE/L-Arginina. Finalmente, se puede
mencionar que la adsorcién de glifosato sobre GCE/CQDots estaria dada
fundamentalmente por las interacciones electrostaticas con los CQDots
presentes en la superficie del electrodo, como puede notarse en la Figura VII-
5.C, donde tanto la corriente de oxidacién como la de reduccion del marcador
redox disminuyen, aunque no significativamente, en presencia de Gly adsorbido
en la superficie del electrodo debido al mayor bloqueo superficial.

Con el objetivo de mejorar la sefial de o6xido-reducciéon de la sonda
redox por bloqueo superficial debido a la presencia de glifosato, se evalud
mediante experimentos voltamperométricos la respuesta electroquimica de
ferricianuro-ferrocianuro de potasio para electrodos modificados con el hibrido

GEQE-CQDots. La Figura VII-6.A y VI-6.B muestran comparativamente los
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voltamperogramas de [Fe(CN)sl*/[Fe(CN)J* 2,0 x 103 M obtenidos para
GCE/CQDots y para GCE/GEQE-CQDots en presencia y ausencia de Gly 1,0 x
10* M. Puede notarse que la presencia de GEQE en el hibrido sintetizado,
proporciona un gran aumento del area superficial expuesta a la solucién, lo
que se traduce en mayores corrientes asociadas a los procesos de Oxido-
reduccion y a su vez, se observan mayores decaimientos en las
correspondientes sefiales del marcador redox cuando Gly se encuentra

presente en la interfaz, debido al aumento de los sitios de adsorcion.

A B

= GCE/CQDots = GCE/GEQE-CQDots
GCE/CQDots interaccion con Gly GCE/GEQE-CQDots interaccién con Gly

300

200

— Ai6,4TpA Aij 52,4pA+
< 100
2 v /
c 014 - ———— — p
o e /
S
(O-100 A T
Ai4,71pA
-200- < Ai 82,3pA
-0,200 O,OIOO 0,2IOO O,4IOO O,6IOO O,C;OO 0,2IOO O,AOO O,GIOO 0,800

Potencial (V)

Figura VII-6. Voltamperogramas ciclicos sin interaccion (=) y previa interaccion con glifosato (=)
de ferricianuro-ferrocianuro de potasio 2,0x10° M sobre (A) GCE/CQDots y (B) GCE/GEQE-
CQDots. Velocidad de barrido 0,100 V/s. Condiciones de interaccion: acumulacion a o.c.p.

durante 5 minutos de Glv 1.0x107 M.

VII-3.3. Optimizacion de los parametros de sintesis de GEQE-

CQDots y deteccion de glifosato

De manera de obtener la mejor respuesta analitica posible para la
deteccién de Gly y de acuerdo a la metodologia de sintesis del nanohibrido
descripta en el capitulo VI, se realizaron experimentos voltamperométricos y de
espectroscopia de impedancia electroquimica a fin de optimizar los parametros
experimentales de sintesis de GEQE-CQDots, como el tiempo de sonicado
empleado para generar la dispersiéon, asi como también la proporcién de
CQDots/GEQE empleada. También se optimizé el tiempo de interacciéon entre

la plataforma sintetizada por la inmovilizacion del hibrido sobre GCE y el
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glifosato. En las secciones siguientes se presentan los resultados obtenidos

para dichas optimizaciones.

VII-3.3.1. Optimizacion del tiempo de sonicado

Mediante experimentos voltamperométricos se evalué el cambio en el
comportamiento redox de la sonda [Fe(CN)¢*/IFe(CN)]*~ sobre GCE/GEQE-
CQDots para diferentes tiempos de sonicado empleado durante la sintesis del

nanohibrido.

En las Figuras VII-7, se resumen los valores de corrientes obtenidos
mediante experimentos de voltamperometria ciclica para la descarga de ferri-
ferrocianuro 2,0 x 102 M, en ausencia y presencia de glifosato 1,0 x 10* M en
la superficie de GCE/GEQE-CQDots. Dichos experimentos se realizaron
manteniendo constante la cantidad de CQDots en el nanohibrido, la
concentracion glifosato y el tiempo de interaccion con el mismo.

De manera general, se observa que las mayores diferencias de corriente
(ai) para la descarga de la cupla redox, en presencia y ausencia de glifosato,
se obtienen cuando la mezcla de GEQE y CQDots es sometida a efecto
ultrasénico durante 10,0 min. A tiempos mayores, Ai en ausencia y presencia
de Gly es mas pequefia, probablemente debido a que el efecto ultrasénico
promueve cambios en los sitios de interaccién con Gly, haciendo que la
cantidad adsorbida en la superficie de GCE/GEQE-CQDots sea menor. En
consecuencia, 10,0 minutos fueron seleccionados como el tiempo optimo de
sonicado para la sintesis del nanohibrido y es el empleado en los

experimentos siguientes.
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Figura VII-7. Cambios en las corrientes (A) de pico anddico y (B) de pico catddico para la
descarga de [Fe(CN)6F /IFe(CN)6]~ 2.0x10° M pre y post interaccion de GCE/GEQE-CQDots con
glifosato obtenidos mediante experimentos voltamperométricos. Velocidad de barrido 0,100 V/s.

Condiciones de interaccion: acumulacion a o.c.p. durante 5,0 minutos de Gly 1,0x107% M.

VII-3.3.2. Optimizacion de la cantidad de CQDots

Como fue demostrado con anterioridad, los puntos cudnticos de
carbono son los responsables de la adsorciéon de Gly en la superficie de los
electrodos, con lo cual la optimizacion de la concentracion de CQDots
empleada en la sintesis es crucial para maximizar la respuesta obtenida en la
cuantificacion del herbicida. En la Figura VII-8, se resumen las corrientes
anddicas y catddicas obtenidas por voltamperometria ciclica para la respuesta
electroquimica de [Fe(CN)gl*"/[Fe(CN)gl*” 2,0 x 102 M cuando GCE/GEQE-CQDots

interacciona con una solucién de glifosato 1,0 x 10* M durante 5,0 minutos.

Los resultados obtenidos demuestran que cuanto mayor es la cantidad
de nanodots empleada en la sintesis, el bloqueo superficial es mayor, es decir
que la diferencia de corriente para la descarga de la sonda redox, en
ausencia y presencia de Gly en la superficie de los electrodos, se ve
incrementada. Estos resultados concuerdan con el hecho de que el glifosato
interacciona exclusivamente con los puntos cudnticos de carbono. Para
concentraciones mayores que 10,0 mg/mL, las dispersiones pierden adherencia
con GCE y la plataforma es muy inestable, de esta manera dicho valor es

fijado como la concentracién éptima para los estudios posteriores.
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Figura VII-8. Resumen de Ai para el pico anddico (=) y para el pico catddico (=) obtenidos
mediante experimentos voltamperométricos para la descarga de la sonda [Fe(CN)6F/IFe(CN)6}-
20x10° M pre y post interaccion de GCE/GEQE-CQDots con glifosato. Velocidad de barrido 0,100

V/s. Condiciones de interaccion: acumulacion a o.c.p. durante 5,0 minutos de Gly 1,0x107 M.

VII-3.3.3. Optimizacion del tiempo de interaccion con glifosato

En la blsqueda de incrementar el cambio en la sefial analitica debido al
bloqueo superficial que se da por la presencia del glifosato, se empled, en
lugar de voltamperometria ciclica, espectroscopia de impedancia electroquimica,
dado que es mas sensible a los cambios de reactividad superficial. Por otro
lado, se evalué la transferencia electrénica de H,0, que a diferencia de la
sonda redox utilizada con anterioridad (ferricianuro-ferrocianuro de potasio) es
un analito neutro que no presenta interacciones electrostaticas con la GEQE-
CQDots. Ademas, la descarga de H,0O, es mas sensible al estado superficial de
los electrodos, con lo cual se espera que los cambios en la sefial analitica
debida al bloqueo dado por la presencia de Gly en la interfaz se vea afectada
en mayor medida. De esta manera, H,O, es empleado para los estudios

posteriores.

Se estudié el tiempo o6ptimo de interaccion entre GCE/GEQE-CQDots vy
el glifosato mediante EIE, evaluando resistencia a la transferencia de carga de
H,O, 50 x 102 M. La Figura VI-9.A muestra los diagramas de Nyquist

obtenidos, en los cuales los puntos representan datos experimentales y las

223



lineas el ajuste de los mismos mediante un circuito de Randles modificado

como el que se muestra a continuacion.
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Figura VII-9. (A) Diagramas de Nyquist y (B) resistencias a la transferencia de carga halladas
para la descarga de H-0, 50x10< M sobre GCE/GEQE-CQDots post interaccion con glifosato
1,0x10? M durante diferentes tiempos. Potencial aplicado -0,100 V.

En la Figura VII-9.B se presentan las resistencias a la transferencia de
carga obtenidas a partir de experimentos de EIE para la descarga de H,0,
50 x 102 M sobre GCE/GEQE-CQDots para tiempos crecientes de interaccion
de la plataforma con glifosato. A medida que aumenta el tiempo de
interaccion de Gly con la plataforma, se observa un incremento en la
resistencia a la transferencia de carga de H,0,, lo que indica un mayor
bloqueo superficial y por ende una mayor cantidad de Gly acumulada en la
superficie. Por otra parte, puede notarse que la respuesta obtenida para
tiempos mayores de 10,0 minutos no varia de manera significativa, lo que da
cuenta que a dicho tiempo ocurre una saturacion de los sitios de interaccién
de Gly. Por cuestiones operativas y de reproducibilidad se seleccioné 10,0 min
como tiempo éptimo de interaccion.

A modo de resumen se presentan en la Tabla VI-1 los parametros

optimizados para la cuantificacién indirecta de glifosato. Por otro lado, cabe
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mencionar que tanto la curva de calibrado, como la cuantificaciéon de glifosato
en muestras reales, se lleva a cabo obteniendo la sefal analitica mediante
experimentos de espectroscopia de impedancia electroquimica evaluando la
respuesta de H,0,, ya que permitid6 obtener los cambios mas significativos y

por tanto, las respuestas mas sensibles.

Tabla VI-1. Resumen de pardmetros dptimos para la
deteccion indirecta de glifosato sobre GCE/GFQE-CQDots

Condicion
optima
ﬁemp 0 de 10 min
sonicado
Concentracion
de CQDots 10 mg/mL
Tiempo de
interaccion con 10 min
Glifosato

VII-3.4. Dependencia de la concentracion de glifosato con la

resistencia a la transferencia de carga

Una vez obtenidas las condiciones optimas para la cuantificacién de
glifosato se procedié a evaluar la dependencia de la respuesta analitica
obtenida en funcién de la concentraciéon del plaguicida. La Figura VII-10.A
muestra los espectros de impedancia para H,0, 50 x 10° M obtenidos luego
de la interaccion de GCE/GEQE-CQDots con soluciones de concentracién
creciente de glifosato. La curva de calibrado correspondiente se presenta en la
Figura VII-10.B.

Se observa claramente que la resistencia a la transferencia de carga
aumenta a medida que aumenta la concentracién de Gly que interactia con
GCE/GEQE-CQDots.
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Figura VII-10. (A) Diagrama de Nyquist obtenidos para la descarga de H-O, post interaccion de
GCE/GFQF-CQDots con concentraciones crecientes de glifosato y (B) curva de calibracion obtenida a
partir de los diagramas de Nyguist. Potencial aplicado -0,100V Condiciones de interaccion: acumulacion a
o.cp. durante 10,0 minutos de Gly.

Los pardmetros analiticos del sensor desarrollado se enumeran en la
tabla VII-2. Es importante resaltar que existe una correlacién lineal satisfactoria
de los datos con una desviacion estandar pequefia. Por otra parte, a pesar de
que las normativas y leyes de limites maximos de glifosato permitidos en agua
y alimentos difiere de un pais a otro [15,57,61] el limite de detecciéon de
6,2x107 M (105 ppb) del sensor, se encuentra muy por debajo de lo que
establecen los estandares de calidad y la ley argentina para los limites de
glifosato en agua para consumo humano que es de 280 pg/L (280 ppb) [62].
De esta manera, se puede concluir que la plataforma posee atractivas
caracteristicas para ser empleada tanto para el control de calidad de agua
para consumo humano, asi como también para control de calidad

medioambiental é control de calidad de productos fitosanitarios, debido al

amplio rango lineal que presenta el sensor desarrollado.
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Tabla VII-2. Parametros analiticos del sensor desarrollado

r 095
Sensibilidad (/M) (1,5 £0,1) x10”"
LOD (M) 62 x107
LOQ M) 1,8 x10°®
SD 0,09

Rango lineal M)  Desde 1,8 x10° hasta 1,0x10”

VII-3.5. Cuantificacion de glifosato en una muestra de agua

La plataforma desarrollada fue desafiada a la cuantificacion de glifosato
en una muestra de agua. Se realiz6 un analisis de recuperacion para una
muestra de agua conteniendo 3,5x10® M de glifosato por triplicado, los
diagramas de Nyquist para la descarga de H,O0, 5,0 x 10° M obtenidos se

muestran en la Figura VII-11.

300 +

250 Tabla VII-3. Resultados obtenidos para el

ensayo de recuperacion en agua
200 -

@ Resistencia 034+ 2) N
N 150 4 promedio -
Concentracién (M) (3,7 +0,9) x10°®
1004 Recuperacién 106 %

50

200 250 300 350 400 450 500
Z'(Q)
Figura VII-11. Diagramas de Nyquist para H,O, obtenido para una

muestra de agua con adicion de 3,5x10° M de glifosato. Potencial
aplicado -0,100V Condiciones de interaccion: acumulacion a o.c.p.

durante 10,0 minutos de Gly.

En la tabla VII-3 se resumen los valores de resistencia promedio de

H,O,, el correspondiente valor de concentracién de glifosato y el porcentaje
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de recuperacion hallado. Estos resultados se encuentran en muy buen acuerdo
con la concentracién de glifosato adicionada en la muestra y dan cuenta de
la exitosa capacidad del sensor para cuantificar glifosato en muestra de agua
de una manera sencilla, econdmica, rapida y sobre todo, sin la necesidad de

derivatizar el Gly y sin pretratamiento de la muestra.

VII-3.6. Cuantificacion de glifosato en una formulacion de

producto fitosanitario

El sensor fue empleado también para la cuantificacién de glifosato en
un formulado de producto fitosanitario de marca comercial Roundup, el cual
informa en su etiqueta una concentracién de principio activo de 54% P/V. La
formulacién fue analizada sin mas tratamiento que una diluciéon de la muestra,
de manera tal que la concentracidon esperada se encuentre dentro del rango
lineal de la curva de calibrado. Se realizé un analisis por duplicado de una

muestra diluida y los resultados obtenidos se presentan en la Figura VII-12.

1200

Tabla VI-4. Resultados obtenidos para el
ensayo de recuperacion en formulado de

1000+ producto fitosanitario

800 - Resistencia promedio (1230 + 50) N
Concentracion
600 - calculada (M)
Concentracion
400 - N calculada (% P/V)
Concentracion
200 - informada por el 54
1/ fabricante (% P/V)

Error 93 %

(6,9 +0,3) x10°

vl (o)

(59 +2)

T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Z'(Q)

Figura VII-12. Diagramas de Nyquist para H,O, obtenido para
una muestra de formulacion de producto fitosanitario. Potencial
aplicado -0,100V Condiciones de interaccion: acumulacion a
o.cp. durante 10,0 minutos de Gly.
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La tabla VII-4 enumera los resultados obtenidos para la cuantificacién
del herbicida en un producto comercial, puede notarse que a pesar de
tratarse de una muestra compleja con diversos aditivos y coadyuvantes, los
resultados obtenidos se encuentran en muy buen acuerdo con lo informado
por el fabricante. Estos resultados reflejan la posibilidad de emplear el sensor
propuesto para el control de calidad de productos fitosanitarios, con una

metodologia sencilla y de bajo costo para la industria.

VII-4.Conclusiones parciales

En el presente capitulo se describi6 una metodologia indirecta, sencilla
y econdémica para la cuantificaciéon de glifosato, sin necesidad de pretratar la
muestra para el analisis, utilizando un electrodo de carbono vitreo modificado
con el hibrido GEQE-CQDots.

Mediante experimentos voltamperométricos, se corroboré la variacién del
comportamiento electroquimico de la cupla ferricianuro-ferrocianuro de potasio
por la presencia de glifosato en la superficie. Se optimizaron los parametros
de sintesis del nanohibrido de manera de obtener las mejores respuestas
electroquimicas. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE) proporcioné
respuestas altamente sensibles para la cuantificacion indirecta de Gly,
mediante el empleo de H,O, como marcador redox.

El hibrido generado a partir de GEQE y CQDots presentd atractivas
propiedades para ser empleado en el analisis de Glifosato de manera indirecta
y altamente sensible, permitiendo alcanzar limites de detecciéon lo
suficientemente bajos y un amplio intervalo lineal, lo que posibilita el uso del
sensor desarrollado par el control de calidad alimenticio, medioambiental y de
productos comerciales.

GCE/GEQE-CQDots fue empleado exitosamente para cuantificar Glifosato
de manera rapida y sencilla en muestras de agua de consumo humano y
formulaciones de productos con excelentes resultados, lo que proporciona una
opciéon muy promisoria para el futuro empleo de la plataforma, en el control
de calidad de productos de consumo humano, asi como también de productos

fitosanitarios con costos bajos de operacién.
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Capitulo VIII:

Conclusiones generales
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se sintetizaron, estudiaron y
optimizaron nuevos nanomateriales hibridos de diferente naturaleza vy
complejidad, tales como CNT-PEl, RGrO-Poli-L-Dopa y GEQE-CQDots, las

nanoestructuras resultantes fueron empleadas en el desarrollo de sensores

electroquimicos tendientes a la cuantificacion de analitos de interés clinico
como la dopamina que se encuentra intimamente relacionada con procesos de
neurotransmision; forense, como el plomo y el antimonio, que pueden estar
presentes en sospechosos, victimas y en las superficies colindantes luego de

la ejecuciéon de un arma de fuego; y medioambiental, como el glifosato, el

herbicida mas utilizado y de mayor controversia en la actualidad.

Se abordd el estudio minucioso de la sintesis de tres nanohibridos de

diversa naturaleza y en orden creciente de complejidad:

« CNT-PEl: sintetizado a partir de la modificacion no covalente de un
material de carbono 1D (CNT) y polietilenimina, ambos componentes

obtenidos de manera comercial.

« RGrO-Poli-L-Dopa: sintetizado a partir de un material de carbono 2D
(GrO) de origen comercialmente y poli-L-Dopa, generada /n situ en el

proceso de sintesis del hibrido a partir del monémero L-Dopa.

+  GEQE-CQDots: sintetizado a partir de dos materiales de carbono, GEQE
(2D) y CQDots (0D), obtenidos por vias top down y bottom up,
respectivamente mediante metodologias electroquimicas llevadas a cabo

en el laboratorio.

En capitulo 3 de este trabajo de Tesis se presentdé la sintesis y
caracterizacion de un nanohibrido formado a partir de nanotubos de carbono
de pared multiple y polietilenimina. Mediante experimentos de espectroscopia IR
y microscopia electrénica de barrido, se verificé la funcionalizacién no
covalente de los nanotubos de carbono por parte del polimero y la obtencién
de wuna dispersion homogénea de la nanoestructura resultante. La
inmovilizacién del nanohibrido sobre electrodos de carbono vitreo dio como
resultado una plataforma con excelentes propiedades electrocataliticas y alta
estabilidad hacia la oxidacion del neurotransmisor DA. GCE/CNT-PEl fue
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empleado  exitosamente para la cuantificacion de DA en niveles
submicromolares en muestra de cerebro de animales de laboratorio sin efecto
matriz y sin pasivasion del electrodo, a merced de las excelentes propiedades
que exhibe CNT dispersos homogéneamente en PEl y a la carga superficial
aportada por el polimero. De esta manera fue posible estudiar como se ve
afectado el proceso de recaptacion de dopamina en SNC de animales de
laboratorio con diversas patologias de manera sencilla, rapida y econdmica.
Por otro lado, enfatizar el valioso aporte de los resultados obtenidos, para la
comprensién del proceso de neurotransmision dopaminérgica en sistema

nervioso central.

En el capitulo 4 se presentd la sintesis de un nuevo nanohibrido
formado a partir de la reduccién /n situ de éxido de grafeno durante la
formacion de un polimero melanico a partir de L-Dopa. La caracterizacion
espectroscopica y microscopica del material resultante, confirmé la formacién
del polimero y la reduccién simultdnea de las laminas de grafeno, que dan
origen al nanohibrido RGrO-Poli-L-Dopa. El cual, presenté excelentes
propiedades para la o6xido-reduccion de diferentes analitos, confirmadas
mediante diversos experimentos electroquimicos. En el capitulo 5 se
presentaron los resultados obtenidos mediante el empleo de la plataforma
GCE/RGrO-Poli-L-Dopa para la cuantificacién de H,O, en una muestra de
enjuague bucal por un lado y por otra parte, por primera vez, se realizé un
andlisis detallado de las concentraciones de plomo y antimonio de restos de
disparos de armas de fuego, mediante metodologias electroquimicas, sobre la
superficie de telas colocadas a diferentes distancias del lugar de salida del
proyectil y con diferentes tipos de cartuchos y obtenidas a través del
hisopado de las manos de un sospechoso de accionar el arma. Estos estudios
permiten establecer una importante correlacién, que debido a las limitaciones
que presenta, no seria posible de realizar con las técnicas convencionales que

se empelan en la actualidad.

En el capitulo 6, se presentan nuevas metodologias para la sintesis de
nanomateriales de carbono, GEQE y CQDots, y la posterior formacién de un
nuevo nanohibrido a partir dichas estructuras. Las diferentes técnicas de
caracterizaciéon utilizadas permitieron conocer la conformacién estructural de

los materiales sintetizados en cuanto a la naturaleza de los grupos funcionales
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presentes (oxigenados o nitrogenados) ya que estos son, en gran parte
responsables, del comportamiento electroquimico observado. En el capitulo 7,
se presenta la exitosa cuantificacién de Gly a niveles de ppb, mediante el
empleo de GEQE-CQDots inmovilizado sobre electrodos de carbono vitreo. La
plataforma sensora desarrollada fue capaz de cuantificar Gly de manera
indirecta, tanto en muestras simples, como el agua, asi como también en

matrices complejas como una formulacion de producto fitosanitario.

En términos generales, a lo largo de este trabajo de Tesis, se
sintetizaron y caracterizaron diversos hibridos formados a partir de polimeros y
de diferentes nanoestructuras de carbono y los resultados obtenidos permiten
concluir que la eleccién correcta de los componentes, las metodologias y los
parametros de sintesis aseguran la obtencién de materiales hibridos con
propiedades que superan a la de los materiales individuales, mostrando en
todos los casos un marcado efecto sinérgico de la caracteristicas

electrocataliticas para la deteccién de los analitos de interés.

Por otro lado, cabe sefialar que la optimizacién de las proporciones
relativas de cada uno de los componentes del hibrido garantiza la obtencién
de las mejores respuestas electroanaliticas. Los polimeros permiten una
eficiente dispersién de los nanomateriales, le confieren a las estructuras de
carbono propiedades particulares dependiendo de su naturaleza y posibilitan la
inmovilizacién de la dispersién sobre los sustratos sélidos. Ademas, el disefio y
selecciéon de los diferentes componentes del hibrido permite definir y controlar
las aplicaciones finales de la plataforma sensora resultante, otorgando a los
electrodos resultantes diversas propiedades de reconocimiento que permiten la

cuantificaciéon altamente sensible y selectiva de los diferentes analitos.

Los resultados presentados permiten concluir que una critica seleccion
de los materiales que conforman el nanohibrido, que combina nanomateriales
de carbono con biopolimeros de diferente naturaleza y del esquema de
transduccion, posibilita el desarrollo de sensores altamente sensibles y
selectivos para la cuantificacion de analitos de interés clinico, forense y

medijoambiental.

Este trabajo de Tesis resulta pionero en la aplicacién de técnicas

electroquimicas para la cuantificacion de analitos de suma importancia en la

241



actualidad, permitiendo dar respuesta a problemas reales relacionados tanto a
la quimica clinica y farmacolégica, como asi también sienta las bases en el
area forense, aportando herramientas para resolver actos criminales. Por otra
parte, contribuye con nuevas metodologias para el control medioambiental
permitiendo no solo la deteccién, sino que también la cuantificacién de

herbicidas polémicos ampliamente utilizados en la actualidad.
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