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En este trabajo de investigacion se modificaron superficies de carbono y de oro empleando varias
estrategias. Cada metodologia de modificacion se describe a lo largo de los 7 capitulos que
componen esta tesis, con excepcion del capitulo I, donde se presenta una miscelanea de temas a

manera de marco tedrico general.

La modificacién electroquimicamente asistida de superficies de carbono se muestra en los capitulos
I1'y 1. En estos capitulos se presenta la formacion de injertos moleculares sobre superficies de
carbono vitreo y de nanotubos de carbono. Los injertos se fabricaron utilizando reacciones
electroquimicamente asistidas tales como la oxidacion de aminas y la reduccion de cationes
arildiazonio. En el capitulo IV se modificaron superficies de nanotubos de carbono, adsorbiendo
colorantes que tienen grupos catecol en su estructura. EI uso de los colorantes rojo de alizarina 'y
rojo de pirogalol permite, como prueba de concepto, la determinacién de iones cobre en
disoluciones. En el capitulo V se utilizaron superficies de nanotubos de carbono modificadas,
utilizando las estrategias descritas en capitulos anteriores, sobre las que se depositaron peliculas
delgadas de bismuto. Con estos electrodos se realizé la determinacién de iones plomo y cadmio en

disoluciones acuosas.

La formacion de monocapas autoensambladas de tioles, sobre electrodos de oro policristalino, se
presenta en el capitulo VI. En él se estudia el comportamiento de la constante heterogénea de
transferencia de electrones para el par hexacianoferrato(ll) y hexacianoferrato(l11) de potasio sobre
electrodos funcionalizados con grupos amino y carboxilo, asi como su posterior modificacion.
Finalmente, en el séptimo y Gltimo capitulo se investigo el depdsito electroquimico de oro sobre
superficies de carbono vitreo, utilizando métodos potenciodiamicos, potenciostaticos y
galvanostaticos. Estos electrodos se utilizaron para la determinacion de dopamina en presencia de

interferentes comunes, como los &cidos ascérbico y urico.

Vi



In the present work, the modification of carbon and gold surfaces was investigated using different
strategies described individually in six of the seven chapters of this manuscript. Chapter I is an
exception to the general scheme, since different electrochemical basic topics are dealt with in it.

Electrochemically assisted covalent modification of carbon surfaces is described in Chapters Il and
I11. The modification method involves the oxidation of amines and the reduction of aryldiazonium
cations on glassy carbon electrodes or on electrodes modified with carbon nanotubes. In Chapter
IV, Alizarin Red and Pyrogallol Red were adsorbed onto the surface of the carbon nanotubes. As
a proof of concept, the determination of copper was achieved using these modified electrodes.
Chapter V deals with the electrodeposition of bismuth(l11) films on previously modified surfaces,

for the simultaneous determination of cadmium and lead in aqueous solutions.

The formation of self-assembled monolayers of thiols on polycrystalline gold is presented in
Chapter V1. In this chapter, the heterogeneous electron transfer rate constants for the electrolysis
of potassium hexacianoferrate(ll)-hexacianoferrate(ll1) on amine and carboxyl functionalized
surfaces were calculated. The surfaces with self-assembled monolayers were also modified with
diethylenetriamine. The seventh and last chapter deals with the electrodeposition of gold(l1l) on
glassy carbon electrodes. Au nanostructures were obtained by applying potentiostatic,
potentiodynamic and galvanostatic methods. The new nanostructured gold surfaces were used for

the determination of dopamine in a ternary mixture with ascorbic and uric acids.
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La electroquimica es la rama de la quimica que estudia las relaciones reciprocas entre la carga
eléctrica y sus manifestaciones (corriente, potencial y campo eléctricos) y los cambios quimicos
producidos por ellas (o viceversa) en un sistema dado. Gran parte de este campo se ocupa del
estudio de cambios quimicos causados por el paso de una corriente eléctrica y la obtencion de
energia eléctrica a través de reacciones quimicas.! La transferencia de electrones ocurre en la
interfase entre un conductor ionico y un conductor electronico, como se esquematiza en la figura

1. A esta interfase se la denomina electrodo.

Reactivo (O) Producto (R)
Transporte de
productos y reactivos
) ) J electrodo
O+e — R //
| e I e e |

Figura 1. Esquema general de una reaccion heterogénea de intercambio de electrones

En las reacciones electroquimicas (es decir, aquellas que ocurren sobre los electrodos), la superficie
de un electrodo es una herramienta poderosa, puesto que al imponer un potencial o hacer pasar
corriente eléctrica a través de la interfase, la superficie actia como una fuente (en la reduccion) o
pozo (en la oxidacién) de electrones de enorme capacidad. En algunas reacciones electroquimicas,
los electrodos pueden ser afectados por distintos fendmenos que limitan su uso. Por ejemplo, se
pueden mencionar procesos de adsorcién no deseada o de precipitacion, asi como la falta de
especificidad de una superficie a determinada reaccion. Estos fendmenos y procesos no deseados,
en principio, pueden controlarse manipulando la naturaleza quimica de la superficie del electrodo.
De esta premisa nace el concepto de electrodo quimicamente modificado (chemically modified
electrode, CME por sus siglas en inglés).? Idealmente, un CME se puede construir facilmente al
inmovilizar moléculas o estructuras moleculares sobre superficies limpias, dando asi nuevas

propiedades fisicas y quimicas a la interfase. Un CME se define como un material conductor o

! Bard, A. J.; Faulkner, L. R. Electrochemical Methods: Fundamentals and Applications; Wiley: New York, 1980.
2 Murray, R. W.; Ewing, A. G.; Durst, R. A. Chemically Modified Electrodes Molecular Design for Electroanalysis.
Anal. Chem. 1987, 59 (5), 379A-390A.
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semiconductor recubierto con una pelicula mono-molecular, multi-molecular, i6nica o polimérica

que altera, entre otras, las propiedades electroquimicas y opticas de la interfase.®

Entre los afios 1946 y 1947, Zisman y sus colaboradores,* presentaron los primeros trabajos sobre
la modificacion de superficies mediante el fenémeno de autoensamblaje. Tiempo después, en la
primavera de 1974, el grupo de Murray,® inicio la investigacion de electrodos modificados
mediante la inmovilizacion covalente de aminas y moléculas redox sobre superficies de platino y
de oxido de estafio. Posteriormente, esta linea de investigacion adquirio gran importancia,
produciendo miles de reportes sobre la obtencidn, caracterizacion y aplicacion de CMEs.®
Actualmente, en el area electroquimica, el nimero de publicaciones relacionadas con electrodos
quimicamente modificados sigue en aumento, como puede observarse en la figura 1. Si
comparamos los datos de 2010 con los datos de 2017, se aprecia un aumento en el nimero de
publicaciones de 51.9, 30.9, 60.3, y 61.0% para las editoriales Royal Society of Chemistry (RSC),
Wiley, Elsevier (SD), y American Chemical Society (ACS) respectivamente.

700, BEXXIRSC
] B Wiley

B sD

B2 ACS

600 -]
500 ]

400

300

# publicaciones

200

100 -] K
] é E K]
0 T |

T T T N .
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figura 1. Gréfico de barras que muestra el nimero de articulos publicados sobre electrodos quimicamente modificados
por afio en diferentes paginas web. Ver texto para mas informacion.

Los datos presentados en la figura 1, se consultaron en linea, en los diferentes sitios web, el dia 07
de mayo de 2018, usando como palabras de busqueda “electrode and modified and chemically and
electrochemistry”. Los datos del afio 2018 corresponden a publicaciones realizadas entre enero y

abril de ese afo.

3 Handbook of Electrochemistry, 1st ed.; Zoski, C. G., Ed.; Elsevier: Amsterdam ; Boston, 2007.
4 Bigelow, W. C.; Pickett, D. L.; Zisman, W. A. Oleophobic Monolayers. J. Colloid Sci. 1946, 1 (6), 513-538.
5 Murray, R. W. Chemically Modified Electrodes. Acc. Chem. Res. 1980, 13 (5), 135-141.
6 Opallo, M.; Lesniewski, A. A Review on Electrodes Modified with lonic Liquids. J. Electroanal. Chem. 2011, 656
(1-2), 2-16.
17



La adecuada modificacion de superficies de carbono y oro, mediante diferentes estrategias de
inmovilizacion, permite el desarrollo y construccion de nuevas superficies con propiedades y
caracteristicas definidas, para ser usadas como electrodos de trabajo en la determinacion

electroquimica de analitos de interés.

e Establecer una metodologia para la funcionalizacion de superficies de carbono mediante la
formacion de injertos moleculares, utilizando reacciones electroquimicamente acopladas por
oxidacién de aminas y reduccion de cationes arildiazonio.

e Obtener monocapas autoensambladas de w-tioles sobre superficies de oro para realizar
posteriores modificaciones.

e Caracterizar las distintas superficies funcionalizadas utilizando voltamperometria ciclica y
espectroscopia de impedancia electroquimica con sondas redox, para estudiar sus propiedades
acido-base y estimar los valores de las constantes de acidez de las peliculas organicas
inmovilizadas.

e Modificar la superficie de nanotubos de carbono adsorbiendo ligantes para determinar iones
cobre en disoluciones acuosas empleando técnicas electroquimicas.

e Utilizar superficies modificadas de carbono para la determinacion de iones cadmio y plomo
utilizando la técnica de redisolucion anddica sobre peliculas de bismuto formadas in-situ.

e Investigar el efecto de las distintas variables de trabajo en el desempefio de los electrodos
modificados, para mejorar la cuantificacion de Pb, Cd y Cu.

e Depositar nanoestructuras de oro sobre la superficie de electrodos de carbono vitreo para
determinar de dopamina en medio acuoso usando técnicas electroquimicas.

e Evaluar el desempefio del electrodo modificado obtenido en presencia de acido ascorbico y
acido urico como interferentes.

e Depositar oro utilizando diferentes métodos electroquimicos para encontrar relaciones entre la

estructura obtenida y el método de deposito empleado.
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1.1 Electrodos de carbono vitreo

El carbono vitreo (glassy carbon, GC por sus siglas en inglés) es un material no grafitico y no
granular, que posee alta estabilidad térmica y quimica asi como buena biocompatibilidad. Debido
a sus propiedades, este material se ha empleado en la construccion de crisoles y de ciertos
dispositivos prostéticos, por ejemplo.! El GC también se usa comlnmente como material de

electrodo para electroanalisis, siendo el electrodo de carbono méas cominmente empleado.?

La produccion de GC se realiza mediante pirdlisis en atmésfera inerte de materiales poliméricos
tales como el poliacrilonitrilo® o las resinas fendlicas. En la figura 1.1, se esquematiza la
preparacion de carbono vitreo. Usando fenol y formaldehido se sintetiza una resina, la que
posteriormente se somete a un tratamiento térmico en dos etapas, una de calentamiento y otra de
carbonizacion. En la primera etapa, la resina se lleva a una temperatura de 300°C, donde se
eliminan moléculas de oxigeno y nitrogeno. Seguidamente, en la segunda etapa la resina se
carboniza a temperaturas entre 1200 y 3000 °C, condiciones en las que las moléculas de hidrogeno

se eliminan, obteniéndose el producto final.*

OH OH
Q OH OH
n 4+ m /U\ —_—
o O O

Figura 1.1. Esquema de la ruta de obtencién de carbono vitreo a partir de fenol y formaldehido. Adaptada de la
referencia [4].

Se han reportado varios modelos para describir la estructura del GC.°> Uno de los modelos mas
difundidos es el presentado por Jenkins y Kawamura en 1971.° Este modelo asume que la
orientacion molecular del precursor polimérico se mantiene, hasta cierto punto, después de la
carbonizacion. De este modo la estructura del GC tiene cierta similitud con la del polimero de
partida, generando dominios grafiticos en forma de cintas estrechas y curvas, como se muestra en
el panel A de la figura 1.2. Sin embargo el modelo de Jenkins es deficiente en varios aspectos. Por
ejemplo, la estructura de Jenkins y Kawamura del GC contiene varios microporos unidos que
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permitirian facilmente el paso de gases, mientras que es bien sabido que el GC es bastante
impermeable a los gases. Tambiéen presenta una proporcion grande de &tomos de borde, que a nivel
macroscépico corresponderia con una elevada reactividad quimica del material, de forma

inconsistente con la baja reactividad que tienen los GC.

Figura 1.2. Distintos modelos de la estructura de carbono vitreo propuestos por A) Jenkins y Kawamura. B) Harris

Basandose en la estructura de diferentes alotropos de carbono, como los fullerenos o los nanotubos
de carbono, Harris y colaboradores! presentaron un modelo para la estructura de GC que se muestra
en el panel B de la figura 1.2, y que describe al GC como un material con caracteristicas similares
a las que tienen los fullerenos, incluyendo estructuras facetadas, particulas cerradas y planos
curvos. Con el modelo de Harris, se puede explicar de manera mas acertada las propiedades que
poseen los GC, como por ejemplo, la baja reactividad quimica, la dureza o la impermeabilidad

hacia los gases y liquidos.

Con excepcion de ciertas secciones del capitulo 6, donde se usan electrodos de oro policristalino,
en todo el presente trabajo se usaron electrodos de GC, como primer sustrato para realizar las
diferentes modificaciones. En el capitulo 2 y 3 se modificaron superficies de GC mediante la

oxidacion de aminas y la reduccion de iones arildiazonio.

1.2 Nanotubos de carbono
Conceptualmente considerados como hojas de grafeno enrolladas,’” los nanotubos de carbono
(carbon nanotubes, CNT pos sus siglas en inglés) son estructuras cilindricas constituidas de &tomos
de carbono con hibridacion sp?, con alta estabilidad térmica y quimica, alta elasticidad, alta fuerza
tensil y conductividad metélica.® Se los puede categorizar como CNT de pared simple (single-
walled, SWCNT por sus siglas en inglés) o multipared (multi-walled, MWCNT).
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Desde su descubrimiento, realizado por lijima en 1993,° estos materiales carbonaceos se han
investigado mucho, utilizindose ampliamente como estructuras para mejor un proceso analitico.°
Dadas su gran area superficial y su capacidad de establecer interacciones electrostaticas del tipo n-
7, e los ha empleado como materiales sorbentes, por ejemplo, en mini columnas empacadas para
cromatografia,'! en fases pseudoestacionarias para electroforesis capilar,’? en la remocion de
contaminantes ambientales, como “esponjas”,*® y también se los ha empleado como disipadores de

calor para chips,'* debido a la gran capacidad térmica que poseen.

Figura 1.3. Esquema conceptual de un nanotubo de carbono de pared simple.

La primera aplicacion de nanotubos en electroquimica, la realizaron Britto y colaboradores,™ en
1996. En este reporte se prepararon electrodos de pasta de CNTs, con bromoformo como
aglomerante, para la determinacion de dopamina, observandose la oxidacion idealmente reversible
de dopamina a dopaminoquinona y el aumento de la corriente de pico en un factor alrededor de 60.
En este primer reporte se evidenciaron las propiedades electrocataliticas de los CNTs y su potencial
uso en el desarrollo de electrodos modificados. A partir de este reporte se continué con la

investigacion y el uso de CNTSs en la construccion de superficies usadas con fines electroanaliticos.®

En los capitulos IV y V se modificaron superficies de GC recubiertos con nanotubos de carbono.
Los electrodos construidos en esos capitulos se usaron para la determinacion de iones cobre,

cadmio y plomo respectivamente.

1.3 Electrodos de oro

Las superficies de este elemento son comUnmente usadas en electroandlisis, pudiéndose
clasificarlas como electrodos de metal solido.® Los electrodos de oro presentan cinética rapida de
transferencia de electrones para muchos sistemas redox, y poseen una ventana de potencial anddico

relativamente amplia. Los electrodos de oro se han investigado intensamente, debido a varias de
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sus caracteristicas, como por ejemplo: su biocompatibilidad, la facilidad para funcionalizar su

superficie, o su alta actividad electrocatalitica en forma nanostructurada.'’

Una de las formas mas simples de modificar una superficie de oro, es mediante la formacion de
monocapas autoensalbladas con tioles, ditioles u otro grupo funcional terminal con atomos de

azufre.!® En el capitulo VI modificaron superficies de oro mediante el proceso de autoensamblado.

En el capitulo VII de este trabajo se presenta la modificacién de superficies de GC mediante el
depdsito electroquimico de oro, formando una pelicula nanoestructurada. Los electrodos obtenidos

se usaron para la determinacion de dopamina en disolucion acuosa.

1.4 Técnicas electroquimicas

1.4.1 Voltamperometria ciclica

Es una técnica electroquimica transitoria, (cyclic voltammetry, CV por sus siglas en inglés),
considerada como la técnica electroanalitica mas versatil para el estudio de una especie
electroactiva en disolucion.'® La efectividad de la CV proviene de la capacidad, rapidez y relativa
facilidad con la que se puede evaluar el comportamiento redox de una especie quimica dada, en un

amplio rango de valores de potencial, obteniendo informacion cinética y termodinamica.

Ox +ne” = Red 11
En electroanalisis es comun usar celdas compuestas por un electrodo de trabajo, un electrodo de
referencia y un contraelectrodo. La técnica de CV emplea un programa de perturbacion, donde se
varia linealmente el valor del potencial impuesto como una funcidn del tiempo, mientras se registra
la corriente que circula por la celda, como se observa en el panel A de la figura 1.4. Al realizar el
barrido de potencial se cambia el valor energético del electrodo de trabajo, de forma que al llegar
a determinado valor se empiezan a intercambiar electrones desde la especie electroactiva
(oxidacién) o desde el electrodo (reduccién) como se presenta en la reaccion 1.1. La corriente
debida al intercambio electronico se denomina faradaica (isr). En el panel B de la figura 1.4, se
muestra un voltamperograma tipico del par hexacianoferrato(l1/111) de potasio en buffer de fosfatos

a pH =7, sobre un electrodo de oro.
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Figura 1.4. A) Sefal de perturbacion tipica para voltamperometria ciclica a 500 mV s*; B) Voltamperograma de
hexacianoferrato(l1/111) de potasio 1 mM, en buffer de fosfatos 50 mM, pH = 7; sobre un electrodo de oro Area =
0.0314 cm?, a una velocidad de barrido v =500 mV s

Los registros voltamperométricos estdn caracterizados por varios parametros, tales como los
potenciales de pico anodico (Epa) Yy catodico (Epc), las corrientes de pico anodico (ipa) Yy catodico
(ipc) y el potencial de media onda (E1s), que esta relacionado con el potencial formal (E) segln la

ecuacion 1.2:%

RT  (Drea\? 1.2
Eyjp= E% + —ln( Red)

nF Dox
donde R es la constante universal de gases, T es la temperatura absoluta, n el nGmero de electrones
intercambiados, F la constante de Faraday, Dres Y Dox son los coeficientes de difusion de las

diferentes especies.

Utilizando las magnitudes de pico de un voltamperograma se pueden evaluar distintos criterios de
una reaccion electroquimica. Por ejemplo, para un proceso reversible, nono electrénico, el valor de
la diferencia de potenciales de pico (AEp = Epa - Epc ) debe ser 59 mV, y el valor del cociente de
corrientes de pico (ipw ipc) debe tender a 1. Para una reaccion electroquimica en la que el transporte
de materia esta controlado por difusion, el cociente de la corriente de pico entre la raiz cuadrada
del valor de la velocidad de barrido, (ip/v'?) debe ser constante, independientemente de la magnitud

dev.2
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1.4.2 Voltamperometria de onda cuadrada

Es una técnica electroquimica basada en pulsos de potencial, ampliamente usada en
determinaciones analiticas a nivel traza asi como en la obtencion de algunos pardmetros
cinéticos.?? Toma su nombre debido a la forma que tiene la sefial de perturbacion (square wave
voltammetry, SWV por sus siglas en inglés). Al igual que otras técnicas de pulsos, la SWV se ha
desarrollado para disminuir el efecto de la corriente capacitiva (icap), que Se debe al cargado de la
doble capa eléctrica. Por ejemplo, cuando se emplean velocidades de barrido altas en CV, la icap
puede alcanzar valores superiores a los valores de corriente correspondientes a procesos faradaicos.
23 para filtrar la contribucion capacitiva de la corriente total, en SWV se aplican pulsos de potencial
“cuadrados”, (como los que se muestran en el panel A de la figura 1.5), obteniéndose curvas de

corriente en funcion del tiempo (como las que se presentan en el panel B de la figura 1.5)

0.000 ' 0.(;25 ' 0.(;50 ' 0.(;75 ' 0.‘II00 ' O.1I25 ' 0.1I50
B
300 A
200—.
‘IOO—-
0
_100_- ( _ifar

-200 cap

i (nA)

-300 T T T T T T T T T T 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150

t(s)

Figura 1.5. A) Sefial de perturbacién cuadrada, con potenciales de inversion -0.3 y 0.3 V. B) Respuestas i vs t
simuladas. Los valores de los parametros se describen en el texto.

Los valores de las respectivas corrientes presentadas en el panel B de la figura 1.5 se calcularon
usando las ecuaciones 1.3 y 1.4, usando los siguientes valores: coeficiente de difusion Dox = Dred
=1x10° cm?s, concentracion de especie electroactiva C* = 1 mM, area del electrodo 0.075 cm?,

resistencia de la disoluciéon Rs = 100 Q, capacitancia de la doble capa Cqi = 5 pF.
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E —t/ 1.3
i = —e /'RsCai
cap Rs
, nF ADY? ¢~ 1.4
far = T 1724172

Al aplicar pulsos de potencial “cuadrados” se observa que el valor de la corriente capacitiva decae
rapidamente hacia el final del pulso, puesto que hay una relacidn exponencial entre la corriente y
el tiempo (ecuacion 1.3), mientras que la corriente faradaica se mantiene en valores considerables
debido a que existe una relacion parabdlica con el tiempo (i o t/2, ecuacion 1.4). En SWV se mide
la corriente al final de cada pulso cuadrado, filtrando de la corriente total gran parte de contribucién

capacitiva.?

A B
0.5+ 8 - .
Idirecta
7 4 .
0.4 4 Amplltud ] Iinversa
‘ 6 resta
0.3 1 —@® ]
T f Epulso 5
O 0.2+ ]
g .
(e} —
< 0.1+ <
o 2 3
> -
200 1
L 2
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-0.1 4 1
-0.2 —Q 04
1 = Uf 1
-0.3 T T T 1 -1 T T T T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
t(s) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 1.6.A) Esquema de perturbacion empleado en voltamperometria de onda cuadrada; B) SWV de Dopamina [DA]
=50 uM, sobre electrodo de carbono vitreo A= 0.0707 cm?, f = 20 Hz, Einicio = 0.0 V vs Ag/AgCI, Epuso = 5 mV,
amplitud = 25 mV, en buffer de fosfatos 10 mM, pH = 7.0.

En el panel A de la figura 1.6 se presenta un esquema general del programa de perturbacién de
potencial que se usa en SWV. Los puntos azules marcan el final de cada semi-ciclo, tiempo en el
que se mide la corriente. En esta técnica se miden dos corrientes correspondientes a los limites
superior e inferior de la amplitud, denominadas corriente directa e inversa. La velocidad de barrido
en SWV se puede calcular con el producto Epusoxf, donde f es la frecuencia en Hz de cada ciclo, es

decir, el inverso del periodo .
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Un voltamperograma de onda cuadrada se compone de valores de corriente discretos que
generalmente se unen con lineas para facilitar el manejo de los datos,?® como se muestra en el panel
B la figura 1.6. Para mejorar la sensibilidad de la técnica es comun sumar o restar los registros de
corriente directa e inversa segun sea conveniente. Al igual que en otras técnicas electroquimicas
los registros de SWV estan caracterizados por parametros como la corriente de pico (Aip) y

potenciales de pico (Ep).

1.4.3 Cronopotenciometria derivativa

La cronopotenciometria (CP), es un técnica electroanalitica galvanostatica, donde se fija una
corriente entre los electrodos de trabajo y auxiliar, mientras se registran los cambios en el valor de
potencial del electrodo de trabajo como una funcién del tiempo. En celdas de tres electrodos la
medicion del potencial se realiza con la ayuda de un electrodo no-polarizable.?® En el panel A de
la figura 1.7 se muestra un ejemplo del programa de perturbacién empleado en CP; en el panel B
de la misma figura se presenta un cronopotenciograma tipico (curvas E vs t), correspondiente a la
redisolucién de iones cobre 2 uM, adsorbidos sobre un electrodo modificado con ligantes con

grupos funcionales tipo catecol.

Uno de los pardmetros obtenidos en CP es el tiempo de transicion t, que es el tiempo donde la
concentracion de especie electroactiva, en la superficie del electrodo es igual a cero, en esas
condiciones las variables i y t se relacionan segun la ecuacion 1.5, conocida como ecuacion de

Sand.®

it/2 nF DY?2gl/2 1.5
cr 2

Donde n, F, D y C* tienen el significado descrito en la seccion 1.4.1. El valor de it*? a diferentes

valores de corriente, puede usarse para determinar C* o D de un sistema redox.

La cronopotenciometria derivativa (Derivative Chronopotentiometry, DCP por sus siglas en inglés)
es una técnica electroanalitica que consiste en determinar los valores de la derivada de potencial
respecto del tiempo (dE/dt) en un ensayo de CP y representarlos como una funcion del potencial
medido mientras se aplica una corriente entre los electrodos de trabajo y auxiliar.?” En panel C de
la figura 1.7 se presenta la sefial obtenida para iones cobre en las mismas condiciones que las

detalladas para el panel B de dicha figura.
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Figura 1.7. A) Esquema de perturbacion empleado en cronopotenciometria B) Respuesta E vs t para la determinacion

de iones cobre 2 uM en buffer MES 10 mM, pH 6.5, aplicando una corriente constante de i = 5 pA. C)
cronopotenciometria derivativa obtenida con los mismos pardmetros que los detallados en el panel B.

Una ventaja de representar la derivada dt/dE vs E es que se obtiene una sefial en forma de pico, del
que se puede determinar su altura. La posibilidad de medir la altura de pico mejora la respuesta,

una caracteristica muy buscada, por ejemplo, en el desarrollo de métodos analiticos donde es
importante tener sefiales grandes cuya magnitud sea facil de medir.

1.4.4 Espectroscopia de impedancia electroquimica

La impedancia es una medida de la dificultad que se presenta en un circuito eléctrico para permitir
el flujo de una corriente eléctrica.?® La impedancia electroquimica se mide usualmente al aplicar
una perturbacién sinusoidal de potencial a una celda electroguimica, mientras se mide la corriente
que fluye a través de dicha celda. Para sistemas lineales’, la impedancia puede expresarse como la
relacion entre potencial y corriente, como se describe en la ecuacion 1.6.2%2°

e E sin(wt 1.6
S (@)

i1 sin(wt + @)

7 Un Sistema eléctrico es lineal si la respuesta es una funcion lineal de la sefial de perturbacién. En otras palabras, si a
un sistema eléctrico lineal se le perturba con dos 0 mas sefiales, la respuesta debe ser la suma de las respuestas que se
obtendrian al aplicar cada una de las sefiales de perturbacién por separado.
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donde o es la frecuencia angular en rad s, que es 2r veces la frecuencia en Hz; | y E representan
el valor de la amplitud de las sefiales de respuesta y perturbacion, respectivamente, y g es el cambio

en el angulo de fase.

Conviene pensar en i y e como vectores rotacionales o fasores, girando a una frecuencia de rotacion
® Y separados por un ngulo de fase ¢, como se muestra en la figura 1.8. La amplitud | y E de cada

sefial se representa como el médulo de cada fasor.

0.5

0.0

-0.5

—e

Figura 1.8. Diagrama de fasores mostrando la relacidn entre sefiales alternas de corriente y voltaje a frecuencia . Fig.
Adaptada de 22.

Un adecuado tratamiento de los fasores para los distintos elementos eléctricos permite encontrar
las componentes real e imaginaria para la impedancia de dichos elementos. En la tabla 1.1 se

presenta un resumen de las funciones matematicas correspondientes a algunos de estos elementos.

Tabla 1.1. Valores de impedancia de algunos elementos de circuitos eléctricos

Elemento z 7z’
Resistencia R 0
Capacitancia 0 1/oC
Inductancia 0 -oL

La espectroscopia de impedancia electroquimica (electroctrochemical impedance spectroscopy,
EIS por sus siglas en inglés) es una técnica en la que aplica una sefial de perturbacion periddica y
de frecuencia variable a lo largo de varios 6rdenes de magnitud en el tiempo, como se esquematiza
en el panel A de la figura 1.9. En el panel B de esa figura, se presentan datos de EIS para la
reduccion de 1,4-benzoquinona en un medio no acuoso sobre un electrodo de carbono vitreo. Los
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datos se presentan en un grafico de 3 dimensiones, puesto que la impedancia es una variable
compleja. Los espectros de impedancia suelen representarse cominmente como diagramas de

Nyquist o diagramas de Bode (en los planos cartesianos log|Z| vs log f o ¢ vs log f).%
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Figura 1.9 A) Esquema de perturbacién empleado en espectroscopia de impedancia electroquimica. B) Impedancia de
un electrodo de carbono vitreo inmerso en una disolucién 1 mM de 1,4-benzoquinona en DMSO, con NBusCIO4 0.1M
como electrolito soporte. Frecuencias de 1 a 10° Hz; potencial aplicado igual a -0.638 V vs Ag/Ag*.

Existen al menos dos enfoques principales para procesar los datos experimentales obtenidos con
EIS: el primero, que solo serd mencionado en este trabajo, se basa en plantear un esquema con los
distintos mecanismos de reaccion, y desarrollar expresiones matematicas que describen la funcién
de transferencia de la impedancia faradaica, finalmente se ajustan los datos experimentales al
modelo matematico desarrollado. El segundo enfoque para procesar datos de EIS consiste en
utilizar circuitos equivalentes para modelar la celda electroquimica, como se muestra en la figura
1.10. Usando un circuito adecuado, los datos experimentales se ajustan para determinar el valor
numérico de los parametros buscados. Los circuitos se construyen combinando adecuadamente, en
serie o paralelo, diferentes elementos discretos. Por ejemplo, la doble capa eléctrica que se forma
en la superficie de un electrodo, se puede modelar empleando un capacitor de placas paralelas.
Ademas de resistencias, inductores y capacitores, generalmente se emplean otros componentes para
describir los distintos fendmenos electroquimicos como, elementos de fase constante, (constant
phase element, CPE pos sus siglas en inglés), o impedancia de Warbug. El uso de estos nuevos

componentes se debe a la naturaleza compleja de un sistema electroquimico.
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Figura 1.10 A) Diagrama del circuito de Randles simple, Cq = capacitancia de la doble capa, R = resistencia a la
transferencia de carga, Rs = resistencia de la disolucién. B) Esquema de una celda electroquimica y como se la modela
empleando elementos discretos.

1.5 Aplicaciones de las técnicas electroquimicas

1.5.1 Determinacion de k° usando voltamperometria ciclica

Lavagnini y colaboradores informaron un metodo para determinar la constante de rapidez de
transferencia heterogénea de electrones (k°), 32 basadonse en la teoria desarrollada por Nicholson
y Shain.?! En el método presentado por Lavagnini se usa una familia voltamperogramas obtenidos
a diferentes velocidades de barrido (v). De cada CV se mide el valor AE; y se calcula el respectivo
valor de la funcion W, con la ecuacion 1.7; el valor de AEp,xn debe expresarse en mV. A
continuacion, se construye una grafica ¥ vs C-v~"2, donde C es un conjunto de constantes (ver
ecuacion 1.8), que describe una linea recta cuya pendiente corresponde al valor de k°:

_ —0.6288 + (0.0021 AEp X n) 1.7
B 1—(0.017 AEp X n)

F 1 Y2 1.8
Y = [mDn—— kOv=1/2
[n "RT v
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1.5.2 Determinacion electroquimica de pKa superficial
En la ecuacion 1.9 se describe la disociacion de un &cido genérico HA, que se encuentra en
disolucion, este acido tiene una constante de acidez, Ka que puede ser evaluada mediante el uso de

la ecuacion 1.10.

-2 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
AEp x n (mV)
Figura 1. Representacion gréfica de la ecuacion 1.7, fig. tomada y adaptada de 32.

HA2 A~ +HY 1.9
o AT 1.10
“ [HA]

A partir de la definicién de Ka en el seno de una disolucién, es posible definir el valor de K,
superficial de una capa organica con grupos acido-base. Para el caso de las peliculas organicas
inmovilizadas sobre una superficie, [A’] y [HA] representan las concentraciones superficiales de
moléculas disociadas y no disociadas de la pelicula, expresadas como una fraccion molar,* como

se detalla en la ecuacion 1.11, considerando la capa completa como una unidad.

[47] 1.11
[A~] + [HA]
En un ensayo de CV se puede asumir que la i total estd compuesta por dos partes independientes,

[A7]+[HA]l=1; [A7] =

la primera debida a la fraccion de la pelicula disociada [A7] y la segunda correspondiente a la

fraccion no disociada [HA], de modo que iqr puede representarse como se detalla en ecuacion 1.12:
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ifar = ig- [A7] + iya [HA] 1.12
donde ia- e ian corresponden a los valores de corriente de la sonda redox obtenidas sobre las
estructuras moleculares A" y AH, respectivamente. Empleando las ecuaciones 1.12, 1.10 y
propiedades de logaritmos se obtiene la ecuacion 1.13 para la determinacion del valor de pKa
superficial de la pelicula. La deduccidn de esta ecuacion se realizo utilizando i, sin embargo usando
el mismo razonamiento, se puede deducir ecuaciones similares utilizando otras parametros
electroquimicos que dependen del pH del medio en que estén sumergidas las peliculas como Rt 0
Cur

i—i
pKa =pH+log<. H‘.‘) 1.13
ig- —1 '
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2.1 Introduccion

Se conoce como modificacion electroquimicamente asistida al conjunto de estrategias que forman
injertos moleculares sobre superficies pristinas.! En este tipo de modificacion se producen especies
radicalarias a partir de reacciones de intercambio electronico entre moléculas en disolucion y la
superficie de un electrodo.* Los radicales generados en las cercanias del electrodo, se acoplan sobre
la superficie formando enlaces de naturaleza covalente. Este tipo de modificacion de superficies de
carbono se ha realizado antes ya mediante la oxidacion de aminas, arilacetatos y alcoholes, asi

como mediante la reduccién de cationes diazonio,? o diariliodonio.?

En 1990 Barbier, Pinson y colaboradores,* publicaron el primer reporte de la modificacion
electroquimicamente asistida de superficies de carbono, mediante la oxidacion de aminas. En el
trabajo de Barbier se acoplaron aminas primarias y secundarias desde disolventes no acuosos, con
superficies de carbono vitreo (GC) y fibras de carbono. Aunque todos los derivados de aminas
presentan procesos de oxidacion bien definidos, no existe evidencia para la inmovilizacion de
aminas terciarias, mientras que con aminas secundarias se han conseguido coberturas pobres. Esto
sugiere que la cantidad de sustituyentes del grupo amino es importante, puesto que limitan la

cercania con los sitios activos del carbono.

La formacion de injertos moleculares a partir de aminas primarias surge como una herramienta de
sintesis interesante. Esta estrategia se presenta como una alternativa facil y rapida de obtener
superficies con caracteristicas electrocataliticas o con grupos funcionales que posteriormente
permiten acoplar ligantes y construir sensores. Por ejemplo, la oxidacion de B-NADH se facilita al
usar electrodos de carbono vitreo con dopamina inmovilizada. De igual manera, se ha logrado

acoplar biotina sobre superficies modificadas con aminas, para obtener un sensor de avidina.*

En este capitulo se describe la modificacion de superficies de carbono, (GC y CNT) mediante la
oxidacion de aminas. Las superficies modificadas se caracterizan usando técnicas electroquimicas,
como CV y EIS, también se estima el valor de la constante de acidez de la superficie de carbono

vitreo injertada con acido 4-aminobenzoico (GC/PABA).
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2.2 Parte Experimental

2.2.1 Reactivosy equipos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich: Acido 4-aminobenzoico (PABA),
histamina (hist), dopamina (DA), dietilentriamina (DTA), nanotubos de carbono multipared (CNT,
en adelante se usara este acronimo), cloruro de potasio. A continuacion se enlistan los reactivos
obtenidos de J.T. Baker: hexacianoferrato(ll) y hexacianoferrato(lll) de potasio, dihidrégeno
fosfato de potasio, monohidrégenofosfato de potasio, &cido clorhidrico, etanol (EtOH), acetonitrilo
(ACN).

Los experimentos voltamperométricos (CV), y de espectroscopia de impedancia (EIS) se realizaron
con un potenciostato CH Instruments, modelo CHI 920C. Se us6 una celda de tres electrodos
compuesta por: electrodos de GC tipo disco de 3 mm de diametro, (CH Instruments), como
electrodos de trabajo, un alambre de platino de 0.5 mm didmetro y 12 cm de longitud (enrollado
en forma de espiral) como electrodo auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl (3 M KCI) como
referencia. Antes de realizar los distintos experimentos electroquimicos, se elimin6 el oxigeno

disuelto mediante burbujeo de nitrégeno en la disolucion durante al menos 10 minutos.

2.2.2 Modificacion de la superficie

Los electrodos de GC se pulieron mecanicamente utilizando suspensiones de alimina con
diferentes tamafios de particula (1.00, 0.30 y 0.05 um). A continuacion, los electrodos se lavaron
con abundante agua para eliminar las particulas restantes de alimina; finalmente, se secaron con
acetona. Los electrodos GC/CNT se construyeron al depositar 20 pL de suspension de nanotubos

de carbono en tolueno, 2 mg mL, sobre superficies limpias de GC.

Los electrodos GC y GC/CNT se sumergieron en una disolucion de la respectiva amina, donde se

realizaron varios barridos, entre cada barrido la disolucidn se agito.

2.2.3 Determinacion de capacitancia de doble capa

Los datos obtenidos al realizar ensayos de EIS, se pueden representar como el logaritmo del médulo
de impedancia en funcion del logaritmo de la frecuencia, log Z vs log o . Esta representacion
grafica se conoce como diagrama de Bode mddulo y ofrece varias ventajas respecto del diagrama
de Nyquist, puesto que en esta clase de representaciones facilmente se observa la dependencia de

impedancia con la frecuencia. A frecuencias altas se puede determinar el valor de la resistencia de
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ladisolucion, Rs a frecuencias bajas es posible determinar el valor de la resistencia a la transferencia
de carga R¢t mientras que el valor de la capacitancia de la doble capa, Cqi se puede calcular a valores
intermedios de frecuencia. A valores de frecuencia intermedias el diagrama de Bode maddulo
representa una linea recta con pendiente -1, si se extrapola esa linea hasta el eje de log Z es posible
encontrar el valor de Cgq usando la ecuacion 2.5. A continuacion se presenta el desarrollo

matematico de esta ecuacion.

—J 2.1

e =——

CTwcC
logZ = —log(wC() 2.2
logZ = —log(2nf) — log(C) 2.3

Si f=0.16 Hz, o= 2nf =1ylog (2=f) =0

Entonces logZ=-log C cuandof=0.16 Hz 2.4
O también Zi=016Hz) = 1/IC 2.5

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Acido 4-aminobenzoico

La modificacion de electrodos de GC, se efectué mediante la oxidacion del grupo amino del acido
4-aminobenzoico (PABA), utilizando el procedimiento reportado por Liu y colaboradores.®> Se
realizaron ciclos consecutivos de barrido de potencial desde 0.8 hasta 1.35 V vs Ag/AgCl, con una
rapidez de 20 mV s, a electrodos de GC sumergidos en una disolucion etanélica 1.5 mM de
PABA en LiClO4 0.1 M. En el panel A de la figura 2.1, se esquematiza el proceso de formacion de
injertos moleculares sobre superficies. El proceso inicia con la sustraccion de un electron del
nitrégeno, para formar un radical cation que al estar en las cercanias de la superficie se une
covalentemente a la superficie del GC mientras se elimina un proton de la amina.* Como evidencia
experimental del esquema propuesto se presenta los voltamperogramas del panel B de la figura 2.1,
donde se observa que, al aumentar el nimero de barridos, la corriente de pico disminuye. Por
ejemplo, al realizar el quinto barrido la corriente ha disminuido alrededor de 45%. Este

comportamiento puede atribuirse a la reduccidn sucesiva de sitios activos en la superficie del
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electrodo, por la formacion de la capa organica de PABA. En este trabajo llamaremos a este proceso

pasivacion del electrodo.

B
A 16 4 —o— 1 ciclo

—0—5
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GC z \\o

) 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 13 14 15
E (V vs Ag/AgCl)
Figura 2.1. A) Esquema de modificacién de superficies mediante oxidacion de aminas. Adaptado de la referencia 4.
B) Diferentes ciclos voltamperométricos de PABA en disolucién etandlica 1.5 mM en LiClO4 0.1 M, a 20 mV s,

Para comprobar la modificacion de la superficie de GC, se emple6 el par hexacianoferrato de
potasio como sonda redox. Se utiliz6 este complejo puesto que en disolucion acuosa la sonda es un

anion, y la superficie modificada debe tener grupos carboxilo expuestos a la disolucién.
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—0— GC/PABA pH = 3.5
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Figura 2.2 Registros del par hexacianoferrato de potasio 1.5 mM sobre superficies GC/PABA a diferentes valores de
pH. A) CV, v =100 mV s* b) Diagrama de Nyquist, amplitud 10 mV; rango de frecuencias: 1 < f < 1x10* Hz; potencial
DC Egc = Eop. En ambos casos se usaron disoluciones de KCI 0.1 M en buffer de fosfatos 40 mM.
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A valores de pH superiores al pKa superficial, los grupos &cidos de las moléculas injertadas se
encuentran desprotonados, en forma de carboxilatos, haciendo que la superficie del electrodo esté
cargada negativamente, pudiendo repeler a la sonda redox por efectos electrostaticos. Esta hipétesis
puede apoyarse en los resultados experimentales presentados en la figura 2.2. En el panel A se
observa voltamperogramas obtenidos con GC pristino y superficie GC/PABA, a pH = 7.0, la
diferencia de potenciales de pico, AEp, cambia de 98 a 784 mV. De manera similar, en los
diagramas de Nyquist presentados en el panel B se determinaron valores de resistencia a la
transferencia de carga Re, a pH = 7.0, de 9.2x10? y 1.3x10° Q, para electrodos GC y GC/PABA
respectivamente. Este comportamiento indica la presencia de la pelicula orgéanica. En la figura 2.2
también se muestran los respectivos registros obtenidos con la superficie GC/PABA a pH = 3.5
midiéndose valores de AE, = 294 mV y Re = 2.8x10° Q, confirmando la presencia de la pelicula
de PABA, que le confiere propiedades &cido-base a la nueva superficie. Con este conjunto de
experimentos se valida la hipotesis propuesta de repulsion electrostatica entre la sonda redox y la

superficie

Para encontrar las mejores condiciones experimentales para la modificacion de las superficies de
GC, se cambio el medio de reaccion donde se realizo la oxidacion de la amina del PABA, en la
tabla 2.1 se detalla la composicién de los diferentes medios de reaccion empleados en dichos

ensayos.

Tabla 2.1. Composicidn de los diferentes medios de reaccién empleados para la modificacién de GC con PABA.

Cadigo Solvente Electrolito Soporte (0.1 M)
w1 Agua KCI, pH libre ~5.3
W2 Agua KCI + NaOH 10 mM
EtOH Etanol LiClO4
ACN Acetonitrilo LiClO4

En la figura 2.3 se muestran barridos consecutivos realizados en distintos medios de reaccion para
la oxidacion de PABA sobre superficies de GC. En los paneles A 'y B se observa claramente que a
medida que aumenta el numero de barridos, el valor de la corriente de pico disminuye mientras el

valor de potencial de pico se desplaza a valores mas altos. Este comportamiento es més evidente

38



en el panel A, donde la desaparicion de la sefial de oxidacion es casi completa cuando se realiza el

barrido por tercera vez.

En los paneles C y D de la figura 2.3, se observa que el proceso de oxidacion del PABA sucede
practicamente al mismo valor de potencial, 1.22 V vs Ag/AgCl, independientemente del nimero

de barridos o del medio de reaccién empleado.

W1 W2
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14 =~ 1" barrido
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D ACN

24 1

i (nA)

06 08 10 12 14 e oe 1o 12 14
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 2.3. Registros sucesivos, de la oxidacion de la amina del PABA 1mM sobre GC en diferentes medios de
reaccion, a una velocidad de barrido de 25 mV s, En la tabla 2.1 se detalla la composicién de cada medio de reaccion.

Con los datos obtenidos de esta serie de experimentos, se concluye que los mejores resultados para
modificacion de GC se obtienen empleando disoluciones acuosas de PABA en KCI como

electrolito soporte a pH libre, (medio de reaccion W1).

Una vez que se encontrd el mejor medio de reaccién para la modificacion de los electrodos de GC,
se construyeron electrodos GC/PABA para determinar el valor del pKa superficial. Para ello se
usaron voltamperometria de barrido lineal (linear sweep voltammetry, LSV por sus siglas en inglés)
y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Los voltamperogramas se obtuvieron usando
una serie de disoluciones de Fe(CNg)*”* a diferentes valores de pH, como los que se muestra en el

panel A de la figura 2.4, donde se observa que la corriente de pico cambia en funcion del pH de la
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disolucién donde se realiz6 cada ensayo. Usando los datos de corriente de pico, a continuacion se

construyo el grafico ipc Vs pH como se observa en la figura 2.5.

20 A
5.5 -
5.0 -
4.5
4.0 -
N
8 35+
-20 1 3.0 4
T 2.0 -
-40 T T T T T T T T T T T N T T T T T T T T T T 1
06 -04 -02 00 02 04 1 2 3 4 5 6
E-E, log ®

Figura 2.4. A) Voltamperogramas de barrido lineal a diferentes valores de pH, v =100 mV s* usando hexacianoferrato
(11/111) de potasio 3 mM en KCI 0.1 M en buffer de fosfatos - acetatos 50 mM; B) Diagrama de Bode, amplitud 10 mV;
frecuencia de 1 a 10* Hz; Epc = Eoep. Se emplearon disoluciones acuosas de KCI 50 mM en buffer de fosfatos-acetatos
25 mM.

Usando EIS se realizaron ensayos con electrodos GC/PABA sumergidos en disoluciones con
diferentes valores de pH. Con los datos obtenidos, se construyeron los respectivos diagramas de
Bode mddulo, como se muestra en el panel B de la figura 2.4, para la determinacion del valor de
Cal correspondiente a cada valor de pH.

En la figura 2.5 se presenta un gréfico, que presenta una magnitud electroquimica (ipc, Cal), €n
funcion del pH; en este manuscrito, a este tipo de representaciones las llamaremos titulaciones.®
Los valores de pKa superficial del electrodo GC/PABA se determinaron ajustando los datos
experimentales a la ecuacion 1.13. Mediante un ajuste no lineal de minimos cuadrados, se
calcularon valores de pKa de 3.2 y 3.4 para las técnicas de LSV y EIS, respectivamente. El valor
promedio de pKa obtenido en este trabajo es 3.3 £ 1, este valor concuerda con el valor reportado
por Cheng y colaboradores,’ quienes obtuvieron un valor de pK, superficial de 3.1 para electrodos

de carbono vitreo modificados con acido 4-aminobenzdico.
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Figura 2.5. Resultados de titulaciones amperométrica (cuadrados azules) e impedimétrica (circulos rojos) usando
electrodos GCE/PABA. Los valores presentados son el promedio de 2 electrodos en cada caso.

2.3.2 Dietilentriamina

Se modificaron superficies de GC utilizando dietilentriamina (DTA), mediante la formacién de
injertos moleculares, segun el reporte de Adenier y colaboradores.® La modificacion se realizd
mediante barridos de potencial en una disolucién de DTA 5 mM en acetonitrilo seco con malla
molecular 3A, empleando un electrodo de referencia de Ag/Ag*, con nitrato de plata en disolucién
[Ag"] = 10 mM. Los voltamperogramas obtenidos se presentan en la figura 2.6, en el primer barrido
se aprecia una sefial de oxidacion bien definida con ipa =142 uA 'y Epa = 0.795 V vs Ag/Ag™. Al
realizar el segundo y tercer barrido la sefial de oxidacion no tiene forma de pico, y el valor de la
corriente disminuye cerca de 70 % en el segundo barrido mientras para el tercer barrido es similar
al valor de la corriente del blanco. Este comportamiento se puede atribuir a la pasivacion de la
superficie de GC por la formacion de injertos de DTA.
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Figura 2.6. Ciclos sucesivos de oxidacion de dietilentriamina DTA 5 mM en acetonitrilo, sobre electrodos de carbono
vitreo, se emplearon disoluciones de NBusPF¢0.1 M y una velocidad de barrido de v=0.2 V s™.

En el panel A de la figura 2.7 se comparan los registros de oxidacion de DTA, obtenidos sobre
diferentes electrodos de carbono limpios. Con estos ensayos se presenta evidencia experimental de
la reproducibilidad de la formacion de los injertos de DTA sobre electrodos de GC con las
condiciones experimentales usadas. En panel B se muestran registros voltamperométricos
obtenidos sobre superficies de GC, utilizando concentraciones diferentes de DTA. Con este ultimo
ensayo se demuestra que la sefial obtenida corresponde al proceso de oxidacion de la DTA, puesto
que las corriente de pico es directamente proporcional a la concentracion de la especie redox,

midiéndose valores de 142 y 287 uA para concentraciones de DTA de 5y 10 mM respectivamente.

2.3.3 Histamina

Utilizando un procedimiento similar al descrito en la seccion anterior, se modificaron superficies
de carbono con histamina. La modificacion se realizd6 mediante barridos consecutivos, en
disoluciones de la amina en acetonitrilo seco con malla molecular 3A y usando como referencia un
electrodo de Ag/Ag*,[Ag*] = 10 mM.

La formacion de injertos de histamina se efectu6 sobre dos superficies diferentes, electrodos
pristinos de carbono vitreo, GC (ver figura 2.8) y nanotubos de carbono soportados sobre electrodos
de carbono vitreo GC/CNT (ver figura 2.9). En ambos casos se utilizaron la misma concentracién

de histamina.
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Figura 2.7. A) Sefiales de oxidacion de dietilentriamina sobre diferentes electrodos B) sefial de oxidacion de DTA a
diferentes concentraciones. Datos experimentales iguales a la figura 2.6.
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Figura 2.8. A) Sefial de oxidacion de histamina en acetonitrilo con NBusPFs 0.1 M. B) Modificacidn de la superficie
mediante ciclos sucesivos. En ambos casos se emplearon sobre superficies pristinas de carbono vitreo.

En el panel A de la figura 2.8 se observa una sefial correspondiente a la oxidacion de histamina
sobre GC con i, =16.3 pAy Ep, =0.69 V vs Ag/Ag*, mientras que en el panel A de la figura 2.9 se
observan dos sefiales de oxidacion sobre GC/CNT, la primera en 0.40 V y la segunda en 0.93 V vs

Ag/Ag", con corrientes de pico de 81.9 y 142.1 pA respectivamente. En los paneles B de las figuras
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2.8 'y 2.9 se presentan voltamperogramas correspondientes a barridos sucesivos de potencial sobre

diferentes superficies.

El comportamiento general, mostrado en los voltamperogramas, indica la modificacion mediante
formacién de injertos de histamina sobre las superficies GC y CG/CNT. Se puede resaltar que
cuando la histamina se oxida sobre la superficie de nanotubos de carbono (410 mV vs Ag/Ag®) el
potencial de pico de oxidacion disminuye alrededor de 280 mV respecto del GC pristino (690 mV
vs Ag/Ag"). Es importante mencionar que sobre las superficies GC/CNT aparece una sefial anddica
extra a potenciales mas altos. Este fendmeno se puede atribuir a oxidacién de otra especie redox

que se produce debido a la elevada cantidad de sitios activos que tienen los nanotubos de carbono.
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Figura 2.9. A) Sefial de oxidacion de histamina en acetonitrilo con NBusPFg 0.1 M sobre electrodo GC/CNT. B)
Modificacién de la superficie mediante ciclos sucesivos.

2.3.4 Dopamina
En otro conjunto de experimentos se modifico la superficie de nanotubos de carbono, soportados
sobre electrodos de carbono vitreo (GC/CNT), mediante la oxidacion del grupo amino de la

dopamina (DA), utilizando barridos de potencial.*
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Figura 2.10. A) Sefial de oxidacién de dopamina (DA) en disolucién acuosa en KCI 0.1M, sobre electrodos GC/CNT.
Con una velocidad v = 10 mV s™. B) Modificacion de la superficie GC/CNT mediante ciclos sucesivos.

En el panel A de la figura 2.10 se muestra un voltamperograma correspondiente a la oxidacion de
DA en medio acuoso a pH libre con KCI 0.1 M como electrolito soporte. En este registro se observa
un pico de oxidacion de la DA a dopaminoquinona (DQ) ipa = 46.4 pA a 0.45 V vs Ag/AgCl, el
correspondiente pico de reduccion de DQ a DA se observa a 0.38 V vs Ag/AgClI con una magnitud
de 31.8 pA. En esta figura también se observa el limite superior de potencial de la ventana de
electroactividad en 1.2 V vs Ag/AgCI. En el panel B de la figura 2.10 se presenta voltamperogramas
correspondientes a barridos sucesivos y como ya se ha presentado con anteriores moléculas,
mientras el numero de barridos aumenta, el valor de la corriente disminuye, indicando que la

superficie se pasiva a medida que el nimero de ciclos aumenta.

La caracterizacion electroquimica de los electrodos GC/CNT/DA es sencilla, debido a la
electroactividad del grupo catecol. Después de formarse el injerto molecular, los electrodos se
enjuagaron y se sumergieron en una disolucion acuosa de HCI 0.1 M. En esas disoluciones se
realizaron barridos potenciodinamicos, y los respectivos voltamperogramas se presentan en los

paneles By C de figura 2.11.
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Figura 2.11. A) CV de dopamina 1.5 mM en disolucidn sobre electrodos GC/CNT. B) Electrodo modificado
CG/CNT/DA C) Familia de CV a diferentes velocidades de barrido con electrodo GC/CNT/DA. D) Gréfica de la
corriente de pico vs la velocidad de barrido. En todos los casos se usaron disoluciones de HCI 0.1 M.

En el panel A de la figura 2.11 se presenta un CV obtenido con DA en disolucién acuosa sobre
electrodos GC/CNT, la diferencia de potenciales de pico es de 36 mV (528-492 mV). Los picos
del voltamperograma obtenido con el electrodo GC/CNT/DA, (ver panel B), son bastante
simétricos y los valores de potencial de pico son practicamente los obtenidos con dopamina en
disolucion acuosa, Epc = 0.49 y Epa = 0.51 V vs Ag/AgCI. Estos resultados sugieren que la molécula
de dopamina se encuentra inmovilizada sobre la superficie del electrodo. Para comprobar esta
hipdtesis, se obtuvo una familia de voltamperogramas a diferentes velocidades de barrido, que se
presenta en el panel C de la figura 2.11. En el panel D de esta figura, se presenta el valor de la
corriente de pico en funcion del valor de la velocidad de barrido, se observa una relacion
directamente proporcional entre ip y v. La dependencia lineal entre la velocidad de barrido y la
corriente de pico se observa en sistemas donde la especie electroactiva no depende del transporte
de materia,® confirmando que existen moléculas de DA inmovilizadas sobre la superficie del
electrodo GC/CNT.
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2.4 Conclusiones

En el presente capitulo se presentan voltamperogramas donde se observa la construccién y

caracterizacion de varias plataformas usando la oxidacion de aminas como estrategia de

preparacion, sobre superficies de carbono vitreo de injertaron acido 4-aminobenzoico,

dietilentriamina e histamina. Se estudiaron las propiedades &cido—base de la superficie GC/PABA,

usando voltamperometria ciclica con el par hexacianoferrato potasio como sonda redox y

espectroscopia de impedancia electroquimica, calculandose un valor de pKa superficial de 3.3 + 1.

Utilizando la oxidacion de aminas se modificaron nanotubos de carbono, con histamina y

dopamina. La inmovilizacién de las moléculas de dopamina sobre los electrodos GC/CNT se

caracterizo electroquimicamente usando las propiedades redox del grupo catecol en medio &cido.
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3.1 Antecedentes

En 1992 Delamar, Savéant y colaboradores,® presentaron un trabajo donde demostraron que la
reduccion de cationes diazonio sobre electrodos de carbono vitreo, da lugar a la formacién de una
capa organica fuertemente adherida a la superficie del electrodo. En la reaccidon se intercambia un
electron desde el electrodo al cation diazonio, formandose un cation radical, que después libera una
molécula de nitrégeno para generar el respectivo radical arilo, el que finalmente se enlaza con la
superficie del electrodo, como se esquematiza en el panel A de la figura 3.1. Usando la reduccion
de cationes diazonio, se ha reportado la modificacion varios materiales carbonaceos tales como:
carbono vitreo (GC), fibras de carbono,? electrodos serigrafiados de grafito,? diamante dopado con
boro,* nanotubos de carbono,® grafeno,® oro,’ cobre,® y semiconductores como el éxido de indio y
estafio.® Mucho del trabajo reportado respecto de este método de modificacion de superficies, se
ha realizado en medios no acuosos, aunque también hay reportes donde se usan disoluciones

acuosas acidas de &cido sulfdrico o clorhidrico (pH < 2).1°

En este capitulo se investiga la modificacion de electrodos modificados mediante la reduccion de
cationes arildiazonio sintetizados in-situ, para establecer una metodologia experimental de
modificacién. La caracterizacion de las superficies obtenidas se realiza utilizando 1-4,

benzoquinona como sonda redox, en medio no acuoso.

3.2 Parte Experimental

3.2.1 Reactivosy equipos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Aldrich: Acido 4-aminobenzoico (PABA), 4-
nitroanilina (NAn), 1,4-benzoquinona (Q), clorato de tetrabutilaménio (NBusClOa) y cloruro de
potasio. Los reactivos detallados a continuacion de obtuvieron de J.T. Baker: fenol, nitrito de sodio,
hexacianoferrato(ll) y hexacianoferrato(lll) de potasio, dihidrogeno fosfato de potasio,

monohidrégenofosfato de potasio, acido clorhidrico , acido perclérico, dimetilsulfoxido (DMSO).

Los experimentos voltamperométricos (CV), y de espectroscopia de impedancia (EIS) se hicieron
usando un potenciostato CH Instruments, modelo CHI 920C, con una celda de tres electrodos. Se

usaron electrodos de carbono vitreo (3 mm de didmetro, CH Instruments) como electrodo de
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trabajo, un alambre de platino 0.5 mm diametro y 12 cm de longitud como electrodo auxiliar y un
electrodo de Ag/AgCl (3 M KCI) como referencia.

3.2.2 Modificacion de la superficie

Se inici6 con la sintesis de los iones diazonio, usando disoluciones acuosas del precursor, PABA 0
NAn, en &cido perclorico o clorhidrico en una concentracion 0.1 M. Estas disoluciones se enfriaron
a 0 °C por 15 minutos, para después agregar a la disolucion de precursor, suficiente nitrito de sodio
para obtener una concentracion de nitrito igual a 10 mM. La reaccion de diazotacion ocurre
rapidamente y solo se dejo reposar 5 minutos antes de emplear la disolucion final como medio de
reaccion en la celda electroquimica. Se aplicaron barridos de potencial para formar el injerto

molecular sobre los diferentes electrodos.

La formacion del correspondiente cation arildiazonio se verificO rapidamente, utilizando una
reaccién de acoplamiento con fenol o catecol. El producto del acoplamiento se aprecia facilmente
por la coloracion que tiene la disolucion, debido a la formacién del correspondiente colorante
azoico, como se detalla en la ecuacién 3.1. La reaccion de acoplamiento se hizo en disoluciones

acuosas basicas con valores de pH mayor a 10.

AN OH /©/OH
OoH ;7‘
+ —>/©/N 3. 1
R
R

R = NOz, COOH

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Acido 4-aminobenzoico
La sintesis del cation diazonio se realizo6 in-situ debido a la solubilidad de reactivos empleados y

la facilidad experimental, puesto que al usar esta estrategia no se requiere purificacion o
almacenado de la sal de diazonio, que es muy inestable. Para la reaccion de diazotizacion se
requiere del cation nitrosilo NO™, que puede obtenerse en disolucién a partir de nitrito de sodio
NaNO- en medio acido como se detalla en la ecuacion 3.2.
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La reaccion entre el &cido 4-aminobenzoico, que es una arilamina primaria, y el catién nitrosilo
produce el respectivo ion diazonio, como se detalla en la ecuacién 3.3 que describe el mecanismo

de la reaccién de diazotizacion.t

NQ NH—N
A\N
N—

+ o
o N
= @ X
e
HO HO
HO
\O Y

© l 33
M _
o s N=—N
=N N—/N
N -H,0 :/> H -(gl He /
-— "9 -~
H
OH / OH OH
o o o

El proceso formacion de injertos moleculares se llevo a cabo usando disoluciones acuosas de acido
perclérico 0.1 M. El panel B de la figura 3.1 se presenta registros consecutivos de voltamperometria
de barrido lineal (LSV). En la sefial correspondiente al primer barrido, se aprecia un pico bien
definido que corresponde a la reduccion del cation diazonio a 0.22 V vs Ag/AgCl con ipc = 13.3
pA. En los siguientes barridos de reducciéon la sefial en forma de pico desaparece, indicando la
adsorcion de los radicales formados sobre la superficie de GC y la consecuente pasivacion del

electrodo.
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Figura 3.1. A) Esquema de la modificacion de superficies mediante reduccion del cation diazonio sintetizado in-situ a
partir de acido 4-aminobenzoico en disolucidn. B) Sefiales de reduccion del ion 4-carboxibencenodiazonio, 5 mM en
HCIO4 0.1 M, a una velocidad de barrido de v=10.2 V s™.

Los electrodos modificados GC/PABAr se caracterizaron usando disoluciones de 1,4-
benzoquinona (Q) en dimetilsulfoxido (DMSO). Se decidi6 usar esta sonda redox para atenuar o
eliminar los efectos de repulsion electrostatica entre la superficie modificada y la sonda. En el panel
A de la figura 3.2 se presenta un voltamperograma tipico de Q en NBusClO4 0.1 M, donde se
observan dos sefiales redox consecutivas, de intercambio monoelectronico cada una. EI primer
proceso redox, donde se forma el anién semiquinona (Q-, E12 = -0.68 V vs Ag/Ag") es reversible,
mientras que el segundo intercambio electrénico, donde se forma el dianion quinona (Q%, Ez = -
1.06 V vs Ag/Ag") es quasireversible.’? El grafico de las corrientes de pico correspondientes del
primer proceso redox (Q-Q”), en funcién de la velocidad de barrido tiene una dependencia lineal
con la raiz cuadrada de la esta magnitud, indicando que es un proceso controlado por difusion,
como se muestra en el panel B de la figura 3.2. Este grafico se construyd haciendo barridos de
potencial que inician y terminan en -0.3 V con un potencial de inversién de 0.9 V vs Ag/Ag",

similares a los presentados en el panel A de la figura 3.3.
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Figura 3.2 A) CV de 1,4 benzoquinona 1 mM en DMSO con NBu4CIlO4 0.1 M sobre electrodos de carbono vitreo v =
0.1 V s. B) Corrientes de pico del primer proceso redox correspondiente a quinona- anion semiquinona a diferentes
velocidades de barrido.

En el panel A de la figura 3.3 se muestran voltamperogramas de Q obtenidos sobre electrodos de
GC antes, linea de color negro, y después de la modificacion, linea de color rojo. En estos registros
se observa un desplazamiento de la sefial obtenida sobre GC/PABAr, E1/2,cc- E12.6craar =30 mV,
que se atribuye a la presencia de la pelicula organica inmovilizada. La pelicula limita la
transferencia electronica entre la Q y el electrodo aumentando el valor de sobre potencial se debe
suministrar para que el intercambio electronico se realice. En el panel B de la figura 3.3, se
presentan diagramas de Nyquist correspondientes a la caracterizacion de los electrodos GC/PABAr
usando EIS. En el diagrama correspondiente a la superficie con la pelicula de PABA inmovilizada

se observan dos semicirculos, a diferencia de lo que se observa en el caso del electrodo de GC.

52



104 A B

——GC
—0— GC/PABAr

-6k

-5k 4

-4k 4

Z"(Q)

1

T T T T T
-09 -08 -07 -06 -05 -04 -03

E (V vs Ag/Ag") Z'(Q)

Figura 3.3. A) Registros electroquimicos de 1,4-benzoquinina, 1 mM en DMSO con NBusCIlO4 0.1M sobre diferentes
superficies. A) CV v =100 mV s, B) Diagrama de Nyquist, f = 1-1x108, E = -0.65 V vs Ag/Ag*, amplitud =5 mV.

Los datos experimentales de EIS obtenidos sobre GC pristino, (panel B, figura 3.3) se ajustaron
usando el circuito mostrado en el panel A de la figura 3.4 donde: Rs es la resistencia de la
disolucion, Rct la resistencia a la transferencia de carga, Cai la capacitancia de la doble capa, W la
impedancia de Warbug. Mientras que los datos de EIS sobre la superficie modificada GC/PABAr

se ajustaron al circuito mostrado en el panel B de la figura 3.4.

A B

Cdl " Cdl
1T s | 1 | Rs

NS —
Rct w Rct R W PNS—

Figura 3.4. Circuitos equivalentes usados para ajustar los espectros de impedancia de la figura 3.3 A) carbono vitreo
pristino. B) GC/PABAr

En el circuito equivalente B de la figura 3.4, se modelan dos arreglos resistor-capacitor en paralelo,
que se encuentran en serie uno del otro, el primer arreglo, R«Cal, representa la superficie del GC
pristino, en tanto que el segundo arreglo, R1C1, modela la pelicula constituida de moléculas PABA,
covalentemente adsorbidas sobre la superficie del electrodo. Los valores de estas magnitudes se
detallan en la tabla 3.1. 2 es el cuadrado de la desviacién estandar entre los datos experimentales
y los datos calculados con el modelo de circuito equivalente. Este valor se emplea como una medida

de la calidad de ajuste realizado.
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Tabla 3.1 Valores de resistencia y capacitancia, obtenidos mediante ajuste no lineal de los datos presentados en el
panel B la figura 3.3

Rs Cdl Rct C1 R1
Superficie x2
Q) (nF) Q) (uF) (®)
GC 0.00073 57 18.7 583 - -
GC/PABAr 0.00048 61 21.0 534 3.07 2088

Usando un procedimiento similar al descrito en el apartado 3.3.1, se formaron peliculas organicas

de 4-nitroanilina (NAn) sobre electrodos de GC.
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Figura 3.5. A) Sefiales de reduccién del ion 4-carboxibencenodiazonio, 0.4 mM en HCI 0.1 M. B) Registros de CV
comparando el comportamiento de la 4-nitroanilina en disolucién acuosa e inmovilizada sobre superficies de carbono
vitreo. En ambos casos se us6 una velocidad de barrido de v=0.1 V s™.

Se sintetizd el cation 4-nitrobencenodiazonio en HCI 0.1 M con nitrito de sodio. La disolucion se
transfirié a una celda electroquimica donde se realizaron varios barridos desde 0.6 hasta 0.0 V vs
Ag/AgCl, a 100 mV s?, que se presentan en el panel A de la figura 3.5. En el primer barrido se
aprecia una sefial de reduccion con Ep = 0.26 V vs Ag/AgCl; en los siguientes barridos se aprecia
la disminucidn de la corriente de pico a medida que el nimero de barridos aumenta, indicando la

pasivacion de la superficie.

Una caracteristica interesante del electrodo GC/NAnN, es que puede caracterizarse facilmente

usando voltamperometria ciclica puesto que los grupos nitrofenilo inmovilizados sobre GC, tienen

54



actividad redox. Después de modificar las superficies mediante la reduccion del catién diazonio,
los electrodos se enjuagaron con abundante agua y se sumergieron en una celda que contenia
disolucion acuosa de HCI 0.1 M, para caracterizar con CV el electrodo modificada. En el panel B
de la figura 3.5, se presentan dos registros de CV, comparando el comportamiento de la 4-
nitroanilina en disolucion acuosa 0.5 mM (linea negra) con la respuesta obtenida con el electrodo
modificado GC/NAnN, (linea roja).
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Figura 3.6 VVoltamperogramas correspondientes a diferente nimero de barrido de la superficie GC/NAn en disoluciones
acuosas de HCI 0.1 M, a una velocidad de barrido de v=0.1V s™.

En ambos registros se observan sefiales catddicas con el mismo Epc = -0.25 V vs Ag/AgCI. Estas
sefiales corresponden a la reduccion irreversible de los grupos nitro segun el esquema 3.7, que
indican la obtencion de injerto de la 4-nitroanilina sobre GC. La diferencia en las corrientes de
pico, 78 pA para NAn y 34 uA para GC/NAn se debe a la diferente cantidad de grupos nitro
reducidos en cada ensayo. En los voltamperogramas obtenidos con electrodos GC/NAn en medio
acido, se observa ademas otro sistema redox, como se puede observar en la figura 3.6. El sistema
13

etiquetado como |, corresponde a la reduccion irreversible del grupo nitro a hidroxilamina,

intercambiando 4 electrones y 4 protones, como se describe en la ecuacion 3.4.
R-NO; + 4H* + 4" — R-NHOH + H;0 3.4
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La sefial etiquetada como sistema Il en la figura 3.6 corresponde al par redox nitroso/hidroxilamina,
segun lo reportado por Heald y colaboradores.'*. En este sistema se intercambian dos electrones y
dos protones como se describe en la ecuacion 3.5, observandose una sefial reversible a un potencial
E12 =0.6 V vs Ag/AgCI.

R-NHOH - — R-NO + 2H" + 2e” 3.5
Después de varios ciclos de 6xido-reduccion se establece un estado estacionario en el proceso de
intercambio electrénico, en el sistema Il (nitroso/hidroxilamina), donde las corrientes y los
potenciales de pico ya no cambian. EI mecanismo de la reaccién de reduccion de los grupos nitro

sobre la superficie del electrodo modificado, se presenta esquematicamente en la figura 3.7.

sistemal, 4 e

Oxy-0 HO_ O Oy HO

N
+2e"+2H" -H,0 +2e +2H*
= e P
[ ] [ ] [ 1]
|

sistema Il, 2e”

Figura 3.7 Esquema de reaccion para la reduccion de los grupos nitro del GC/NAn en medio acido.

Empleando la reduccion de cationes aril diazonio, modificaron las superficies de nanotubos de
carbono soportados en electrodos de carbono vitreo (GC/CNT). En la figura 3.8, se observan los
registros de CV correspondientes a reacciones redox de la NAn injertada en distintos sustratos.
Como se observa en la figura 3.8, el valor de potencial de pico del proceso de reduccion de los
grupos nitro en cada sustrato es similar, determinandose un valor de alrededor de -0.3 V vs
Ag/AgCI, con ipc de 35.2 pA para GC/NAnN, 832.2 uA para GC/CNT/NAN. La marcada diferencia
en las corrientes de pico se atribuye a la diferencia en areas electroactivas, con nanotubos de
carbono el area es mucho mas grande. En general, las sefiales de 6xido-reduccidn obtenidas sobre
las dos diferentes superficies son similares en forma, por lo que se concluye que se consiguid

modificar la superficie de nanotubos de carbono, (GC/CNT).
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En ambos registros se observan sefiales catddicas con el mismo Eyc = -0.25 V vs Ag/AgCI. Estas
sefiales corresponden a la reduccion irreversible de los grupos nitro segun el esquema 3.7, que
indican la obtencion de injerto de la 4-nitroanilina sobre GC. La diferencia en las corrientes de

pico, 78 pA para NAn y 34 pA para GC/NAn se debe a la diferente cantidad de grupos nitro

7

reducidos en cada ensayo.

" 4 —— GC/NAn
-«
400 UA‘{ —— GC/CNT/NAN

. . —
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E (V vsAg/AgCl)

Figura 3.8. Sefiales de CV de 4-nitroanilina inmovilizada sobre diferentes superficies. GC = carbono vitreo, CNT =
nanotubos de carbono.

3.4 Conclusiones

Se inmovilizaron covalentemente moléculas de acido 4-aminobenzoico y 4-nitroanilina sobre
superficies de carbono vitreo y nanotubos de carbono. Se establecieron las ventanas de
electroactividad adecuadas para la reduccién de cationes arildiazonio en disoluciones acuosa. Las
superficies GC/PABAr se caracterizaron utilizando disoluciones de 1,4-benzoquinona en
dimetilsulfoxido. Los datos de voltamperometria y de impedancia conforman la presencia de
injertos moleculares que bloquean la superficie aumentando el sobrepotencial de la reduccion de
1,4-benzoquinona. Los electrodos GC/NAn se caracterizaron facilmente utilizando las propiedades

redox del grupo nitrofenilo inmovilizado sobre superficies de carbono vitreo y nanotubos .
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4.1 Antecedentes

La 3,4,5-trihidroxi-9-(2'-sulfofenil)-6-isoxantona, cuya estructura molecular se muestra panel A de
la figura 4.1, es un colorante de la familia del trifenilmetano, conocido como rojo de pirogalol,
(RPG).! Este colorante es ampliamente conocido y usado como reactivo para la determinacion de
proteinas en orina, donde se usa en forma de complejo con molibdato.? En el 4rea electroanalitica,
el RPG se ha empleado como ligante en técnicas de redisolucion adsortiva, para la determinacion
de varios cationes metalicos tales como molibdeno, germanio, aluminio y cobalto.® En 1999, Safavi
y colaboradores,* reportaron un método analitico para la determinacion de iones cobre, mediante
laacumulacion y posterior reduccion del complejo RPG-Cu sobre un electrodo de gota de mercurio

colgante.

Otro colorante conocido como rojo de alizarina (ARS), es la sal monosddica del acido 3,4-
dihidroxi-9,10-dioxo-2-antracenosulfonico, cuya estructura molecular se presenta en el panel B de
la figura 4.1. Este colorante derivado de la antraquinona, se ha usado extensamente en la industria
textil debido a su facil aplicacién y amplia gama de tonos de color, que van desde el amarillo hasta
el purpura.® EI ARS también se ha usado en la tincion diferencial de huesos en crecimiento de
especimenes bioldgicos.® En el area electroanalitica, esta molécula se ha empleado como ligante
incorporado en electrodos modificados con polipirrol,” asi como en la forma de mondmero para la
sintesis de peliculas poliméricas.®® Filho y colaboradores,® reportaron la modificacion de

superficies de grafito pirolitico con ARS, para la determinacidn de iones cobre.

A B

Figura 4.1. Estructura molecular de los colorantes empleados A) rojo de pirogalol B) rojo de alizarina.

El cobre es un metal traza esencial, que tiene un papel central en la bioquimica de los seres
humanos. Debido a la estructura electrdnica, el cobre participa como cofactor en reacciones redox
de enzimas tales como: citocromo ¢ oxidasa, lisil oxidasa y superéxido dismutasa.!! El cobre

promueve la angiogénesis, que es el crecimiento de vasos sanguineos que nutren con oxigeno y
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nutrientes un tumor en crecimiento.'® Suprimiendo el proceso de angiogénesis, los cimulos
celulares tumorales no crecen mas 1-2 mm de diametro.®® Varios reportes de la literatura muestran
que los niveles de cobre en pacientes con cancer son significativamente elevados comparados con
sujetos sanos. Varios estudios revelan que mientras la concentracion de zinc, hierro y selenio
disminuye, la concentracion de cobre aumenta, de 2 a 3 veces.* Estos estudios revelan que el cobre

puede ser utilizado como biomarcador de cancer.®®

En este capitulo se presenta la modificacion de superficies de nanotubos de carbono (CNT)
soportados sobre electrodos de carbono vitreo, mediante la adsorcion de colorantes, RPG y ARS
que acttan como ligantes para la determinacion electroquimica de iones cobre en disoluciones
acuosas. Una posible aplicacion de estos electrodos modificados es la cuantificacion de cobre en

orina como marcador de cancer.

4.2 Seccion experimental

4.2.1 Reactivosy equipos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Aldrich: rojo de alizarina (ARS), rojo de pirogalol
(RPG), nanotubos de carbono de pared multiple (CNT, 95%, lot # MKBS5763V), &cido clorhidrico
(99.999%) acido 2-(N-morfolino) etansulfonico (MES), 1,3-bis(tris(hidroximetil)metilamino)
propano (BIS-TRIS), sulfato de cobre, cloruro de potasio. Los reactivos mencionados a
continuacion de obtuvieron de J.T. Baker: tolueno, dihidrégeno fosfato de potasio,
monohidrégenofosfato de potasio. En todos los ensayos se us6 agua desionizada con resistividad
igual a 18.2 MQ cm.

Los experimentos voltamperométricos, se hicieron con un potenciostato CH Instruments, modelo
CHI 920C, con una arreglo de celda de tres electrodos. Se usaron: electrodos de carbono vitreo (3
mm de didmetro, CH Instruments) como electrodos de trabajo, una espiral de alambre de platino

0.5 mm didmetro como electrodo auxiliar y un electrodo de Ag/AgCl (3 M KCI) como referencia.

4.2.2 Modificacion de la superficie
Utilizando un bafio ultrasénico se dispersaron CNTs en tolueno, con una relacion de 0.2 mg mL™.

Los electrodos de carbono vitreo (GC) se pulieron mecanicamente con dispersiones de alimina en
agua, con tamafio decreciente de tamafio de particula 1, 0.3 y 0.05 uM. Sobre estas superficies

limpias se depositaron 20 uL de la dispersion de CNT y se esper6 durante 10 minutos a temperatura
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ambiente para que el tolueno se evapore. Las superficie asi tratadas se pusieron en contacto con
disoluciones 0.5 mM de rojo de pirogalol (RPG) 0 1 mM de rojo de alizarina S (ARS) durante 5

min. Finalmente los electrodos se enjuagaron con abundante agua desionizada.

4.2.3 Oxidacion de nanotubos de carbono

La oxidacion de los CNT se realizé utilizando la metodologia propuesta por Rosca.® Se pesaron
100 mg de nanotubos de carbono pristinos, que se transfirieron a equipo de reflujo donde se
afiadieron 10 mL de &cido nitrico 60%. Se acopl6 el refrigerante y el sistema se calento a
temperatura de reflujo (85-90°C), durante 6 horas. Pasado ese tiempo, el sélido remanente se filtrd
y luego se lavo con abundante agua, hasta obtener reaccion neutra en el agua de lavado. Finalmente,
los nanotubos de carbono oxidados (CNTox) se secaron a 90°C en una estufa por 12 horas. La
obtencion de la dispersion de CNTox en tolueno se realizé utilizando en procedimiento detallado

en la seccion 4.2.1.

4.3 Resultados y discusién

4.3.1 Nanotubos de carbono depositados sobre GC

Esta serie de ensayos se realizo con el objetivo de encontrar un disolvente adecuado para obtener
una dispersion estable y depositar nanotubos de manera reproducible. Utilizando agitacion
ultrasonica se dispersaron, 1.0 mg de nanotubos de carbono en 5 mL de los siguientes disolventes

organicos: acetona, metanol, acetato de etilo, tetrahidrofurano, hexanos y tolueno.

EA:Hx (1:1)  EA:MeOH (1:1) Tn

2.5

2.0

—_

i 1.54

0.5

40 WL
104 20 L
0.0-
EA

Figura 4.2. Valores de corrientes capacitivas obtenidas con electrodos GC/CNT construidos utilizando dispersiones de
nanotubos de carbono en diferentes disolventes organicos. EA = acetato de etilo, Hx = hexanos, MeOH = metanol, Tn
= tolueno. Cada barra representa el promedio de 9 ensayos independientes, la barra de error corresponde al valor de
desviacién estandar.
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A partir de estas dispersiones se depositaron diferentes volimenes de suspension y se obtuvieron
varias superficies de nanotubos de carbono soportados sobre carbono vitreo (GC/CNT). Cada
electrodo se sumergid en una celda electroquimica, que contenia una disolucién amortiguadora 10
mM de MES, a pH =5.3 en KCI 0.1 M. Con cada electrodo se realiz6 un barrido potenciodinamico
a 100 mV s, desde 0.0 hasta 0.5 V vs Ag/AgCl. En los voltamperogramas obtenidos se observa
una relacion relativamente constante entre la corriente medida y el valor del potencial, motivo por
el que se procedié a medir la corriente capacitiva. Los resultados de esta serie de ensayos se
muestran en la figura 4.2, donde se representa el valor promedio de la corriente capacitiva obtenida

con los electrodos construidos con dispersiones de nanotubos en diferentes disolventes.

En la figura 4.2 se observa que los CMEs construidos a partir de la suspension de CNTs en tolueno
tienen mayor reproducibilidad, puesto que la barra de error es la méas pequefia. Se debe mencionar
que en esta grafica no se presentan datos referentes a dispersiones en tetrahidrofurano, etanol o

acetona, puesto que con estos disolventes no se obtuvieron dispersiones estables.

4.3.2 Funcionamiento del electrodo modificado
Después de encontrar que el tolueno es el mejor disolvente para la construccion de superficies

GC/CNT, se estudio el comportamiento redox de los colorantes adsorbidos sobre nanotubos.
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Figura 4.3. Registros de voltamperometria ciclica de colorantes adsorbidos sobre superficies de nanotubos de carbono.
A) rojo de pirogalol RPG, B) rojo de alizarina ARS. Se emplearon disoluciones de buffer MES 10 mM, apH = 5.3 en
KCI 0.1 M.

En la figura 4.3 se presentan registros de CV correspondientes a cada colorante. En el panel A se
observa una onda de reduccion irreversible, E, = 0.85 V vs Ag/AgCl, correspondiente al grupo
quinona del colorante, etiquetada con el nimero I. A valores de potencial mayores a 0.15 V vs
Ag/AgCI se observa el inicio de la onda de oxidacion del grupo catecol con su respectiva sefial de
reduccidn, este sistema redox se etiquetd con el numero Il. En los registros correspondientes a rojo
de alizarina S, panel B de la figura 4.3, también se observan las ondas de éxido-reduccion
correspondientes al grupo quinona, sistema I Epc = -0.4 V vs Ag/AgCl y catecol, sistema I, Epa =
0.9 V vs Ag/AgCIl. Con estos ensayos se comprob6 la adsorcion de los colorantes sobre los

nanotubos de carbono.

Después de adsorber los colorantes sobre la superficie de los electrodos GC/CNT, estos electrodos
se pusieron en contacto con disoluciones de cobre durante 5 min. Transcurrido ese tiempo, los
electrodos se enjuagaron con abundante agua y se pasaron a una disolucion libre de iones cobre,

los registros voltamperomeétricos obtenidos con los colorantes se presentan en la figura 4.4.
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Figura 4.4. Registros de CV de electrodos GC/CNT/colorante, en presencia y ausencia de iones cobre coordinados. A)
rojo de pirogalol RPG, [Cu(ll)] = 5 mM B) rojo de alizarina ARS, [Cu(Il)] = 10 mM. Se emplearon disoluciones de
buffer MES 10 mM, a pH = 5.3 en KCI 0.1 M.

En la figura 4.4 se observan ondas de 0xido-reduccion correspondientes a iones cobre (linea negra)
que estan coordinados a los colorantes por medio de los grupos catecol, como se esquematiza en la
estructura molecular presentada a la derecha de cada panel. En el panel A y B se aprecian ondas de
reduccion de cobre con Epc =-0.42 y -0.09 V vs Ag/AgCI. La respectivas ondas de oxidacion de
los iones Cu coordinados se observan a Epa =-0.05 y 0.28 V vs Ag/AgCI respectivamente. En los
siguientes ensayos se usaron las sefiales anddicas, puesto que tienen valores absolutos de corriente
de pico mayores que las correspondientes sefiales de reduccion, es decir, se decidié emplear una
estrategia de redisolucion anddica para la determinacion de iones cobre, imponiendo primeramente
un pulso de potencial para reducir iones cobre, y aplicando posteriormente un programa de

perturbacion para que los &tomos de cobre depositados se oxiden.

4.3.3 Parametros experimentales
Para los electrodos GC/CNT/RPG se selecciond el valor de potencial de -0.5 V vs Ag/AgCl para
aplicar el pulso de reduccion, y se estudié como afecta el tiempo de duracion del pulso en la

corriente anddica. En esta serie de experimentos se utilizdé una concentracion de cobre de 0.5 uM.
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Figura 4.5.A) Corrientes de redisolucién anddica de cobre, sobre GC/CNT/RPG, Ere=-0.5 V vs Ag/AgCl, a diferentes
tiempos de deposito. B) registros de voltamperometria de onda cuadrada, suma de registros, redisolucion anddica de
cobre sobre GC/CNT/ARS a diferentes valores de potencial de dep6sito. En ambos casos se emplearon [Cu] = 0.5 pM.
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En el panel A de la figura 4.5 se presentan los datos de esta serie de ensayos, donde se encontrd
que no existe diferencia significativa entre las corrientes medidas para los tiempos seleccionados.
En los siguientes ensayos se empled un tiempo de reduccion de 7 segundos. Considerando los
resultados obtenidos con rojo de pirogalol y la cercania de valores de potencial entre las sefiales de
reduccion de cobre y rojo de alizarina, a continuacion se estudié como afecta el valor del potencial
de reduccion a la corriente anddica. Para este estudio se realizaron ensayos de redisolucion anddica
variando el valor de potencial aplicado durante 7 segundos. Los resultados de este conjunto de
ensayos se muestran en el panel B de la figura 4.5. Se puede observar que la sefial con mayor

corriente de pico se obtiene cuando se impone un valor de potencial de -0.40 V vs Ag/AgCI.

Después de conocer el valor de potencial y el tiempo de deposito con los cuales se obtiene una
sefial de oxidacion mas grande, se busco el mejor programa de perturbacion para la oxidacion de
cobre, decidiéndose probar las siguientes técnicas electroquimicas: voltamperometria de barrido
lineal (LSV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y cronopotenciometria diferencial
(DCP). Para este conjunto de ensayos se construyeron electrodos GC/CNT/RPG y GC/CNT/ARS
con sus respectivas capas, y se midié sefial correspondiente a las tres técnicas (ip, Aip 0 dt/dE)
usando disoluciones acuosas de cobre 2uM. Para ello se emplearon los siguientes parametros
experimentales: con LSV, una velocidad de barrido de 100 mV s; con SWV, incremento de
potencial de 5 mV, amplitud 50 mV y frecuencia de 20 Hz; con DCP, una corriente de 5 pnA. Los
resultados de este conjunto de ensayos se muestran en la figura 4.6. En el panel A de esta figura se
comparan los resultados de la determinacién de Cu(ll) sobre electrodos modificados con rojo de
pirogalol. Se midieron sefiales de pico de 89.2 pA, 36.3 pAy 42.2 s V! para LSV, SWV y DPC
respectivamente. En el panel B de esta figura se presentan los resultados obtenidos sobre electrodos
modificados con rojo de alizarina, obteniéndose las siguientes intensidades maximas de las sefiales:
14.4 nA para LSV, 48.8 pA para SWV y 51.5 s V-1 para DCP. Con los resultados de estos ensayos
se decidio usar LSV para los electrodos GC/CNT/RPG puesto que esta técnica proporciona la sefial
mas intensa. Con las superficies modificadas con ARS se decidid utilizar SWV, puesto que es una
técnica mas rapida y operacionalmente mas sencilla, puesto que en la técnica de DCP se debe
escoger adecuadamente el valor de la corriente impuesta, pues este valor esta relacionado con la

cantidad de cobre la superficie, dificultando el analisis electroquimico.
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Figura 4.6. Comparacién entre distintos programas de perturbacién, para la determinacién de cobre, [Cu(I1)] =2 uM
sobre distintas capas, A) rojo de pirogalol. B) rojo de alizarina S. LSV = voltamperometria de barrido lineal, SWV =
voltamperometria de onda cuadrada, DCP = cronopotenciometria diferencial.

Se continud con ensayos para optimizar el tiempo de adsorcion de cobre sobre los electrodos
modificados. Usando los pardmetros experimentales optimizados, se midieron concentraciones
conocidas de cobre a diferentes tiempos sobre los dos tipos de electrodos modificados. Se
emplearon concentraciones de cobre diferentes (ver figura 4.7), puesto que con los electrodos
modificados con RPG se puede medir concentraciones de cobre entre 10 y 100 veces menor que
con los CME modificados con ARS. Con los registros obtenidos se midieron las corrientes de pico
y se construyeron las respectivas graficos ip vs tiempo, que se muestran en la figura 4.7. Estos
graficos tienen caracteristicas similares a las que poseen las curvas de adsorcién isotérmicas, en las
que se observa un perfil con la respectiva zona de saturacion. Para las curvas presentadas en la
figura 4.7 se observa que a partir de 30 min se llega a la saturacién del sustrato, para los dos tipos
de electrodos. También se observa que a los 10 min se obtienen valores de corrientes significativas,
1.75 y 15.2 pA para electrodos modificados con RPG y ARS respectivamente. De modo que se
opto por utilizar ese tiempo, que es un buen compromiso entre tiempo de analisis y sensibilidad.
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Figura 4.7. Curvas de adsorcion de Cu sobre superficies A) GC/CNT/RPG, usando una disolucién de iones cobre 0.1
uM. B) GC/CNT/ARS usando una disolucion de iones cobre 1.0 uM. En ambos casos se utilizaron disoluciones MES
10 mMapH=5.3.

Seguidamente, se construyeron curvas de calibracion para evaluar el desempefio de los electrodos

GC/CNT/Colorante en la determinacion de iones Cu(ll).
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Figura 4.8. Determinacion de iones cobre sobre electrodos GC/CNT/Colorante. A) rojo de pirogalol, con LSV. B) rojo
de alizarina S, SWV. En ambos casos se usaron disoluciones de buffer MES 10 mM a pH = 5.3 en KCI 0.1 M.
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En la figura 4.8 se muestra las sefiales voltamperométricas obtenidas con los respectivos electrodos,
donde se utilizaron disoluciones acuosas de buffer MES 10 mM en KCI 0.1 M a pH = 5.3. En los
insertos de cada panel se presentan los modelos matematicos que relacionan la corriente de pico
medida con la concentracion de cobre. En el panel A se aprecia que usando la superficie
GC/CNT/RPG, es posible determinar concentraciones de cobre alrededor de 500 pM (5x107°M).
Mientras que con el electrodo GC/CNT/ARS se pueden medir concentraciones alrededor de 50 nM
(5x108 M), como se observa en el panel B. Estos valores de concentracion nos dan un indicio de
los valores de los limites de determinacién y cuantificacion, que se pueden obtener empleando este
tipo de electrodos. En general los datos mostrados en esta seccion son la prueba de concepto para

determinacion de cobre en concentraciones traza.

4.3.4 Uso de nanotubos de carbono oxidados quimicamente

Con la idea de mejorar el desempefio de las superficies modificadas, se construyeron electrodos
usando nanotubos de carbono oxidados (CNTox). Los CNTox se obtuvieron por oxidacion quimica
con acido nitrico concentrado como se muestra esquematicamente en la figura 4.9. Después de la
purificacion se obtuvieron dispersiones de CNTox en tolueno, que se usaron para la construccion
de los electrodos GC/CNTx/Colorante. Con estos CMEs y usando los parametros electroquimicos

encontrados en la seccion 4.3.3 se determind cobre en una concentracion de 1.6 uM.

®#=0
HNO3 @®=C
——
ref, 6h
, PNV, PRk
CNT pristino CNT oxidado

Figura 4.9. Esquema gréfico de la oxidacion quimica de nanotubos de carbono.

En la figura 4.10 se presenta voltamperogramas correspondientes a la determinacion de Cu sobre
superficies modificadas con RPG, panel Ay ARS, panel B. En ambos paneles se observa el mismo
comportamiento, independientemente del colorante empleado. Los electrodos construidos con

CNTox tienen una corriente de fondo grande, que se atribuye a fendbmenos capacitivos en la
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interfase, mientras que la intensidad de la sefial faradaica es menor que la obtenida con nanotubos
pristinos, encontrandose una disminucion de la corriente de pico de 30.4%, RPG y 17.05 % ARS

en electrodos construidos con CNTox.

A B

50 CGICNTx/RPG 100 4 GC/CNTx/ARS
40 Eﬂmqjt
30
—— CNTox
—— CNTpr
20
10 H
O+——TF———F——T 7T 0‘:I'|-|-|-|
-04 -03 -02 -01 00 01 -04 -03 -02 -01 00 01

E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 4.10. Sefiales voltamperométricas correspondientes a la determinacion de cobre(ll) 1.6 uM, usando electrodos
construidos con CNTox = nanotubos de carbono oxidados, CNTpr = nanotubos de carbono pristinos, empleando. A)
rojo de pirogalol, CV, v = 0.1V s. B) rojo de alizarina S, SWV, Epus = 5 mV, amplitud = 25 mV, f = 20 Hz.

Seguidamente, se investigd como afecta la cantidad de nanotubos soportados en carbono vitreo a
la determinacién de iones cobre. Para ello se construyd un conjunto de electrodos
GC/CNT/Colorante usando diferentes volimenes de dispersion de CNT en tolueno (0.2 pg uL™?).
Cada electrodo se puso en contacto con el colorante respectivo, y con el conjunto de electrodos se
obtuvieron voltamperogramas para disoluciones con concentraciones de cobre(ll) iguales a 90 nM
para GC/CNT-RPG y a 900 nM para GC/CNT-ARS, como se presenta en la figura 4.11, donde

cada punto representa el promedio de 5 electrodos construido independientemente.
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Figura 4.11. Corrientes de pico correspondientes a la determinacion de Cu(ll), sobre electrodos GC/CNT/colorante,

construidos con diferentes volimenes de dispersion de CNTSs pristinos en tolueno, 0.2 ug uL™* A) rojo de pirogalol,
[Cu(I)] =90 nM B) rojo de alizarina S, [Cu(l1)] = 900 nM.

Los datos correspondientes a las superficies GC/CNT/RPG, que se presentan en el panel A de la
figura 4.11, muestran una relacion directamente proporcional entre la cantidad de nanotubos en la
superficie del GC y el valor de la corriente de pico correspondiente a la determinacion de iones
cobre. Este comportamiento indica que se puede aumentar la sensibilidad del método de
determinacion, incrementando la cantidad de CNTSs, no obstante existe una relacion inversamente
proporcional entre la cantidad de nanotubos y la desviacion estandar de las i,. En esta serie de
ensayos la desviacion estandar es una medida indirecta de la homogeneidad y la reproducibilidad
de la superficie. Para los siguientes experimentos se usaron 20 uL de dispersion, puesto que con

este volumen se obtuvo menos dispersion de los datos.

En el panel B de la figura 4.11, se muestran los datos correspondientes a la determinacion de iones

cobre utilizando electrodos modificados con ARS, donde se aprecia dos tendencias. Una primera
zona, desde 10 hasta 30 uL, donde la se observa una relacion proporcional entre corriente de pico

y cantidad de nanotubos. La segunda zona, desde 30 hasta 100 uL, donde existe una relacion
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inversamente proporcional entre la ip y el volumen de dispersion empleado, este fendmeno se puede
atribuir a la dispersion de los datos, que estadisticamente hablando no son diferentes o a la
posibilidad de que el valor de i, correspondiente a 30 uL puede contener un dato erroneo. Para los
siguientes experimentos se decidié utilizar 20 uL de dispersion (4ug de nanotubos), puesto que
con este volumen de dispersion de nanotubos se obtiene una buena relacion entre i, y

reproducibilidad.

A continuacién se estudié el comportamiento de los electrodos modificados cuando se cambia el
valor de pH del medio donde se realiza la determinacion de iones cobre. Se emplearon disoluciones
amortiguadoras de acido 2-(N-morfolino) etansulfénico (MES) y 1,3-
bis(tris(hidroximetil)metilamino) propano (BIS-TRIS) 10 mM en KCI 0.1M con concentraciones
de cobre fijas. Los resultados de estos experimentos se presentan en la figura 4.12, donde se
representa el valor de la corriente de pico de oxidacion de los iones cobre sobre electrodos
modificados con los dos colorantes en funcion del valor de pH. En esta figura se aprecia que
independientemente del colorante usado, el valor de corriente méas alto se alcanza cuando la

disolucién es amortiguada a un valor de pH de 6.5.
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Figura 4.12. Valores de corriente de GC/CNT/Colorante a diferentes valores de pH. A) ARS, 90. B) RPG cada punto
representa el promedio de 3 electrodos construidos independientemente. Otras datos experimentales ver figura 4.11.
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Seguidamente se realiz6 un primer estudio de interferentes con distintos iones metalicos. En esta
serie de experimentos se usaron concentraciones de los diferentes iones interferentes iguales a las
concentraciones reportadas por Burton y colaboradores,'® multiplicada por un factor de 2 y 20 para
los electrodos modificados con RPG y ARS respectivamente. Por otro lado, la concentracién de
cobre se fijé en 90 nM, que es un valor de concentracion 44% inferior a la concentracion de cobre
en orina reportada por Burton.® Para los CME con ARS se utilizo una concentracion de cobre 10
veces mayor que para los CME con RPG. Los datos correspondientes al este estudio de
interferentes se presentan en la figura 4.13, donde la concentracion de cada metal se detalla sobre
la respectiva barra. El eje de las ordenadas muestra valores de corriente normalizada. Esta
normalizacion se realizé dividiendo el valor de corriente de pico obtenida con el metal interferente
en mezcla binaria con cobre (ipm) entre la corriente correspondiente a cobre(ll) por separado
presente en disolucion (ipcy). Cada barra indica el promedio de 3 electrodos construidos
independientemente.
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Figura 4.13. Valores de corriente de pico normalizada obtenidas para la redisolucién anddica de cobre en presencia de
diferentes concentraciones de iones metalicos interferentes sobre electrodos GC/CNT/Colorante. A) rojo de pirogalol,
B) rojo de alizarina. Los valores de concentracion de cada metal interferente se detallan encima de cada barra en
unidades de nM.
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En el panel A de la figura 4.13 se observa que la corriente disminuye un 50% cuando se tienen
iones de cadmio(ll) en disolucion, y aumenta un 40 % cuando hay iones Co(ll), se encontré que
no hay diferencia significativa en los valores de corriente medidos con los otros metales usados
como interferentes. Indicando cierta robustez y selectividad de las superficies GC/CNT/RPG hacia
iones cobre. En el panel B de la figura 4.13 se observa un aumento de 48 % para Pb(ll), 70 % para
Cd(1l) y 150 % para Sn(ll) en la corriente de pico. Estos valores de corriente muestran que estos

metales afectan sustancialmente la determinacion de iones cobre con la superficie GC/CNT/ARS.

4.3.5 Anadlisis de Cu(ll) por adiciones estandar

Durante las diferentes series de experimentos descritos en las secciones anteriores, se encontrd que
no es facil obtener datos reproducibles con los electrodos GC/CNT/Colorante, por esta razon se
decidié usar el método de adicidn estdndar para el analisis de cobre en disoluciones acuosas.
Usando los respetivos electrodos modificados con colorantes se obtuvieron familias de
voltamperogramas para diferentes cantidades de cobre, usando concentraciones iniciales de cobre
de 90 nM para RPG y 900 nM para ARS. Utilizando las corrientes de pico de esos registros se

construyeron las respectivas gréaficas ip vs [Cu], que se muestran en la figura 4.14.
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Figura 4.14. Curvas i, vs concentracion, correspondientes a la determinacion de cobre por adicion estandar, sobre
electrodos GC/CNT/Colorante. A) rojo de pirogalol. B) rojo de alizarina S.
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En el método de adicion estandar se construye una curva de calibracién afiadiendo alicuotas de una
disolucién de analito de concentracion conocida, de forma que tras cada adicion se haya afiadido
una cantidad similar a la presente originalmente en la muestra y construyendo una recta que
relaciona la sefial medida con la concentracion de analito. Para conocer la concentracion inicial del
analito se divide el valor de la ordenada al origen (b) entre el valor de la pendiente (m). Como se
muestra en la figura 4.14, con los electrodos modificados con colorantes se calcularon
concentraciones de cobre de 57.9 y 277.5 nM para RPG y ARS respectivamente. Estos valores
corresponden a recobros de 64.3 y 30.8 %. Los ensayos se repitieron varias veces con ambos

colorantes, y en todos los casos se obtuvieron recobros variables entre 30-65%.

Tratando de encontrar el motivo de los bajos recobros conseguidos con estos CMEs, se realiz6 una
serie de experimentos para la determinacion de cobre, donde cuidadosamente se elimind el oxigeno
disuelto de la disolucion de trabajo mediante burbujeo intenso de nitrogeno (20 min). En estos
ensayos se encontré que la molécula de oxigeno, aun en concentraciones bajas, tiene un papel
fundamental en la reacciones redox de los aductos cobre-colorante, pues en ausencia de oxigeno

no se observa la reaccién de oxidacion del cobre.

Después de varios ensayos utilizando disoluciones saturadas con oxigeno, no fue posible encontrar
una estequiometria definida o un factor de correccion que nos permita obtener recobros aceptables
en la determinacion de cobre. Con estos experimentos también se encontrd que alguna forma
reducida de oxigeno se coordina al aducto de cobre-ligante, por eso la forma inusual del
voltamperograma presentado en el panel B de la figura 4.4. Por estos motivos estas superficies

modificadas no pueden ser usadas como electrodos para la determinacion de iones cobre.

Estd bien documentado que el Cu(ll) exhibe gran plasticidad para formar una variedad de
ambientes de coordinacion en sus complejos. El termino plasticidad significa que el ion cobre, a
diferencia de otros iones metéalicos, es capaz de adaptase por si mismo a las restricciones del ligante,
asumiendo asi diferentes geometrias.!’ Se conocen ademas enzimas con sitios activos de uno, dos,
tres o cuatro iones cobre, como tirosinasas, catecolasas 0 monooxigenasas. En estas enzimas los
sitios activos estan constituidos por aductos con dioxigeno que conducen a la reduccién mediada
por cobre de oxigeno (O2) a superoxo (O27), peroxo (02%), o cobre-oxo productos (O%), siendo

estas especies reactivas las responsables de las transformaciones sustrato-oxidativas.®
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4.4 Conclusiones

Se encontré que utilizando tolueno se obtienen dispersiones estables de nanotubos de carbono.
Usando estas dispersiones, se construyeron superficies GC/CNT/ligante, que se utilizaron para la
determinacién de cobre usando redisolucion anddica. Para los electrodos GC/CNT/RPG se
encontré que usando voltamperometria de barrido lineal se pueden determinar concentraciones
iguales o inferiores a 1 nM de Cu con, mientras que con los electrodos de este tipo modificados
con ARS se puede medir concentraciones de Cu menores o iguales a 100 nM, usando
voltamperometria de onda cuadrada. En ambos casos se utilizaron 10 min para la formacion de
complejo colorante-Cu, tiempos de deposito de 7 s y potenciales de depdsito de -0.5 V y -0.40 V

vs Ag/AgCI para los electrodos modificados con RPG y ARS respectivamente.

A pesar de obtener varios resultados prometedores, no se consiguid establecer un protocolo
reproducible para la determinacion de iones cobre en disolucién, debido a que en la reaccion de
reduccion de cobre, complejado con los colorantes, intervienen especies de oxigeno en una
proporcion estequiométrica que fue imposible de deducir. Por estos motivos, con los electrodos
construidos en este capitulo se alcanzaron recobros variables de entre el 30 y el 60%, insuficientes
para lograr establecer un método de analisis viable.
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5.1 Antecedentes

En noviembre de 1880 el profesor Wolcott Gibbs dio a conocer los primeros resultados de su
investigacion con el catodo de mercurio en la Academia Nacional de Ciencias en Nueva York.* 23
afios mas tarde Edgar F. Smith,? publicé el primer trabajo sobre el uso del electrodo de mercurio
en el area electroanalitica, titulado “On the Uses of a Mercury Cathode in Electrochemical
Analysis”, donde se describe la separacién y determinacion de varios aniones y cationes metalicos.
Con la invencion de la polarografia en 1922 por Jaroroslav Heyrovsky, el uso de electrodos de
mercurio se popularizé y difundié en el area electroquimica. Los métodos electroanaliticos con
mejores limites de deteccion son aquellos que usan electrodos de mercurio, en combinacién con
pasos de pre-concentracion y con programas impulsionales.® Sin embargo, el mayor inconveniente
de los electrodos de mercurio, es la extrema toxicidad del mercurio y las sales precursoras de este
metal, que se emplean en la preparacion de superficies recubiertas.* Como consecuencia,

continuamente se buscan materiales que puedan reemplazar al mercurio.

En el afio 2000, Joseph Wang y colaboradores® reportaron el uso de electrodos recubiertos con una
pelicula de bismuto (BIiE), como alternativa a los electrodos de mercurio. Los BIE, tienen un
desempefio electroanalitico similar a los electrodos de mercurio, que se atribuye a la propiedad que
posee el bismuto para formar aleaciones multicomponentes.® EI bismuto como nuevo material de
electrodo dio pie a una nueva area de investigacion, que incluye la construccion de electrodos, la
determinacion de analitos organicos e inorganicos, asi como el desarrollo de aplicaciones
analiticas. En julio de 2010 la revista Electroanalysis presentd un fasciculo especial (nimero 13)
dedicado a los electrodos de bismuto titulado, “A Decade of Bismuth Electrodes in Modern
Electroanalysis” donde el autor, J. Wang’ presenta una revision completa es este tipo de electrodos.
Adicionalmente, en ese fasciculo se encuentra una serie de articulos donde se abordan los diferentes

avances realizados con los electrodos de bismuto hasta esa fecha.

En el presente capitulo se investigaron las variables operacionales para la determinacion por
redisolucion anddica, de iones cadmio y plomo en disolucion acuosa, usando superficies

modificadas con injertos moleculares, colorantes y peliculas de bismuto formadas in-situ.
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5.2 Seccion experimental

5.2.1 Reactivosy equipos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Aldrich: rojo de pirogalol (RPG), 4-nitroanilina
(NAn), dopamina (DA), histamina (histm), nanotubos de carbono de pared multiple (CNT, 95%,
lot # MKBS5763V), 4cido clorhidrico, disolucion de Bi(lll) (1000 mg L), sulfato de cadmio,
nitrato de plomo, cloruro de potasio. Los reactivos detallados a continuacién de obtuvieron de J.T.
Baker: tolueno, &cido acético, acetato de sodio. En todos los ensayos se empled agua
desionizada,18.2 MQ cm (PURELAB, ELGA).

Los experimentos voltamperométricos, se realizaron con un potenciostato CH Instruments, modelo
920C, usando un arreglo de tres electrodos. Como electrodos de trabajo se usaron superficies de
carbono vitreo (3 mm de diametro, CH Instruments) pristinas y modificadas, como electrodo
auxiliar se usé un alambre de platino de 0.5 mm de didmetro y 12 cm de longitud (enrollado en

forma de espiral) y un electrodo de Ag/AgCl (KCI 3 M) como referencia.

5.2.2 Modificacion de la superficie

Se pulieron mecanicamente electrodos de carbono vitreo (GC) usando dispersiones de alimina en
agua, con tamafio decreciente de tamafio de particula (1.00, 0.30 y 0.05 uM). Para la construccion
de superficies GC/CNT, se utilizd un bafio ultrasonico para dispersar nanotubos de carbono en
tolueno, se empled una relacion de 0.2 mg mL™. Sobre superficies limpias de GC, se depositaron
20 uL de dispersién de CNT/tolueno, y las superficies asi tratadas se dejaron en reposo a

temperatura ambiente durante 10 min.

Las superficies GC/CNT se modificaron con dopamina (GC/CNT/DA) e histamina
(GC/CNT/histm) mediante oxidacion de aminas tal como se describe en el capitulo Il; con 4-
nitroanilina (GC/CNT/NAn), mediante la sintesis y posterior reduccion de cationes diazonio, que
se describe en el capitulo I11; y mediante la adsorcion de rojo de pirogalol (GC/CNT/RPG), como

se detalla en el capitulo IV.

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Formacion de pelicula de bismuto sobre electrodos de carbono vitreo
La formacion de la pelicula de bismuto asi como la determinacion de los iones metalicos se realizé

utilizando el método de redisolucion anddica, que tiene dos pasos principales, como se esquematiza
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en el panel A de la figura 5.1. En el primer paso se aplica un pulso de potencial a un valor
suficientemente bajo para que los cationes metalicos se depositen sobre la superficie del electrodo.
A continuacidn en el segundo paso se aplica un programa de perturbacion que cambia el valor de
potencial, hacia valores mas altos, de modo que los metales depositados sobre la superficie se
oxidan, generando una corriente que se registra y se grafica en funcion del valor de potencial
impuesto. Debido a que la pelicula de bismuto (Bi°) depositada sobre la superficie del electrodo de
trabajo se constituye durante la aplicacién del pulso de reduccién, el proceso de formacion se
denomina in-situ. Los registros de voltamperometria de onda cuadrada (SWV) presentados en el
panel B de la figura 5.1, se obtuvieron con disoluciones acuosas de bismuto 4.5 uM en HCI 0.1M,
sobre una superficie de carbono vitreo. En esos registros se observa tanto en la corriente directa
como el la corriente inversa una onda, correspondiente a la 6xido-reduccion de bismuto a -0.10 V
Ag/AgCI. Debido a la forma de las ondas en los siguientes ensayos se empled la diferencia de

Corrientes Al = idirecta'iinversa.

E t 12| —O—resta [Bi] = 4.5 .M
—O— directa

—/—inversa

-0.9 4

i (uA)

T T
-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 5.1. A) Esquema de la técnica de redisolucidn anddica B) voltamperogramas de onda cuadrada de bismuto
obtenidos sobre electrodos pristinos de carbono vitreo. Se usaron los siguientes parametros experimentales: Eq = -0.9
V,t4=30S, Epuso =5 mV, Amplitud =25 mV, f =20 Hz.

5.3.2 Redisolucion anddica de Cd?"y Pb?* sobre diferentes superficies modificadas

A continuacion, se determind el comportamiento redox de los iones cadmio y plomo sobre GC,
para ello se usaron disoluciones de Cd(Il) y Pb(I1) 3.0 uM con Bi(lll) 4.5 uM, en HCI 0.1M. La
determinacidn se realiz6 aplicando un pulso de potencial (Eq), a -0.90 V vs Ag/AgClI durante 30
segundos (tq), con la aplicacion del pulso se forma una pelicula de bismuto en la que se depositan

los otros metales formando aleaciones. Los resultados de este experimento se presentan en el panel
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A de la figura 5.2, donde se observan tres picos. El primer pico se debe a la redisolucion de cadmio
aun E, =-0.81 V, el segundo pico, Ep = -0.54 V, se debe a la redisolucion de plomo vy el tercer
pico que se debe a la oxidacion de bismuto aparece a E, =-0.11 V todos los potenciales vs Ag/AgCI.
En el panel B de la figura 5.2 se presenta la redisolucidn de Cd(l1), Pb(1l) y Bi(lll) sobre electrodos
CG/CNT. En este ensayo se usaron las mismas condiciones experimentales del ensayo descrito en

el panel A de la misma figura 5.2.

A ——GC B —o— GC/CNT
14 4 160

13 Bi Pb
12 4 ]
1] 140 ! ﬁ
10 Cd
9_

Bi

8- / |
7_: o J’J 120 ~ w
61 Ing

5

4] 100 - | L/

,]cd

Ai (uA)

2 =
1=
1 T T T T T T T T T T 1 80 T T T T T T T T T T 1

08 06 -04 -02 00 02 08 -06 04 02 00 02

E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 5.2. Determinacion de cadmio y plomo 3 uM por redisolucion anddica, sobre diferentes superficies, usando
peliculas de bismuto formadas in-situ. [Bi(ll1)] = 4.5 uM A) carbono vitreo. B) nanotubos de carbono soportados en
carbono vitreo. Los parametros experimentales usados se detallan en la figura 5.1.

En los resultados presentados en la figura 5.2 se observa como cambia el valor de corriente de pico
de los diferentes iones al realizar la determinacion electroquimica sobre una superficie modificada.
El valor de la corriente de pico aumenta aproximadamente un orden de magnitud cuando se usa la
superficie con nanotubos de carbono. Por ejemplo, para cadmio sobre GC se obtiene una corriente
de pico de 0.6 uA mientras que al realizar la determinacion usando la misma concentracion de
iones pero sobre un electrodo modificado con nanotubos de carbono (GC/CNT) se obtiene una
corriente de pico de 12.0 pA. Un comportamiento similar se observa en la sefial correspondiente a

plomo y bismuto donde se observa que la corriente de redisolucion aumenta 10 y 5.7 veces
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respectivamente, cuando se emplea la superficie modificada, esto se puede explicar porque el

electrodo GC/CNT posee mayor area electroactiva.

Con los resultados encontrados hasta ese momento, a continuacion se realizd una serie de
experimentos donde se investigd el comportamiento de varias superficies modificadas, en la
determinacion simultanea de cadmio y plomo mediante redisolucion anddica. Como sustratos se
usaron superficies de nanotubos de carbono soportados sobre carbono vitreo (GC/CNT), donde se
inmovilizaron moléculas de dopamina (DA), histamina (histm), 4-nitroanilina (NAn) y rojo de
pirogalol (RPG), como se describe en la seccion experimental. La determinacion electroquimica se
hizo empleando disoluciones acuosas equimolares de Pb y Cd ([M] = 3 uM) en medio &cido,
conteniendo bismuto 4.5 uM. Los resultados de esta serie de experimentos se presentan en la figura
5.3, cada barra de la figura muestra el valor promedio de la corriente de pico calculado a partir de

mediciones realizadas sobre 5 superficies construidas independientemente.

807 [0 Pb
T XY Cd
70 ~ w

(I
L n

Aip (nA)

Figura 5.3. Corrientes de pico correspondientes a la determinacion electroquimica de Cd(Il) y Pb(ll) = 3 uM usando
peliculas de bismuto depdsitadas in-situ, sobre diferentes superficies. Se usaron los pardmetros experimentales
descritos en la figura 5.1.

Los datos de la figura 5.3 muestran que la superficie modificada con rojo de pirogalol

(GC/CNT/RPG), tiene mejor desempefio en la determinacidn de cadmio y plomo con respecto a
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las otras superficies estudiadas. Con estas superficies se midieron corrientes de pico de 61.7 y 20.4
pA para Pb y Cd respectivamente. Estos valores de corriente corresponden a un aumento de la
sefial de 14 y 55 veces para Pb y Cd, respecto de los valores obtenidos usando superficies de
carbono vitreo pristino. También representan un aumento en la corriente de redisolucion de 41.8%
y 44.6% para Pb y Cd, al comprarse con las corrientes obtenidas con la superficie GC/CNT. En
este grafico también se observa que las barras de error son relativamente grandes, estos resultados
se los puede atribuir a la cantidad variable de nanotubos soportados sobre la GC y a la cantidad de

sitios activos que estas estructuras de carbono poseen.

5.3.3 Optimizacion de parametros experimentales
Se realizaron varios ensayos para conocer el comportamiento de la superficie GC/CNT/RPG en la
determinacion de metales, a diferentes valores de pH. Para estos ensayos se utilizaron
disoluciones acuosas de Pb(Il) y Cd(Il) 3 uM, conteniendo Bi(lll) 4.5 uM, en buffer de fosfatos
para pH igual a 2.4 y en buffer de acetatos para valores de pH de 4.5. En la figura 5.4 se muestran
los registros de SWV obtenidos, donde se observa sefiales redisolucion, a los valores de potencial
descritos en la seccion anterior, solamente cuando el valor de pH de la disolucion es 1.0.

180 - Pb(Il) Bi(lll)

170
160

150

—Oo—pH=1.0

140 - ——pH=2.5

_ 1 ——pH =45
_,i(% 130
< 1204
110
100
90

80 T T T T T T T T T T T 1
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 5.4. Registros de voltamperometria de onda cuadrada de la determinacion de Cd(ll) y Pb(ll) 3 uM, sobre
electrodos GC/CNT/RPG usando peliculas de bismuto formadas in-situ. E4=-0.9 V, t4=30s, Epuiso =5 mV, Amplitud
=25 mV, Frecuencia = 20 Hz.
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La ausencia de picos en los otros dos voltamperogramas (figura 5.4) a valor de pH de 2.5y 4.5
sugieren, que la pelicula de Bi° no se forma, demostrando que cambiar el valor de pH de las
disoluciones no mejora el desempefio de la superficie modificada GC/CNT/RPG en la

determinacién de Cd y Pb.

Seguidamente, se realizé un conjunto de ensayos donde se investigo el efecto de la variable, tq, en
la sefial de redisolucion de plomo y cadmio. Se usaron disoluciones acuosas de Cd 1.0 uM y Pb
0.2 uM con Bi 4.5 uM en medio &cido, aplicando un pulso a un valor de potencial de -0.9 V vs
Ag/AgCI. Los resultados se presentan como una familia de voltamperogramas, donde se aprecia
una relacion directa entre el tiempo de depdsito y el valor de la corriente de pico (Aip), como se
observa en la figura 5.5. Aplicando el pulso de reduccion durante 1 min se encontraron valores de
corriente de pico de 4.9y 3.72 uA para Cd y Pb respectivamente, cuando se aplicé el pulso durante
10 min se obtuvieron valores Aip de 153.1 y 43.6 pA para Cd y Pb. Al incrementar el tiempo de
depdsito un orden de magnitud, la intensidad de la sefial se incrementa en un factor de alrededor
de 30 y 12 para Cd y Pb respectivamente. Los datos obtenidos sugieren que al ampliar mas el
tiempo de deposito se obtendran sefiales voltamperomeétricas de redisolucion mas grandes, debido
a que se deposita mas cantidad de analito sobre el electrodo de trabajo. Extender el tiempo de
depdsito permitiria aumentar la sensibilidad del método de determinacién, sin embargo, se debe
considerar que al ampliar el tiempo de deposito se aumentard también el tiempo de analisis total.
En los siguientes ensayos se decidid usar un tq de 10 min puesto que es un tiempo razonable para

un analisis.

No se realizaron ensayos para optimizar el potencial de depdsito (Eq), en todos los casos se utilizo
un valor de -0.9 V vs Ag/AgCl. Se seleccion0 ese valor de potencial puesto que esta muy cerca
del limite inferior de la ventana de potencial impuesta por el sistema empleado. La agitacion de la
disolucion de la celda se realiz6 con un agitador magnético girando a 200 rpm en un volumen de
disolucion de 5 mL. De manera similar al potencial de depoésito las variables agitacion de la

disolucién, disefio y arreglo espacial de la celda no se optimizaron.
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Figura 5.5. Registros de voltamperometria de onda cuadrada de la determinacion de Cd y Pb sobre superficies
GCI/CNT/RPG, usando redisolucién anddica sobre peliculas de Bi formadas in-situ, a diferentes tiempos de depdsito,
Edepssito = -0.9 V; Epuiso = 5 mV, Amplitud = 25 mV, Frecuencia = 20 Hz.

5.3.4 Desempefio analitico de la superficie modificada

Después de optimizar varios pardmetros experimentales para la determinacién de iones Cd y Pb
usando redisolucion anddica con peliculas de bismuto formadas in-situ, sobre superficies
modificadas, se estimaron los pardmetros de calidad analitica del método en desarrollo. En el panel
A de la figura 5.6 se presenta una familia voltamperogramas obtenidos al determinar diferentes
concentraciones de Cd y Pb, a partir de esos registros se construyeron las respectivas curvas Aip Vs
[M]. Para los dos metales se encontrd una relacion directamente proporcional entre la diferencia
de corrientes de pico y la concentracion del respectivo ion en disolucion, como se muestra en el
panel B. Utilizando los valores de Aip, se determino el modelo matematico de la recta de regresion

y el limite de deteccion del método (LOD) para cada ion metalico.
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Figura 5.6. A) Voltamperogramas de onda cuadrada de la determinacién de Cd y Pb sobre electrodos GC/CNT/RPG
usando redisolucidn anddica con peliculas de Bi formadas in-situ a diferentes concentraciones de iones Cd y Pb. [Bi]
=45uMenHCI0.1 M, Eq=-0.9 V, tg= 10 min, Epuso =5 mV, amplitud = 25 mV f = 20 Hz. B) Curvas i, vs [M] para
la determinacién electroquimica de Cd y Ph.

El célculo del LOD para cada ion se realiz6 utilizando la ecuacion 5.1, donde yg es el valor de Aip
del blanco, que se puede aproximar al valor de la ordenada al origen (yo), Se es la desviacién
estandar del blanco, cuyo valor se puede aproximar al valor del estadistico sys, que estima los

errores aleatorios en la direccion y, de la recta de regresion.®

LOD = yB + 353 51

Usando las mejores condiciones experimentales estudiadas y superficies GC/CNT/RPG se
calcularon valores de limite de deteccion de 58 y 22 nM, en la determinacion electroquimica de
cadmio y plomo respectivamente. En la tabla 5.1, se presentan valores de limites de deteccidn
reportados en la literatura, obtenidos usando electrodos de bismuto, con estos valores se puede

comparar el desempefio del método analitico desarrollado en esta investigacion

85



Tabla 5.1. Limites de deteccion para Cd y Pb encontrados en diferentes trabajos

Superficie LOD (nM) Referencia
Cadmio

GC/CNT/RPG 58 Este trabajo
GC/MWCNTSs-Nafion 0.36 Xu®
GC/Grafeno-Nafion 0.17 Li0
GC/MWCNT/Polipirocatecol violeta 1.78 Chamjangali
Plomo

GC/CNT/RPG 22 Este trabajo
GC/Calixareno-Nafion* 0.096 Torma'?
GC/Grafeno-Nafion 0.097 Li0

GC 5.25 Tufa®®

*5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,26,27,28-tetrakis-(piperidinotiocarbonilmetoxi) calix[4]areno (BME-3990)

En la tabla 5.1 se observan valores de LOD 2 6rdenes de magnitud menores, que los calculados en
este trabajo, sin embargo, las superficies detalladas en este capitulo y el método analitico aun
pueden usarse en ensayos de monitoreo ambiental. Por ejemplo, en agua de rio para uso agricola,
que segun la norma NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas residuales y bienes nacionales y que fue publicada en
el diario oficial el 06 de enero de 1997, establece como concentraciones maximas permisibles para

cadmio y plomo valores de 1.80 y 2.41 uM respectivamente.

5.4 Conclusiones

Sobre las siguientes superficies modificadas, GC/CNT, GC/CNT/RPG, CG/CNT/Histm,
GC/CNT/NAn y GC/CNT/DA se depositaron peliculas de bismuto para la determinacion
simultanea de Cd y Pb. Se encontré que usando electrodos GC/CNT/RPG se obtienen sefiales de
corriente Aip mas grandes compradas con las otras superficies modificadas empleadas. Para los dos
iones metalicos, se encontrd una dependencia lineal entre la diferencia de corriente de pico y la
concentracion de cada ion. Usando el CME CG/CNT/RPG, se calcularon valores de sensibilidad

de 0.299 y 0.130 A-L/mol y valores de limite de deteccion de 58 y 22 nM para cadmio y plomo
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respectivamente. En la determinacion simultanea se utilizaron disoluciones de acuosas con Bi(lll)
4.5 uM en HCI 0.1 M, aplicando un pulso de reduccion a -0.9 V durante 10 min y utilizando
voltamperometria de onda cuadrada. Este método electroquimico podria usarse en la determinacion

de metales en aguas de riego agricola, entre otras muestras posibles.
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6.1 Antecedentes

El autoensamblaje molecular es un proceso en el que una superestructura o patrén organizado se
forma espontaneamente a partir de un conjunto de las moléculas componentes que no estan
relacionadas entre si, en una fase liquida o gaseosa.! Los autoensamblados moleculares pueden
clasificarse en dos grupos dependiendo de si el sistema se organiza en un medio homogéneo o
heterogéneo. Las monocapas autoensambladas (self-assembled monolayers, SAMs por sus siglas

en inglés) sobre sustratos, pertenecen al grupo de los sistemas heterogéneos auto-organizados.

Entre 1946 y 1947 Zisman y colaboradores,? presentaron los primeros estudios sobre la formacion
y caracterizacion de SAMs usando derivados alquilicos de cadena larga, (alcoholes, aminas y
acidos carboxilicos), sobre superficies limpias de platino y vidrio. En esos afios, el potencial que
ofrece el proceso de autoensamblaje no fue reconocido en su totalidad, y las primeras publicaciones
tuvieron un nivel limitado de interés.® En 1983, los investigadores Nuzzo y Allara iniciaron una
nueva area de investigacién, al demostrar que se pueden formar monocapas autoensambladas de
alcanotioles, CHs-(CH2)m-SH, sobre substratos de oro.* Posteriores investigaciones se enfocaron
en el estudio sistematico de superficies organicas construidas a partir de alcanotioles w-sustituidos

de cadena larga, X-(CH2)m-SH, donde X representa una gran variedad de grupos funcionales.>’

Las SAMs permiten la construccion de plataformas con enlaces ajustables que tienen aplicacion
como modelos biomiméticos,® en el estudio de transferencia electronica de largo alcance,® en la
inmovilizacion de proteinas, en el desarrollo de sensores electroquimicos y bioelectroquimicos,°
y en la fijacion de compuestos redox.!! El autoensamblaje de alcanotioles sobre oro es quiza el
sistema auto-organizado mas estudiado.'? La adsorcion ocurre mediante la formacion de un enlace
quimico entre los atomos de oro de la superficie y los atomos de azufre del tiol. Ademas, la
adsorcion se favorece debido a las interacciones hidrofébicas entre las cadenas alquilicas del

arreglo ordenado, como se esquematiza en la figura 6.1.

En el presente capitulo se busca encontrar las mejores condiciones de pretratamiento de superficies
de oro, para la construccion de monocapas autoensambladas de cisteamina (CA), 6-
aminohexanotiol (HAt) y acido 3-mercaptopropionico (MPA), para evaluar su comportamiento
electroquimico y acido-base utilizando el par hexacianoferrato de potasio como sonda redox. Las
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SAMs del MPA se modificaron mediante reacciones de acoplamiento para construir CMEs Utiles
en la determinacion de iones cobre. Todas las SAMs se caracterizaron usando técnicas
electroquimicas como voltamperometria ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS).

moléculas en
disolucion

interaccion

inter-molecular  @reglo ordenado

de moléculas

o =X W N
@=CH, N
N reaccion
O =5 quimica _
=Au

Figura 6.1. Esquema del proceso de autoensamblado de alcanotioles w-sustituidos de cadena larga, X-(CH2)m-SH, sobre
sustratos de oro. X representa cualquier grupo funcional.

6.2 Seccion experimental

6.2.1 Reactivosy equipos
Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Aldrich: cisteamina (CA) y 6-aminohexanotiol
(6HT), &cido 3-mercaptopropidnico (MPA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC),
N-hidroxisuccinimida (NHS), dietilentriamina (DTA), bromo acetato de etilo (BrEtAc). Los
reactivos detallados a continuacion de obtuvieron de J.T. Baker: etanol, Dihidrdogeno fosfato de

potasio, hidroxido de sodio. Se usé agua desionizada (18.2 MQ cm) en todos los ensayos.

Los experimentos electroquimicos, se realizaron con una celda compuesta por tres electrodos y un
potenciostato CH Instruments, modelo CHI 920C, Empleando: como superficies de trabajo
electrodos comerciales de carbono vitreo (3 mm diametro, CHI) y oro policristalino (2 mm de
diametro, CHI), un alambre de platino de 0.5 mm diametro y 12 cm de longitud como electrodo de

auxiliar, y un electrodo referencia de Ag/AgCI (3 M KCI).

6.2.2 Deposito de oro sobre carbono vitreo
La limpieza de los electrodos de GC se realizO mediante pulido mecanico del electrodo con
dispersiones de alimina en agua, con decreciente tamafio de particula (1.00, 0.30 y 0.05 um).

Después de enjuagar los electrodos con abundante agua deionizada, estos se sumergieron en una
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celda electroguimica que contiene una disolucion acuosa de Au(lll) 1.0 mM en HCI 0.2 M. El
deposito de oro se realizo mediante la imposicion de un pulso de potencial a 0.2 V vs Ag/AgCl

durante 45 segundos.

6.2.3 Construccion de monocapas autoensambladas
Los electrodos de oro policristalino se pulieron sobre un pafio usando como abrasivo alumina
dispersada en agua, con tamafio de particula decreciente, (1.00, 0.30 y 0.05 um). Los distintos
sustratos de oro (Au policristalino y GC/Au) se sumergieron en disoluciones etanolicas 10 mM del
tiol correspondiente (MPA, CA 6 6HT) durante 12 horas, manteniéndolas en la oscuridad a

temperatura ambiente (ca. 22 °C).

6.2.4 Modificacion de las monocapas de acido 3-mercaptopropionico
Los grupos carboxilo de la SAMs de MPA se activaron al entrar en contacto con disoluciones

acuosas de EDC/NHS (1:1) 5 mM, durante 90 minutos, como se observa en el mecanismo de

reaccion A de la figura 6.2.

-HN; H
A Cr
é -C.

Figura 6.2. Esquema de la modificacion de la superficie GC/Au/MPA. A) activacion de los grupos carboxilo usando
EDC:NHS B) acoplamiento de DTA a los carboxilo activados C) modificacion final de la superficie con BrEtAc.
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El acoplamiento con la DTA se realiza al poner en contacto los carboxilatos activados con DTA
pura, durante 30 minutos, como se presenta en el mecanismo de reaccion B de la figura 6.2.
Finalmente la superficie con grupos animo terminales, Au/MPA/DTA, se modificé con
bromoacetato de etilo mediante una reaccién de sustitucion nucleofilica, que se esquematiza en el

panel C de la figura 6.2.

6.3 Resultados y discusion

6.3.1 Limpieza de los electrodos de oro policristalino
Creager y colaboradores*® mostraron que la calidad de las SAMs depende de factores tales como
la rugosidad microscopica y las fronteras de grano de la superficie. Con esta premisa en mente, se
realiz6 una revision bibliografica buscando tratamientos de limpieza electroquimica usados para
tener superficies de oro iddneas para el posterior ensamblado de monocapas. Un resumen de la

revisién se presenta en la tabla 6.1.

Tabla 6.1 Tratamientos electroquimicos empleados en la limpieza de superficies de oro.

NUmero Ventana de E

Codigo  de ciclos (Vvs Medio Referencia
Ag/AgCl)
[ 25 0.1 hasta 0.9 H2S04 0.5 M Carvalhal
i 20 -0.4 hasta -1.4 NaOH 0.5 M Gadzekpo®
iii 10 -0.2 hasta 1.5 H2S04 0.1 M Burris 1
iv 10 -0.2hastal5 HSO40.1 M+ KClI10 mM Oesch '’

v Tratamiento iv, seguido del tratamiento ii.

Se empled el factor de rugosidad, (Fr = Aclec/Ageo) de cada superficie tratada para comparar el
desempefio de los diferentes procesos de limpieza. Este factor se define como el cociente entre el
area electroactiva y el area geométrica. La medicion de las areas electroactivas se realizé mediante
la adsorcion de oxigeno sobre la superficie de oro (formacion de una capa de 6xido de oro) .
Experimentalmente esta capa se obtiene al aplicar un barrido de potencial desde 0.2 hasta 1.65 V
vs Ag/AgCl a 50 mV s en una disolucion de fosfatos a pH = 7.0 como el que se muestra en el
inserto de la figura 6.3 con potencial de inicio del proceso de oxidacion de alrededor de 1.1 V vs
Ag/AgCl. Inmediatamente obtenida la monocapa de 6xido de oro, se invierte el sentido del barrido.

En el correspondiente registro i vs E se observa un pico de reduccion, con Epcalrededor de 0.9 V
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vs Ag/AgCI, correspondiente a la reduccion de la capa de oro formada anteriormente, como se
observa en inserto de la figura 6.3. La integracion del pico de reduccion permite obtener el valor
de la carga eléctrica usada en la adsorcion de oxigeno (Qauwexido). El area electroactiva de cada
superficie de oro se calcula al dividir el valor de QAY®%entre 390 uC cm, que es un valor estandar

de carga por unidad de area, determinado para oro policristalino (Q*%) reportado en la literatura.**

En la figura 6.3 se presentan los valores del factor de rugosidad de varias superficies de oro después
de aplicar los tratamientos detallados en la tabla 6.1. Para el calculo de estos datos se empled un
valor de area geométrica de 0.031 cm?. Cada barra representa el valor promedio calculado con 5
superficies diferentes. Con un Fr de 1.52 + 0.14, se encontr6 que las superficies de oro mas

homogéneas, se obtienen al aplicar el tratamiento de limpieza v.

3_’ / / / ” Qs ondo

02 04 06 08 10 12 14 16
E (V vs Ag/AgCl)

. 7

B

Fr (Aelec/Ageo)

0 f T f T T T T T T
i ii iii iv v

tratamiento

Figura 6.3 Factores de rugosidad de electrodos de Au, obtenidos después de aplicar diferentes procedimientos de
limpieza. Cada tratamiento se detalla en la tabla 6.1. Inserto: CV tipico de la formacion y posterior reduccion de una
capa de oxigeno adsorbido sobre una superficie de Au.

Después de limpiar las superficies de oro con el tratamiento v, los electrodos se caracterizaron,
mediante la determinacion de la constante de rapidez heterogénea estandar de transferencia de
electrones (k% para el par hexacianoferrato(111/11), usando el método reportado por Lavagnini.'8
Usando disoluciones acuosas de hexacianoferrato(111/11) 3 mM en medio de buffer de fosfatos 5.0
mM con KCI 0.1 M, se obtuvo una familia de voltamperogramas con velocidades de barrido de
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entre 75y 2000 mV s, como se muestra en el panel A de la figura 6.3. De esos voltamperogramas
se midieron los valores de potencial de pico anodico y catodico, con los que se calcularon valores
para la diferencia de potenciales de pico (AEp = Epa-Epc). Usando los valores de AE; se construyo
el correspondiente grafico ¥ vs Cxv2 como se detalla en la seccion 1.5.1, el valor de k°
corresponde al valor de la pendiente de la recta obtenida, en esta serie de ensayos se calculo un
valor de k° de 0.0101 + 0.0005 cm s, con un coeficiente de correlacion r? de 0.9883, como se
muestra en el panel B de la figura 6.4. El valor calculado en este trabajo coincide con el valor
medido por Campbel y colaboradores®®, quienes reportan un valor de logk® = -2, obtenido

utilizando espectroscopia de impedancia electroquimica.

A 1 B
609 ——2000mVs’ 149
—— 1000

—— 250

10 ¥=0.0101v"*+0.0635 /&

20

-40 -

-60

=
02 4+——F———7—

T T T T T T T T T T T T 1 T T T T
01 00 01 02 03 04 05 06 20 40 60 80 100 120
E (V vs Ag/Ag/Cl) 32.7v"
Figura 6.4. A) Familia de voltamperogramas obtenidos a diferentes velocidades de barrido con disoluciones acuosas

de hexacianoferrato(111) de potasio 3 mM en buffer de fosfatos pH = 7.0. B) Grafico ¥ vs Cxv/2 para la determinacion
de k%, sobre electrodos de oro policristalino.

6.3.2 Monocapas autoensambladas del acido 3-mercaptopropiénico
A continuacion, se construyeron SAMs de MPA sobre superficies de oro policristalino. El proceso
de modificacion de estas superficies se siguio usando espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS) para disoluciones acuosas de hexacianoferrato(I11/11) de potasio 3 mM, en buffer de fosfatos
40 mM con KC1 0.1 MyapH=7.0. En la figura 6.5 se presentan diagramas de Nyquist obtenidos
con superficies pristinas de oro (Au) y superficies modificadas (Au/MPA).
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Los datos experimentales se ajustaron con el programa Zview (Scribner Inc), usando el circuito
equivalente presentado en el inserto. En este circuito equivalente se utilizaron, dos resistencias (Rct
y Rs) y dos elementos de fase constante, el primero elemento de fase constante (CPEL) describe el
comportamiento de la doble capa eléctrica, el segundo CPE (etiquetado como W) se empled para

modelar la impedancia de Warburg correspondiente a la difusion de la sonda redox,

Ajustando matematicamente los datos experimentales de la figura 6.5, se determind el valor de la
resistencia a la transferencia de carga R, obteniendose valores de 197 y 2284 Q) para electrodos
Au 'y Au/MPA respectivamente. El aumento de esta magnitud en alrededor de 11 veces se atribuye
a la presencia de la capa organica (SAM) y a efectos electrostaticos entre la sonda redox y los
carboxilos de la SAM. Los valores de los otros componentes del circuito permanecen relativamente

constantes antes y después de la modificacién como se puede observar en la tabla 6.2.

-5000
O  Auexp.

Au fit. CPEL Rs

O Au/MPA exp. > 2 2
4000 ——AUMPA fit, Ret W I

-3000

Z" (@)

-2000

-1000

T T T 1
0 2000 3000 4000 5000
Z(Q)

Figura 6.5. Diagramas de Nyquist obtenidos con superficies pristinas de oro y con SAMs de é&cido 3-
mercaptopropionico. Se emplearon disoluciones acuosas de Fe(CN)e>"* 3mM en buffer de fosfatos 40 mM en KC1 0.1
M pH = 7.0. E = Eop~ 0.21 V vs Ag/AgCl, f = 1-1x10* Hz, amplitud = 2.5 mV

Al ajustar espectros de EIS usando circuitos equivalentes la impedancia de un CPE esta dada por
el valor de Q° y de su exponente o, que este Gltimo parametro pude tener valores entre 0y 1. El
valor del pardmetro o cercano a 1, en un elemento de fase constante describe la tendencia del CPE
a comportarse como un capacitor ideal, en estos ensayos se calcularon valores
o de 0.89 y 0.96 para superficies Au y Au/MPA. El valor calculado para el parametro o en el
elemento de fase constante W es cercano a 0.5 indicando que dicho elemento se comporta como
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un elemento Warburg que a su vez modela la difusién semi-infinita de la sonda redox. y?es el
cuadrado de la desviacion estandar entre los datos experimentales y los datos teoricos, este valor

se emplea como una medida de la bondad del ajuste realizado.

Tabla 6.2. Valores obtenidos mediante ajuste matematico de los datos de espectroscopia de impedancia presentados
en la figura 6.3

CPE1 W Rs

Electrodo x> a o
(s%/Qcm?) (s¥/Qcm?) Q)
Au 0.000507 1.62x10® 0.89 1.64x10* 0.51 140
Au/MPA  0.000491 1.03x10° 0.96 1.95x10* 0.45 133

Las SAMs del MPA tienen propiedades &cido-base debido al grupo carboxilico superficial. Cuando
el valor del pH del medio en el que estan sumergidas las monocapas es mayor al valor del pKa
superficial (5.3), la monocapa se encuentra desprotonada, y en esas condiciones se produce un
fenomeno de repulsion electrostatica entre la superficie cargada negativamente y el anion
hexacianoferrato(l11), lo que dificulta el intercambio de electrones. Se propone como hipétesis que
la rapidez de transferencia de electrones disminuye o se dificulta a causa de la repulsion
electrostatica. Por ese motivo se debe suministrar una cantidad mayor de energia para que efectuar

el proceso de intercambio electronico.

Esta Gltima hipdtesis se puede confirmar experimentalmente con los datos del panel A de la figura
6.6, donde se presenta una familia de voltamperogramas obtenidos con disoluciones acuosas de
Fe(CN)s>'*, a diferentes valores de pH con superficies de SAMs de MPA. Al cambiar el valor de
pH de 3.3 a 8.2 el valor de potencial de pico catddico cambia de 0.172 a 0.067 V vs Ag/AgCl. Para
intercambiar electrones entre la sonda y la superficie se debe administrar 0.105 V extra, también
se observa la disminucion de la corriente de pico en un 35%. Usando el procedimiento descrito en
la seccion 1.5.1, se determind el valor de la constante de rapidez heterogénea de electrones, “k®’
para el sistema hexacianoferrato(l11/11) a pH = 7.0 sobre superficies Au/MPA, calculandose un
valor 4.9x10* cm s%, como se muestra en el panel B de la figura 6.7. Con todos estos experimentos

se confirmd el autoensamblaje de MPA sobre las superficies de Au.

Usando los datos de corriente de pico de una familia de voltamperogramas como los presentados
en el panel de la figura 6.6, se construyo el grafico ip vs pH, denominado en este trabajo, titulacion

amperomeétrica. El ajuste de estos datos experimentales a un modelo que describe la disociacion de
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un acido, realizado mediante minimos cuadrados como se detalla en el capitulo I, permite estimar
el valor de pKa superficial de la monocapa. Como se muestra en el panel B de la figura 6.6, se
determind un valor de pKa superficial de 5.3. El valor de constante de acidez obtenido en este

trabajo concuerda con el valor de pKa = 5.2 + 1 reportado por Zhao y colaboradores.?

B

r——1 br——T—T T T

T T T T T T T T
01 00 01 02 03 04 05 > 3 4 5 6 7 8
E (V vs Ag/AgCl) pH

Figura 6.6. A) Familia de voltamperogramas obtenidos usando electrodos de Au modificados con MPA, a diferentes
valores de pH. B) Titulacién amperométrica de SAMs de MPA sobre Au. Se emplearon disoluciones acuosas de
Fe(CN)s> 3mM en KCI 0.1 M y buffer 40 mM de acetatos 0.04 M (3.3 < pH < 5.2) o de fosfatos (5.2<pH<8.2).

6.3.3 Monocapas autoensambladas de cisteamina
Se construyeron SAMs de cisteamina sobre electrodos de oro policristalino (Au/CA), como se
describe en la seccidn experimental, estas superficies se caracterizaron mediante la determinacion
de k° del par hexacianoferrato(ll) y hexacianoferrato(l11) de potasio, siguiendo el procedimiento y

las condiciones experimentales descritas en la seccion 6.3.1 para superficies de oro pristino.

En la figura 6.7 se comparan tres voltamperogramas del par Fe(CN)e*"*, obtenidos sobre distintas
superficies. En la parte inferior de cada voltamperograma, se presentan los correspondientes
graficos W vs Cxv2, construidos a partir de registros voltamperométricos obtenidos a diferentes
velocidades de barrido. Como se menciond anteriormente, la pendiente de estos graficos se
corresponde con el valor de k°, determinandose valores de 101x10, 5x10*y 340x10™* cm s, para

superficies de Au, Au/MPA y Au/CA respectivamente.
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Figura 6.7. Voltamperogramas del par Fe(CN)e**, 3 mM obtenidos en buffer de fosfatos 40 mM en KCI 0.1 M pH =
7.0 a100 mV s, sobre diferentes superficies de A) Oro pristino. B) SAM del 4cido 3-mercaptopropiénico C) SAM
de cisteamina. Bajo cada voltamperograma se muestra el correspondiente grafico W vs Cxv2 para la determinacion
de la constante de rapidez heterogénea estandar de transferencia de electrones, k°.

En la figura 6.7 se muestra como al cambiar la naturaleza quimica de la superficie se puede modular
la rapidez de una reaccién redox. Por ejemplo, cuando el valor de pH es 7.0, la superficie Au/CA
esta cargada positivamente, con los grupos amino protonados, por lo que en esas condiciones el
intercambio electronico entre la sonda redox y la superficie del electrodo se favorece debido a
interacciones electrostaticas. Se puede corroborar esta hipétesis al comparar los valores de k° sobre
Au/CA y sobre Au pristino, obteniendose una razon de 3.4 (kK°awca/k®au), asi como en los valores
de corriente capacitiva medidos en el potencial de inversion, -0.1 V vs Ag/AgCl, -6.36y -3.17 uA
para Au y Au/CA respectivamente. Este comportamiento de atraccion-repulsion de las SAMs,
concuerda con los datos presentados en la seccion 6.3.2, donde se muestra el fendbmeno contrario,
es decir, la repulsion electrostatica entre la superficie Au/MPA (pH = 7.0) y la sonda redox. En ese
caso se obtiene una razon de k%awmeal/ k%au de 0.05, y una disminucién de la corriente de pico
catddico de 42.5 % respecto del electrodo de Au pristino, como se observa el panel B de la figura
6.7.
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6.3.4 Modificacion capa por capa

En esta serie de experimentos se inmovilizaron diferentes capas organicas sobre superficies de
carbono vitreo (GC), iniciando el recubrimiento de estas superficies con el deposito de una pelicula
de oro mediante depdsito electroquimico (GC/Au). Seguidamente se autoensamblaron monocapas
del &cido 3-mercaptopropionico. A continuacion, se afiadieron dos capas orgénicas a las superficies
GC/AuU/MPA, como se describe en la seccién 6.2.4. Al final se obtuvieron superficies modificadas
como la esquematizada en la figura 6.8. La adicion de cada capa se caracterizd usando CV y EIS
con Fe(CN)e>"* 1 mM como sonda redox, en medio de KCI 0.1 M a pH = 7.0, como se presenta

en la figura 6.9.

EH3 CH,
o {
oé/w o%} EtAc
HN HoN HN
HNg HNg HNg
Mo Mo Mo
MPA
S S s

Figura 6.8. Esquema de la plataforma obtenida. GC = carbono vitreo, MPA= acido 3-mercaptopropidnico, DTA =
dietilentriamina, EtAc = etil acetato.
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Figura 6.9. Registros A) voltamperométricos e B) impedimetricos de Fe(CN)e*’* 1mM sobre las distintas capas
agregadas a electrodos de carbono vitreo. Se emplearon disoluciones buffer de fosfatos 10mM pH =7.0 en KCI 0.1 M

En la figura 6.9 se observa como cambia la forma de los voltamperogramas (panel A) y los
espectros de Nyquist (panel B), con los diferentes grupos funcionales terminales de cada capa. Para
observar las interacciones entre la sonda redox y la superficie modificada, con CV se utilizaron los
valores de AE, , mientras que con EIS se usaron los valores de R, que se detallan en la tabla 6.3.
Al depositar la capa de oro sobre el electrodo de GC se observa un aumento de AE, de 5 mV en
CV, que concuerda con un aumento en el valor de Rt de 10 Q. Cuando se autoensambla la SAM,
la superficie de Au se funcionaliza con grupos carboxilato, que en disolucion acuosa a pH = 7.0
ejercen una fuerza repulsiva en la sonda redox. Por esta razon, el valor de AE, se incrementa 6.4
veces, y el valor de R¢t aumenta 2 ordenes de magnitud. Al acoplar la dietilentriamina, la superficie
se funcionaliza con grupos amino que a pH = 7.0 se encuentran protonados, ejerciendo un efecto
de atraccién con sonda redox y facilitan el proceso de intercabio electrénico. Por ello el valor de
Rt tiene el mismo orden de magnitud que el valor obtenido sobre GC/Au con un AEp, que es 1.57
veces mayor La ultima capa afiadida no tiene propiedades acido—base, pero en este caso el aumento
de los valores AE, y de Ret se debe al grosor de la pelicula formada ,que actGia como una barrera

fisica que limita la transferencia de electrones.
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Tabla 6.3 Valores de la diferencia de potenciales de pico y resistencia a la transferencia de carga, obtenidos a pH =7,
usando hexacianoferrato(l11/I1) de potasio sobre diferentes superficies modificadas.

o Grupo AEp Ret
Superficie )

funcional (mV) Q)

GC - 70 290

GC/Au - 75 300
GC/Au/MPA R-COOH 450 15600

GC/Au/MPA/DTA R-NH: 110 560

GC/Au/MPA/DTAJ/EtAC R-O-CzHs 135 705

A continuacion se estudié el comportamiento de cada capa afiadida a diferentes valores de pH,
usando CV. Para fijar los valores de pH en las disoluciones se emplearon acetatos para pH = 4,
fosfatos para pH = 7 y Bis-tris (1,3-bis[tris(hidroximetil)metilamino]propano) para pH = 10. En la
figura 6.10 se presentan los registros voltamperométricos obtenidos.

A B C
30- GC/Au/MPA GC/Au/MPA/DTA GC/Au/MPA/DTA/EtAc

20

< O
2
-104
2204 = pH =10
—pH =7
—pH =4
-30 T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.2 0.4 0.6
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)

Figura 6.10 Registros de CV de las distintas capas agregadas a electrodos de carbono vitreo, a diferentes valores de
pH, se emplearon disoluciones acuosas de Fe(CN)g*"*- 1mM en diferentes disoluciones amortiguadoras 10 mM.

En el panel A de la figura 6.10 se observa una disminucion de las ipc, del 61.0 y 63.9 % cuando el
valor de pH es 7 y 10. Como se mencion0 en otras secciones, esta disminucion se debe a la

interaccion repulsiva entre la superficie cargada y la sonda redox. A pH = 4 no se observa
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interaccion repulsiva, puesto que este valor de pH la superficie no esta cargada. Después del
acoplamiento del electrodo GC/Au/MPA con DTA, esta superficie se funcionaliza con grupos
amino, hipotesis que se puede confirmar al observar los valores corriente del panel B, (figura 6.10).
Por ejemplo, el valor de ipc disminuye 21.1 % cuando el valor de pH es 10. En esas condiciones
los grupos animo estan desprotonados,(la superficie no tiene carga), formando una barrera fisica
entre la sonda redox y la superficie. Esta ultima explicacion se pude usar para describir el
comportamiento de la superficie GC/Au/MPA/DTA/EtAc, voltamperogramas del panel C, donde
independientemente del valor de pH se observan valores de corriente de pico similares de alrededor

de -19.4 pA 'y corrientes capacitivas de -5.51 pAa 0.5 V vs Ag/AgCl.

6.3.5 Desorcidén de monocapas
Varias de las superficies modificadas mediante formacion de SAMs se utilizaron como electrodos
para la determinacién de iones Cu(ll) en medio acuoso. No obstante, con ninguna superficie se
obtuvieron los resultados buscados, esto puede deberse a la desorcion reductiva del grupo tiol,

como se detalla en la ecuacion 6.1.%
AuSR + 1le~ - Au(0) + SR~ 6.1
La desorcion reductiva de los grupos tioles se comprobé experimentalmente, empleando electrodos

de oro policristalino sobre los que se ensamblaron monocapas de cisteamina (2-aminoetanotiol,
CA) y 6-aminohexanotiol, (HAL).

i (uA)

—0O— 6-aminohexanotiol
—O— 2-aminoetanotiol

-3 T T T T T T T T 1
-0.6 04 0.2 0.0 0.2

E(V vs Ag/AgCl)

Figura 6.11Votamperogramas correspondientes a la desorcion reductiva de monocapas autoensambladas de 2-
aminoetanotiol y 6-aminohexanotiol. En ambos casos se usaron disoluciones acuosas con buffer de fosfatos 10 mM y
KCI1 0.1 M, a una velocidad de barrido de 100 mV s*
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En los voltamperogramas de la figura 6.11 se observan dos sefiales de reduccion con E de -0.49
y -0.49 V vs Ag/AgCl para CA y HAt respectivamente. Se encontrd que independientemente de la
longitud de la cadena alifatica, 2 0 6 carbonos, la desorcion del grupo tiol ocurre a sobrepotenciales

relativamente pequefios.

6.4 Conclusiones

Se encontrd un procedimiento de limpieza electroquimica para obtener superficies de oro mas
homogéneas, este consiste de barridos sucesivos de potencial en una disolucion 0.1 M de H2SO4
+ KCI 10 mM seguido de barridos potenciodinamicos en disoluciones acuosas de NaOH 0.5 M. Se
modificaron superficies de oro mediante la formacién de monocapas autoensambladas de
cisteamina, 6-aminohexanotiol, y &cido 3-mercaptopropidnico. Con estas monocapas se establecio
que se puede modular la velocidad de la reaccion heterogénea de intercambio de electrones,
inmovilizando SAMs con diferentes grupos funcionales. Se determiné el valor de la constante
acidez superficial de las SAMs del acido 3- mercaptopropidnico, encontrdndose un valor de pKa =
5.3 = 0.1. Se modificaron monocapas de MPA sobre oro, mediante el acoplamiento de
dietilentriamina y bromo acetato de etilo, estas superficies se caracterizaron con CV y EIS. Con
estos Ultimos CMEs, no fue posible desarrollar un método para la determinacion de iones Cu,

puesto que las SAMs se desorben a valores de potencial menores que el depdsito del metal.
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7.1 Antecedentes

La construccion de materiales con morfologia controlada y gran area superficial es muy importante
para el desarrollo de aplicaciones como: catalisis, almacenamiento y transformacion de energia,’ o
sensores.> En la literatura se han reportado varios métodos para la obtencion de materiales
nanoestructurados de oro, entre ellos tenemos: el uso de plantillas rigidas de esferas de SiO»,?
plantillas de burbujas de hidrogeno,* disolucion quimica de aleaciones,® o0 deposito
electroquimico.® Este altimo método, se oferta ademas como una forma facil, rapida y barata de
obtener nanoestructuras.” Se han reportado materiales nanostructurados con varias formas como
esferas, barras, triangulos, entre otras.® Sin embargo, el uso de aditivos para controlar deposito de

una fase nanoestructurada afecta las propiedades quimicas interfaciales de la superficie final.®

La Dopamina (DA), es un neurotransmisor de la familia de las catecolaminas, que tiene un papel
fisiolégicamente importante en la funcién del cerebro, sistema nervioso central y sistema
cardiovascular. Niveles anémalos de dopamina estan relacionados con enfermedades del sistema
nervioso como, esquizofrenia, demencia senil y Parkinson.© . Para el diagnéstico y tratamiento de
estas enfermedades es necesario determinar de forma precisa los niveles de DA. La determinacién
de DA se ha realizado usando técnicas electroquimicas con electrodos de oro, con la finalidad de
mejorar la sensibilidad del método de determinacién de DA se han usado electrodos
nanoestructurados.? En la literatura se encuentran varios trabajos donde se reporta el depdsito
nanostructurados de oro, muchos de estos trabajos utilizan como sustrato materiales de oro como

peliculas delgadas,**-** o superficies policristalinas.’®

En este capitulo se describe la construccion de superficies nanoestructuradas de oro sobre
electrodos de carbono vitreo para la determinacion de DA en medio acuoso en presencia de &cido
ascorbico y acido urico. El electrodeposito se realizé utilizando disoluciones acuosas de Au(lll)
con iones Pb(ll) como agente direccional de crecimiento inorganico,® utilizando tres métodos

diferentes para investigar el efecto de cada método en la estructura del depdsito.
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7.2 Seccion experimental

7.2.1 Reactivosy equipos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich Inc. Disolucién de cloruro urico, ([Au]
= 1000 ppm en HCI 5%), hidrocloruro de dopamina (DA), acido clorhidrico, nitrato de plomo
Pb(NOs)., acido ascorbico (AA), acido urico (UA) y cloruro de potasio KCI. Los reactivos
detallados a continuacion se adquirieron a J.T. Baker H2SO4 (J.T. Baker), monohidrégeno fosfato
de sodio NazHPQ4, dihidrégenofosfato de sodio NaH2POa, acido nitrico HNO3 (67%), hidréxido
de s6dio NaOH. Todas las disoluciones fueron preparadas con agua tipo | (18.2 MQ c¢cm), obtenidas

de un desionizador Milli-Q.

Se midieron 10mL de disolucion estandar de Au 1000 ppm y se las llevé a sequedad, se disolvié el
solido remanente con suficiente agua y se pasé a un matraz aforado de 5 mL, al que se afiadieron
suficiente acido nitrico y nitrato de plomo, para obtener una disolucion acuosa con: Au(lll) 10
mM, Pb(Il) 1 mMy HNO3 0.3 M.

Los experimentos de voltamperometria ciclica (CV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV)
y cronoamperometria (Cramp) se realizaron con un potenciostato CH Instruments, modelo CHI
920C series, usando una celda de tres electrodos, con electrodos de carbono vitreo (3 mm de
diametro, CHI) como electrodos de trabajo, un alambre de platino de 0.5 mm diametro y 12 cm de
longitud (enrollado en forma de espiral) como electrodo auxiliar y un electrodo de referencia de
Ag/AgCI (3 M KCI). Antes de realizar distintos los experimentos electroquimicos, las disoluciones
empleadas se des gasificaron Imediante burbujeo de nitrégeno (pureza = 4.8), durante al menos 10

min.

La determinacion del valor de pH se realizd con un pH-metro Orion 5 STAR, Thermo Scientific.
Los analisis de microscopia electronica de barrido (Scanning electron microscopy ,SEM por sus
siglas en inglés) se realizaron con microscopios JEOL JSM-7600F y JEOL JSM-5900LV, antes
del cada analisis de microscopia, las superficies se enjuagaron con abundante agua y se secaron al

vacio.

7.2.2 Modificacion de la superficie

Usando dispersiones de alimina en agua, con tamafio decreciente de tamafio de particula (1.00,
0.30 y 0.05 uM), se pulieron mecéanicamente electrodos de carbono vitreo (GC). Los electrodos asi

tratados se enjuagaron con abundante agua deionizada para eliminar residuos de alumina. Después
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de la limpieza mecanica, los electrodos se sometieron a un proceso de limpieza electroquimica, que
se realizo 2 veces mediante un barrido de potencial desde 0.2 hasta 1.6 V vs Ag/AgCl a una
velocidad de 100 mV s, en H2S04 0.5 M. Finalmente se depositd oro sobre las superficies limpias

de carbono vitreo usando tres técnicas electroquimicas.

7.2.3 Determinacion del area

La determinacion del area electroactiva se realiz6 usando el procedimiento descrito en la seccion
6.3.1, usando una ventana de potencial que inicia en 0.2 V' y termina en 1.6 V vs Ag/AgCl a 100
mV st en H2SO4 0.5 M. Cada determinacion se realizo por triplicado, obteniendo un error tipico

menor al 5 %

7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Electrodeposito de oro

El deposito de oro se realizo sobre superficies de GC, usando disoluciones acuosas de HNO3, 0.3
M que contienen Pb(NOs)2 1.0 mM. En la figura 7.1 se presenta CV tipicos para la reduccion de
HAuCI,, en presencia y ausencia de iones plomo. En esta figura, se observa una sefial de reduccion
correspondiente a Au a Epc = 0.58 V vs Ag/AgCI, la presencia de plomo en la disolucién hace que
el voltamperograma se desplace hacia potenciales mas altos facilitando la reduccién del Au(ll11) al

reducir el sobrepotencial catddico corespondiente.

——[Au] =10 mM

-rj
04 ——1Au] = 10 mM+ [Pb] = 1 mM /

e

-100
—

:_:3 -200 / \

-300 4 \

AT T T 7
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E (V vs Ag/AgCl)

Figura 7.1 Voltamperogramas tipicos para la reduccion de oro sobre carbono vitreo usando disoluciones que: no
contienen Pb (linea negra), contienen Pb (linea roja). En ambos casos se utilizé una velocidad de barrido de 100 mV
sy HNO3 como electrolito soporte.
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El depdsito de plomo ocurre a -0.51 V vs Ag/AgCl y la respectiva sefial de oxidacion se observa a

-0.40 V. A partir de estos datos se eligieron los valores de potencial para depositar oro.

El depdsito de oro se realizé usando tres métodos. El primero es el método potenciostatico (PS),
donde se aplicé un pulso de potencial durante 300 segundos a -0.1, 0.1 y 0.3 V vs Ag/AgCl,
respectivamente. En esta serie de experimentos, simultaneamente, se midié la carga necesaria para
realizar el depdsito en cada ensayo. Se calcul6 un valor promedio de carga de 2.4+0.09 x 10 C,
independiente del valor de potencial aplicado. Con el segundo método, denominado
potenciodiamico (PD) se construyeron una serie de electrodos mediante el depdsito de oro usando
ciclos de barrido de potencial a 100 mV s, que inician en el potencial de circuito abierto (~0.95
V), y con diferentes valores de potencial de inversion. Para potenciales de inversién de -0.1, 0.1y
0.3 V vs Ag/AgCl, se utilizaron 16, 22 y 31 ciclos respectivamente, de modo que en cada ensayo
PD se utiliz6 un valor de carga cercano a 24 mC. En el dltimo método, denominado galvanostatico
(GS), se depositd oro, imponiendo una corriente constante de 75 o0 100 pA, hasta que el valor de
potencial registrado llegara a 0.0 V vs Ag/AgCl. La carga utilizada en estos ensayos se calcula al
multiplicar el tiempo de deposito por el valor de corriente aplicado, midiéndose valores de 7.1 +1.7
mC, n =12, para 75 pA, and 3.6 £ 0.8 mC, n =9, para 100 pA.

7.3.2 Determinacion del area electroactiva

El area electroactiva del conjunto de electrodos recubiertos con oro se determind inmediatamente
después de realizar el deposito. El procedimiento seguido consistié en formar una capa de 6xido
sobre la superficie de oro (la composicion de la capa de 6xido corresponde a una estequiometria
1:1 de atomos de oxigeno con los atomos de la superficie del metal)® mediante la aplicacion de un
barrido de potencial desde 0.2 V hasta 1.6 V en H2SO4 0.5 M. Inmediatamente despues de la
formacién del 6xido, se invierte el sentido del barrido de potencial y se registra la corriente de
reduccién. Un voltamperograma tipico se presenta en el inserto de la figura 7.2. En el barrido de
reducciodn se observa un pico correspondiente a la reduccién de la capa de 6xido antes formada, y
al integrar el area bajo la curva se conoce el valor de la carga necesaria para desorber los atomos
de oxigeno (QAY©). El area electroactiva se obtiene al dividir el valor de QAY° entre el valor de
Q™ que es un valor de carga estandar por unidad de area (400 nC cm), reportado por Plowman

y colaboradores? para superficies de oro nanoestructurado.
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Figura 7.2. Valores de area electroactiva de electrodos recubiertos con oro mormalizados por el valor de carga usada
para prepararlos. El depésito se realizéd usando tres diferentes métodos A) potenciostético, B) potenciodinamico, C)
galvanostatico D) Valor de referencia de un electrodo tipo disco (3 mm didmetro). Inserto: CV tipico de un electrodo
recubierto de oro en H,SO4 0.5 M

El eje de las ordenadas de la figura 7.2 presenta valores de area normalizada dividiendo el area
electroactiva de la superficie entre el valor de carga usada para realizar el depdsito. Esta
normalizacion permite comparar la eficiencia del método de depdsito incluyendo los datos del
método galvanostatico. En el panel D de esta figura se presenta una barra titulada como ref, cuyo
valor corresponde a la razdn entre el area de un electrodo de disco (similar al de GC) y 24 mC. Con
este valor es posible estimar facilmente el factor de rugosidad de cada electrodo modificado.

Con el método PS se obtuvieron los factores de rugosidad mas grandes, alrededor de 5, 3.5y 1.2
para depositos a -0.1, 0.1 y 0.3 V vs Ag/AgCI respectivamente. Con el método PD se midieron
valores de factor de rugosidad de 1.3, 0.5 y 0.5 correspondientes a potenciales de inversion de -0.1,
0.1 y 0.3 V vs Ag/AgCI. Estos valores pequefios pueden estar relacionados con superficies
pobremente recubiertas o recubrimientos lisos y homogéneos. Con el método GS se midieron

factores de rugosidad de 1.7 y 1.2 para corrientes de 100 y 75 pA respectivamente. Utilizando el
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método PD con un potencial de inversion de -0.1 V vs Ag/AgCl se obtiene la mejor

reproducibilidad de los datos de area, calculandose un coeficiente de variacion menor al 5 %.

7.3.3 Comportamiento electroquimico de DA sobre electrodos de Au
En la figura 7.3 se presentan registros voltamperométricos de la electrdlisis de DA sobre electrodos

de carbono vitreo recubierto con nanostructuras de oro (nsAu/GC) y sobre GC pristino.
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Figura 7.3. Voltamperogramas de la electrolisis de DA 1.2 mM sobre electrodos de carbono vitreo pristino (linea
negra), y electrodos de oro nanostructurado (linea roja). Voltamperimetria ciclica a una velocidad de barrido de 0.1 V
s B) Voltamperometria de onda cuadrada, Epuso = 5 mV, amplitud = 25 mV, f = 20 Hz. En todos los ensayos se
utilizaron disoluciones acuosas de buffer de fosfatos, pH = 7.0 en KC1 0.1 M

En la figura 7.3 se observan sefiales de oxidacion y reduccion con potencial de media onda E12 =
0.195 V para electrodos de GC y de 0.178 V vs Ag/AgCl para electrodos nsAu/GC. La diferencia
de potenciales de pico es 85 y 80 mV para electrodos de GC y nsAu/GC respectivamente. Se
midieron valores de ipa Y ipc de 34.3 y -19.7 pA para electrodos de GC con una relacion de
corrientes de pico de ipc/ipa = 0.57, en tanto que con electrodos nsAuU/GC se midieron ipa Y ipcde
42.7y -37.3 pA con una ipc/ipa = 0.87. Con electrodos nsAu/GC se registra asi una ip,c dos veces
mas grande, asi como un incremento del 25 % en la ipa, para la misma concentracion de DA. En
los experimentos de voltamperometria de onda cuadrada (SWV), el valor de la diferencia de

corrientes (Ai = igirecta - ireversa) de pico mas alto se obtiene con electrodos nsAu/GC, obteniendo un
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valor 2.5 veces méas grande (~121.9 pA) que el valor encontrado con electrodos GC (46.8 uA),

ademas de que este pico aparece 20 mV mas abajo en la escala de potencial.

7.3.4 Caracterizacion microscopica

Las figuras 7.6 y 7.7 muestran imagenes de los electrodos nsAu/GC preparados usando los tres
diferentes métodos. La superficie preparada con el método PD (16 ciclos) tiene nanoparticulas que
pueden agruparse en tres categorias: particulas con didmetros de alrededor de 1 pm
(aproximadamente 1% de todas las particulas), particulas con didmetros promedio de 300 nm (cerca

de 15%) y particulas con tamafio igual o0 menor que 100 nm (aproximadamente 84% ).

W58, 080 8. Sem FER-USATI

Fig. 7.6. Imagen SEM (x50000) de un electrodo nsAu/GC preparado potenciodindmicamente, usando 16 ciclos,
imagen obtenida con un microscopio JEOL JMS-5900LV.

Los electrodos preparados usando el método PS (aplicando un pulso de potencial a 0.3 V vs
Ag/AgCl) tienen una superficie irregular compuesta por cimulos de nanocristales de alrededor de
100 nm, aglomerados en islas compactas.?®>?® Esta Gltima superficie contrasta con la preparada
galvanostaticamente, (100 s a 75 mA), donde se observa un recubrimiento pobre de alrededor de
0.11 particulas /um?, con particulas con un tamafio promedio de entre 500 y 800 nm. Esta serie de

analisis confirma el depo6sito de nanostructuras de oro sobre la superficie de carbono vitreo.
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Figure 7.7. Imagenes SEM de electrodos nsAu/GC, preparados con el método: potenciostatico, paneles A and B,
(usando un microscopio JEOL JSM-7600F); potenciodindmico, paneles C and D (usando un microscopio JEOL JMS-
5900LV); y galvanostatico paneles E and F(microscopio JEOL JMS-5900LV).

Adicionalmente a la caracterizacion de los depdsitos de oro sobre GC por SEM, se realizaron
analisis de espectroscopia dispersiva de energia (energy dispersive spectroscopy, EDS por sus
siglas en inglés). En estos analisis no se encontraron sefiales correspondientes a plomo,
confirmando que se deposité Unicamente oro sobre la superficie de GC, como se observa en la

figura 7.8.
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Figura 7.8 Analisis de Espectroscopia dispersiva de Energia (JEOL JMS-5900LV) del electrodo nsAu/GC preparado
potenciodinamicamente, aplicando 16 ciclos de barrido de potencial entre 0.95y -0.1 V vs Ag/AgCl, a una velocidad
de barrido de 100 mV s,

7.3.5 Determinacion de dopamina sobre electrodos nsAu/GC

Utilizando SWV con Epuso = 5 mV, amplitud = 25 mV y f = 20 Hz como parametros
experimentales, se determinaron las valores de Aip, a diferentes concentraciones de DA sobre los
electrodos recubiertos con oro. Las determinaciones se realizaron en disoluciones acuosas de
fosfatos 10 mM en KCI 0.1 M a pH = 7.0, con concentraciones de DA de entre 1y 10 uM. Con
excepcion de los electrodos construidos con el método PS a potenciales de -0.1 y 0.1 V, en todos
los experimentos se encontré una relacion directamente proporcional entre Aipy la concentracion
de DA, como se detalla en latabla 7.1 Cada curva de calibracidn presentada se obtuvo del promedio
de al menos tres electrodos diferentes, con coeficientes de variacion que fluctian entre 2 'y 30 %.
Con estos resultados se puede comparar facilmente el desempefio de cada serie de electrodos para
la determinacion de DA.
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Tabla 7.1 Valores de mérito para la determinacién de dopamina mediante curvas de calibracion usando
voltamperometria de onda cuadrada, sobre electrodos de oro nanoestructurados construidos con diferentes métodos.

M/C.D.* ecuacion de la curva r? LOD(uM)**

Potentiostatico, pulso de potencial

-0.1 Aip = 3.73[DA] + 5.86 0.7735 3.40
0.1 Aip = 3.40[DA] + 2.61 0.8625 2.51
0.3 Aip =0.29[DA] + 0.39 0.9725 2.08

Potentiodindmico, potencial de inversion

-0.1 Aip = 0.22[DA] + 0.49 0.9933 0.57
0.1 Aip = 0.29[DA] + 0.30 0.9892 1.29
0.3 Aip = 0.28[DA] + 0.20 0.9850 2.15

Galvanostatico, valor de corriente

100 Aip = 0.24[DA] + 0.25 0.9914 1.15

75 Aip = 0.13[DA] + 0.17 0.9911 1.17

* M/C.D. = Método o Condiciones experimentales de depdsito. ** LOD es el limite de deteccidn calculado como LOD
= yu+3Syi, donde yy es el valor de la ordenada al origen de la curva de regresion lineal y Syix es un valor estadistico
que estima los errores aleatorios en Aip*’

También se realizd la determinacién de DA a diferentes concentraciones, sobre superficies de GC
pristino y electrodos de oro policristalino. Los valores de mérito analitico respectivos se presentan
en la tabla 7.2. Al comparar los valores de las tablas 7.1y 7.2, se observa que los menores limites

de deteccidn se obtienen con los electrodos recubiertos con oro.

Tabla 7.2 Valores de mérito para la determinacion de DA mediante SWV por curvas de calibracion, usando diferentes
electrodos.

superficie curva de calibracion r? LOD (uM)
GC Aip, = 0.11[DA] + 0.30 0.9928 1.05
Au Aip = 0.02[DA] + 0.10 0.9536 2.72

Todas las superficies nsAu/GC tienen mejor sensibilidad en la determinacion de DA, comparando

con la sensibilidad calculada con GC. Con la superficie de oro policristalino se determind el valor
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mas pequerio de sensibilidad. Utilizando el criterio de limite de deteccion, se encontr6 que la mejor
superficie para la determinacion de DA es la superficie preparada potenciodinamicamente
aplicando 16 ciclos que inician en 0.95 V, llegan hasta -0.1 V y alcanzan finalmente el potencial
inicial (0.95 V vs Ag/AgCl). Con estas superficies se determino una sensibilidad promedio de 0.22
A-L/mol y un LOD de 570 nM. Se investigo el comportamiento de la superficie al cambiar el
numero de ciclos aplicados. Cuando se aplican solo 8 ciclos de barrido de potencial, la sensibilidad
disminuye un 20%, mientras que al aplicar 24 ciclos la dispersion de los datos aumenta entre 2y 3

Veces.

7.3.6 Interferentes principales

A continuacion, se estudio el efecto de interferentes comunes en la determinacion de DA. En la
figura 7.4 se presentan voltamperogramas correspondientes a la determinacion de DA, &cido
ascorbico (AA) y &cido urico (UA) sobre electrodos nanoestructurados de oro. En el panel D de
esta figura se comparan las sefiales de la dopamina con las de sus interferentes obtenidas en
disoluciones separadas. Se observa una diferencia de potenciales de pico de alrededor de 0.16 V
entre las sefiales de DA y AA, en tanto que para las sefiales de DA y UA se observa una diferencia
de potenciales de pico de cerca de 0.2 V. Una caracteristica importante del panel D de la figura 7.4
es que la corriente de pico correspondiente a la DA es 10 veces mayor que la del pico
correspondiente a UA, pese a que estan en la misma concentracion, y casi 50 veces méas grande que

la sefial obtenida para AA, aunque el AA duplique la concentracion de DA.

Se continud con la determinacion de DA a diferentes niveles de concentracion en mezclas ternarias
con AA y UA manteniendo constantes las concentraciones de estos Ultimos analitos (100 uM),
como se observa en la figura 7.5. En el panel B de esta figura se observa la curva de calibracion
correspondiente. Los datos mostrados representan el promedio de tres electrodos recubiertos
independientemente, y la barra de error representa la desviacion estandar de los datos.
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Figura 7.4 Voltamperogramas de onda cuadrada para la determinacion de A) dopamina, B) acido ascérbico y C) acido
Urico. El panel D se presenta voltamperogramas de distintos analitos a una concentracion fija. Todas las
determinaciones se realizaron usando electrodos nsAu/GC preparados con el método PD, aplicando 16 ciclos de
barrido de potencial de 0.95 V hasta -0.1 V vs Ag/AgCl. Otras condiciones experimentales se detallan en la figura 7.3.

En la curva de calibracion para la determinacion de DA con sus interferentes (panel B, figura 7.5)
se encontraron dos intervalos lineales: el primer intervalo tiene una sensibilidad de 0.192 A-L/mol
con concentraciones de DA entre 0 y 10 uM con un LOD de 0.85 uM, mientras que el segundo
intervalo lineal inicia en una concentracion igual a 10 uM, alcanzando una concentracion final

igual a 30 uM, con una sensibilidad de 0.11 A-L/mol y un LOD de 3.84 uM.

En la tabla 7.3 se presenta los valores de LOD determinados en diferentes trabajos, asi como la
concentracion de interferentes usada. Con los datos presentados en esta tabla se resalta que el LOD
obtenido en este trabajo es comparable con los valores reportados en la literatura, pese a la relativa

simplicidad en la construccion de los electrodos nsAu/GC.
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Figura 7.5 Determinacion de dopamina en mezcla ternaria con 0.1 mM de acido ascérbico y 0.1 mM de &cido Urico,
sobre electrodos nsAu/GC preparados como se describe en la figura 7.4.

Tabla 7.3 Comparacién de LOD para diferentes electrodos modificados, utilizados en la determinacion de dopamina.

Los valores de concentracion estan en pM.

Electrodo Modificado [AA] [UA] LOD DA referencia
P-4-ABA/GC 150 10 1.0 Zheng,®
Chitosan-Gr/GC 100 20 1.0 Han,*
[CsPy][PFs]-CPE - - 1.0 Safavi,
Pd-NP-CNF/CPE 1000 50 0.2 Huang,?*
Au-NP-CD/Gr/GC 500 0.5 0.15 Tian, 2
Au@Pd-NP-rGO/GC 400 80 0.02 Jiang, 2
SnO2:NP-MWCNT-CPE 1000 50 0.03 Sun,?
nsAu/GC 100 100 0.83 Este trabajo

P-4-ABA = 4cido poli-4-aminobutirico, Gr = grafeno, [CsPy][PFs] = hexafluorofosfato del-octil piridinio, CPE = electrodo de pasta de
carbono, X'NP = nanoparticulas de Pd, Au o SnO2, CNF = nanofibras de carbono, CD = B-ciclodextrina, rGO = dxido de grafeno reducido,

MWCNT = nanotubos de carbono multi-pared.
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7.4 Conclusiones

Se construyeron superficies modificadas (nsAu/GC) que se usaron para la determinacion de

dopamina en mezcla ternaria con acido ascorbico y acido drico, con LOD de 0.85 mM, sensibilidad

de 0.19 A-L/mol y rango lineal de 0 hasta 10 mM. Utilizando el método potenciodindmico y

aplicando 16 de 0.95 hasta -0.1 V vs Ag/AgCl se depoésitaron nanoparticulas esféricas de oro cuyo

tamafio es menor o igual a 100 nm, sobre electrodos de GC. Con el método potenciostatico y

galvanostatico se obtuvieron cimulos de cristales de oro con tamafio de particula entre 500 y 800

nm. Con el método potenciostatico se obtuvieron superficies recubiertas un 85% por particulas con

diametro promedio a 100 nm.
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Se establecieron condiciones operacionales, para la formacidn de injertos moleculares de: &cido
4-aminobenzoico, 4-nitroanilina, dietilentriamina, dopamina e histamina sobre superficies de
carbono vitreo y nanotubos de carbono.

Se funcionalizaron superficies de oro policristalino con grupos carboxilo y amino, mediante la
formacién de monocapas autoensambladas, con estos electrodos se realizaron reacciones de
acoplamiento.

Los injertos de dopamina obtenidos por oxidacién de amina y 4-nitroanilina construidos
mediante la reduccion de cationes aril diazonio, se caracterizaron utilizando voltamperometria
ciclica.

Usando voltamperometria ciclica y espectroscopia de impedancia electroquimica se calculd la
magnitud de constante de acidez superficial Ka de los electrodos Au/MPA y GC/PABA,
encontrdndose valores de pKa de 5.3 y 3.3 respectivamente.

Como prueba de concepto, se determind que se puede medir la cantidad de iones cobre en
disoluciones acuosas, utilizando superficies modificadas mediante la adsorcion de los
colorantes rojo de pirogalol (RPG) y rojo de alizarina (ARS).

Se determinaron iones Pb(ll) y Cd(ll), con LOD =22 y 58 nM, sensibilidad = 0.29 y 0.13
A-L/mmol respectivamente, para los dos iones se obtuvo un rango lineal desde 0 hasta 500 nM,
utilizando superficies modificadas GC/CNT/RPG con peliculas de bismuto formadas in-situ.
Se investigd el comportamiento de parametros operacionales tales como: tiempo de depdsito o
de adsorcidn, potencial de depoésito, ventana de potencial, valor de pH de la disolucion e
interferentes. Se determinaron los mejores valores de estos parametros para mejorar el
desempefio en la determinacion de Cu(ll), Cd(11) y Pb(ll).

Se construyeron superficies modificadas (nsAu/GC) para la determinacién de dopamina en
mezcla ternaria con acido ascorbico y acido urico, con LOD de 0.85 mM, sensibilidad de 0.19
A-L/mol y rango lineal de 0 hasta 10 mM.

Utilizando el método potenciodinamico y aplicando 16 de 0.95 hasta -0.1 V vs Ag/AgCl se
depdsitaron nanoparticulas esféricas de oro cuyo tamafio es menor o igual a 100 nm, sobre
electrodos de GC

Con el método potenciostatico y galvanostatico se obtuvieron cumulos de cristales de oro con

tamafio de particula entre 500 y 800 nm.
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ANEXOS

Electrodos de carbono vitreo modificados capa por capa
Cevallos-Morillo Carlos, Aguilar-Cordero Julio

Departamento de Quimica Analitica , Facultad de Quimica

Universidad Nacional Auténoma de México

INTRODUCCION

El concepto de electrodos quimicamente modificados, (CME por sus siglas en
inglés), nace al intentar usar la superficie del electrodo como herramienta
extra, para favorecer una reaccidn quimica heterogénea dada.! El estudio y
desarrollo de CMEs es importante puesto que estos materiales tienen
multiples aplicaciones en varios campos comao: catalisis, corrosién, sensores,
almacenamiento y conversién de energfa, entre otras.

OBJETIVO

Construir superficies modificas sabre carbono vitreo y caracterizarlas usando
espectroscopia de impedancia electroguimica y voltamperometria ciclica .

CONSTRUCCION DEL CME

Se madificaron superficies de carbono vitreo mediante la reduccién de
HAUCl; 0.1 M, en medio de HCl 0.1 M, sobre esta superficie se adsorbid
monopacas de tioles, con lo que la superficie queda funcionalizada con
grupos carboxilato. Esta superficie se traté con una mezcla 1:1 de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, N-hidroxisuccinimida por una hora y luego
con dietilentriamina por 30 min . Finalmente se traté las superficies
modificadas con bromoacetato de etilo por 15 min.

RESULTADOS
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Figura 1. a) Esquema de construccién del CME donde: GC= carbono vitreo, Au =
oro, MP= 4cido 3-mercaptopropidnico, DT= dietilentriamina, MEC = metil
etoxicarbonilo. b) Diagramas de Nyquist para cada una de las capas, se empled
disoluciones acuasas de Fe(CN)/*, 1 mM en medio de KCl 0.1 M y huffer de
fosfatos 10 mM, pH=7, frecuencias entre 1 y 1x10 *Hz, amplitud 5 mV, potencial
de polarisacian E =E ..
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Figura 2. Caracterizacion de la superficie GC/Au/MP a diferentes valores de pH,
circuitos equivalentas empleadosi) pH=4, ii} pH= 7.
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Figura 4. Caracterizacidn de la superficie GC/Au/MP/DT/MEC a diferantes valores de
pH, circuitos equivalentes empleados i) pH=4, i) pH= 7.
CONCLUSION

La espectroscopia de impedancia electroguimica permite el estudio y
caracterizacion de superficies quimicamente modificadas
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Copper(ll) Determination with Modified Carbon Nanotubes Electrodes
using Dyes as Ligands
miam Cevallos-Morillo Carlos Alberto .”I Aguilar-Cordero Julio César
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Introduction

Several reports in literature have shown that copper levels in cancer patients are
significantly elevated compared to those found in healthy subjects. The studies
showed that while zinc, iron and selenium concentrations were significantly lower
in cancer patients, the copper concentrations usually showed an increase of 2-3
fold.!

Pyrogallol red (RPG, A) is a triphenylmethane dye, usually used as a reagent in the
analysis of proteins.? Alizarin Red S (ARS, B) is an anionic, sulfonated dihydroxo
anthraquinone dye, used as a staining agent in textiles or mineralized bones of
biological specimens.?

In this work we show the proof of concept of copper determination employing
modified electrodes using dyes adsorbed on MWCNT as ligands.

Scheme of preparation of modified electrodes

CNT’s dispersed =
in toluene

GC = glassy carbon, CNT = multi-walled carbon nanotubes
Results

Figure 1. Molecular structure of the dyes used as ligands: A) pyrogallol red, B) alizarin
red S. Panels Al and B1 show cyclic voltammograms of modified electrodes prepared
by addition of different components: blue lines = substrate (CNT on GC); red lines =
adsorbed dye on GC/CNT; black lines = coordinated Cu(ll) on GC/CNT/dye. All cyclic
voltammograms were obtained at 100 mV s, in 0.01 M MES buffer pH = 4.0. CHI
900C potentiostat, Pt wire as counter electrode. All reagents were purchased from
Aldrich and used without further purification.

100

Figure 2. Comparison between different electrochemical techniques for copper
determination on different surfaces using A) pyrogallol red and B) alizarin red as
ligands. LSV = linear sweep voltammetry (v = 100 mV s?), SWV = square wave
voltammetry (E,,, = 5 mV, f = 20 Hz, amplitude = 50 mV), DCP = differential
chronopotentiometry (i = 5 pA). 2 uM copper concentrations were used in all cases.
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Figure 3. Voltammetric response curves obtained by successively adding copper to
aqueous 0.01 M MES buffer, pH = 6.5/0.1 M KCI. Adsorbed ligands: A) pyrogallol red
and B) alizarin red. Insets illustrate the linear relation between the anodic peak
current and copper concentration.

Conclusions

The adsorption of RPG and ARS on carbon nanotubes was confirmed by the presence
of the corresponding oxidation-reduction signals. The results obtained show that
GC/CNT/ARS and GC/CNT/RPG modified electrodes may enable the determination of
copper ions with high sensitivity .
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ELECTROANALYSIS

Electrochemical Formation of Nanostructured Gold
Surfaces on Glassy Carbon for the Determination of

Dopamine

Carlos Alberto Cevallos-Morillo[* Salvador G. Herndndez-Vargas ™ and Julio C. Aguilar-Cordero*®

Abstmet: Nancstructured gold surfaces were prepared by
potentiostatic, potentiodynamic or galvanostatic Au elec-
trodeposition on glassy carbon electrodes The nano-
structured gold electrodes (s AWGC) were used for the
determination of dopamine (DA) in agueois media. A
directly proportional relationship was found between the
pesk current for DA (obtained by square wave voltamme-
try, SWV) and its concentration for all cases However,
the best performance for DA determination was attained
with potentiodynamically electrodeposited surfaces. The
SWV peak current was linearly ent on DA
concentration up to 10 pM, with a detection limit (30) of

0.57 yM, and a comelation coefficient (r) of 09966, A
study on the effect of common interfering species such &
ascorhic acid (AA) and wric acid (UA) on DA determi-
nation wss ako carried out. The wse of a nanostructured
surface gives rise to peaks for AA and UA that appear at
0.15-020V above the peak potential for DA, The
detection limit obtained for dopamine is below 1 uM in
the presence of 0.1mM AA and 01 mM UA. Thus
nancstructuring of glasy carbon surfaces with gold
conveniently and easily improves the detection of DA in
the presence of their principal imerfering species.

Keywonls Nanostructured gold - glassy carbon - dopamine dete nmination

1 Introduction

Gold has been intensely studied as material for fabricating
new surfaces with tunable characteristics and properties,
mainly due to its biocompatibility, its electrocatalytic
activity in a nanostructured form and to the ease of its
functionalzation with self-assembled monolayers [1).
Seweral methods have been used to prepare gold surfaces
with high surface area, including: hard templating of Si0:
spheres [2], chemical dedlloying [3], H; bubble formation
[4), and electrochemical deposit [5], The latter one
appears to be a fast and low cost method to fabricate well-
defined nancstructured surfaces [6). Metal nanoparticles
in the shape of spheres, rods, triangles and hierarchical
flower-like structures, as well as dendriticlike deposits
have been prepared under such an approach |7, 8]. Never-
theless, the we of organic additives in solution or
previously adsorbed is a common strategy to control the

of the nanostructured affecting the inter-
facial chemistry of the final materal [9).

Dopamine (DA) is an imporant neurctransmitter
pertaining to the catecholamines family. It plays an
important physiclogical rale in the brain as well as in the
central nervous and cardiovascular system [10). Anom-
alous levels of DA are related to disorders such as
schizophrenia, senile dementia and Parkinson's disease
[11). For diagnosis and treatment of these diseases, the
accurate determination of DA & required. Gold electro-
des have been wsed in electrochemical DA detection, and
many efforts have been made in onder to improve the
sensitivity of DA analysis wsing them. The modification of

& willey-wch de
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the gold electrodes & relatively complex in most cases,
and the presence of ascorbic acid (AA) and uric acid
(UA) in biclogical samples hinders the determination of
DA at some extent There are several reporns in the
litesmture reganding nancstructured gold depesits (12,
most of them wsing gold in the form of evaporated thin
films [13-16]. or polycrystalline gold as substrates [17]. In
this work we fabricated nmancstructured gold surfaces on
glassy carhon dectrodes by gold electrodeposition from
aqueos An(I) solutions, wsing Ph{IT) as an inorganic
directional growth agent [1]. These nancetructured surfa-
ces were successfully used as dectrodes for DA detection
in agueous media in the presence of 100-fold AA and UA.

2 Experimental

2.1 Reagents and Apparalus

Gold(TI) chloride solution (Au=1000 ppm in HCl §%),
dopamine hydrochloride (999%), hydrochloric acid
(99.999 %), lead(IT) nitrate (Pb{NOy),, 99.995% ), ascorbic

[2] C A Cevalls-Maorilks, S (i Hemnéndez Vargas, I C. Aguilar-
Cordero
Universidad Nacional Autdénoma de Méxicn, Ciudad de Méx-
foa, CP. 04510, Méxia»
E-maik julioca@unam mx
,ml Supporting information for this aricke is available on the
TWWW mnder hitpsdoi org/l 0.1002e lan 201 T00665
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acid (AA, ACS Reagent) unc acd (UA, =>9%0%),
potassium chlonde (KCL ACS Reagent), were acquired
from Aldrich. Sulfuric acid (HS0., 987%), sodium
dihydrogen phosphate (NaHPO,), nitric acid (HNO,,
67%) and sodium hydroxide (NaOH, 99%) wer ac-
quired from I T. Baker. All reagents were wsed as
received. Deionized water (Mili-Q Water Purifier Sys-
tem), with a mesistivity of 182 MO em, was employed in
all experiments.

A CHInstruments (CHI) model 920C potenticstat was
used for the electrochemical measurements and for gold
electrochemical deposition. A conventional three-elec-
trode cell was employed wsing a glssy carbon working
electrode of 3 mm diameter (CHI), a silver/slver chloride
(Ag/AgCl 3M KC1, CHI) reference dectrode, and a
helical platinem wire as auxiliary electrode. All electro-
chemical experiments were conducted under nitrogen
atmosphere at ambient temperature (224+2°C).

The pH values of all solutions were measured with an
Orion 5 STAR Themmo Scientific pH meter and a Thermo
Scientific comhined pH electrode. Scanning electron
microscopy (SEM) messurements were performed on a
JEOL JSM-T600F and a JEOL JSM-590LV instruments
Before SEM analysis, gold-coated electrodes were washed
with abundant water and dried under vacuum.

2.2 Electrode Prepamtion

Gilassy carbon electrodes were mechanically polished with
sandpaper grit No 1000, and with alumina suspensions in
water using three different paricle sizes (1, 0.3 and
0.06 jm) for each electrode. Next, electrodes were washed
with copious water to elimimate any further alumina
residues In arder to increase the cleanlines of the
surfaces, the electrodes were immersed in an electro-
chemical cell containing a 0.5 M H:80, aqueous solution.
A potential sweep from 015 to 16V vs AgiAgQ, at a
scan mte of 100 mVs™, was twice applied On a later
stage, gold was depcosited on the clean glassy carbon
electrodes using different electrochemical technigues
from a 10 mM Au(IIT) solution containing 1 mM Pb(IT) in
0.3 M HNO, s supporting electmolyte.

2.3 Electrochemical Area Determination

The active electrochemical area of each Au modified
electrode was measured wsing the charge required for the
reduction of a chemiorbed oxygen monolayer. Gold
oxidation was carried out by sweeping the electrode
potential once from 0.2 up to 1.6 V vs Ag/AgCl, at a scan
rate of 10 mVs™ in agueous 05 M HS0,. Afterwards, a
cathodic sweep of potential was performed from 1.6 down
to 0.2V in order to reduce the gold oxide previously
depesited. Each measurement was repeated 3 times for
each electrode, and the typical eror on the messured
active area was less than 5%.
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3 Results and Discussion
3.1 Electrodeposition of Gold

Gold deposition was performed on clean glassy carbon
electrodes from aqueous 0.3 M HNO, solutions cont aining
Pb(NOs}. Typical cyclic voltammograms for the reduction
of HAuCl, in the absence and in the presence of PH** ae
shown in Figure 1. The gold(I) reduction peak appears
at 0.58 V vs Ag/AgCl, and the introduction of lead ions
shifts the voltammogmm to higher potentiak reducing
the cathodic overpotential [18]. Lead deposition occurs at
—051V wvs Ag/AgCl, and the corresponding anodic
stripping peak appears at —0.40V. Having this informa-
tion at hand, three different potential values were selected
for the potenticstatic or potentiodynamic deposition of
gold.

v[AL] - 1T —
——[AL] = 10 mid+ [F2] =1 mid i
r/\%f)rﬁ
-"/fl
e p—— -l ||
102 ;"_',_’\.m“'—:"" o I']I
]
——— il
‘? ° _‘-‘.L‘-"'- “
TR ™ [

T T T T
st} -4 i3 €.2 cZ cA LS [+
L5 wm Bayiy e

Fg L Typical voltammograms for gokl reduction on glessy
carbon electndes, using solutions with (red line) and withoat
(black line) lead, obtsined at a scan rate of 0.1 Vs™. In both
casex, (1.3 M HNO, was used as supporting elecralyte.

In order to compare different gold deposition proce-
dures, we have used potenticstatic (PS), potentiodynamic
(PD), and galvancstatic (GS) methods for the electro-
chemical deposition of gold on glassy carbon electrodes in
the presence of Pb(Il). Using the potenticstatic method,
three sets of goldcoated dectrodes were obtained by
applying a 300 s potential puke at —0.1, 0.1 and 03 V ws
Ag/ApCl respectively, while measuring the charge used to
accomplish the deposit in each trial. An average of 24+
0.09% 10~ C were cakulated for all the triak for each
applied potential The potentiodynamically gold-coated
electrodes were prepared using cydic voltammetry with a
total charge of 24 mC and an initial potential of 0.95 V
(the value of the OCP), setting the lower vertex potential
at —0.1 (16 cycles), 0.1 (22 eycles) and 03 V (31 cycles) w
Ag/AgClL The scan rate was kept at 100 mVs™ in all
cases For the galvanostatically gold coated electrodes,
two constant cument levels were wed: 75 and 100 pA.

Bectmanalysis 2018, 3, 1-8 2
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These currents were applied to the electrochemical cell
until the measured potential attained a value of 0.1V vs
Ag/AgClL in order to avoid the deposit of Pb(Il). The
electric charge comsumed was determined from the
electric current and time wsed in each experiment (7.1+
1.7mC, n=12, for T5pA, and 3.6+08 mC, n=9, for
100 pA).

3.2 Area Determination

The active area for each gold-coated eclectode was
determined right after its prepamtion. The determination
of the electrochemically active area by axygen adsorption
(oxide formation) from solution is applicable to gold
because this metal shows well-developed dectric potential
regions for oxide monolayer formation and reduction.
Oxygen is assumed to be chemisorbed in & monoatomic
gold oxide layer, with a one-to-one correspondence with
surface metal atoms [19). After oxidation of the gold
coating on the glassy carbon electrode by linear sweep
voltammetry with an initial potential of 0.2 V and a final
potential of 1.6 V vs Ag/AgCl, the gold oxide monolayer
was reduced using the same electrochemical technique,
swapping the initial and final potentisls. Integrating the
gold oxide reduction peak at ca. 092V w AgiAgQ
(shown in the inset of Figume 2), it & possible to find the
charge wsed to carry out oxygen desorption. The active
area of each electrode was determined employing the
electric charge consumed in oxygen desorption and the
factor of 400 uCem™, reported by Rand eral as the
charge needed to reduce a monolayer of gold oxide [20].

A summary of arca measurements for all three sets of
gold-coated electrodes, as well as for a polycrystalline
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Fig 2 Electmactive surface ares of gold-omied electrodes nor
malizzd by the charge used ®© prepare them. The gokd deposit on
gl=sy carbon was carried owt with three d@fierent methods A)
potentiostatic, B) potentiodynamic and C) gal ic (refer to
Experimental section for detaik). D) Refersnce value (odained
using a gold disk electrode);, Inset: Typical CV of gold-costed
electrode in 05 M aqueous H S0,
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gold electrode, i shown in Figure 2. Each bar represents
the average of four messurements made for three
independent coatings (twelve overall experiments). Emror
bars illustrate the standard deviation obtained for each
deposition method The Y-axis in Figure 2 represents
values of normalized surface, i.e, the mtio between
electroactive area and the charge med to make the
corresponding gold coating (these charges ame propor-
tional to the amount of substance depesited, and for the
palycrystalline gold surface, a charge of 24 mC was used
for the normalization). This normalization step allows us
to compare the efficiency of the gold coating procedure,
including data from the galvanostatic electrodeposition
method The cormsponding value for the meference
paolyerystalline gold disk electrode can be used to estimate
the roughness factor of each modified electrode.

Based on the calculated electroactive area of a gold
disk electmode, the calculated moughness factor & higher
for the potenticstatic method (ca. 5, 35 and 12 for
depasition at —0.1, 0.1 and 03V vs Ag/AgCl, respec-
tively). For the potentiodynamic method, roughness
factors of ca. 13, 05 (maybe related to a poarly coated
surface) and 05 were obtained for vertex potentiak of
=0.1, 0.1 and 0.3 V vs Ag/AgCl, carrespondingly, while for
the galvancstatic method, the calkeulated roughness factors
were 1.7 and 12 for applied currents of 100 pA and
75 pA, respectively. The reproducibility of the electro-
active area measurements greatly improves for the
potentiodynamic method (a coefficient of variation of les
than 5% was obtained for the potentiodynamic method
with a vertex potential of —(0L1 V vs Ag/AgCl).

3.3 Electrochemical Behavior of Dopamine on
Nanostroctured Gold-coated Glassy Carbon Electrodes

Typical cyclic voltammograms for DA dectrolyse on
nancstructured gold-coated glasy carbon dectrodes
(s Au/GC) and on bare glasy carbon eectrodes (GC) are
illustrated in Fgure 3A. A well-defined redox wawe &
clearly observed for a DA concentration of 12 mM,
showing differences between the anodic peak potential,
E,. and the cathodic peak potential, E. . of 85 and
B0 mV for GC and nsAwGC electrodes, respectively, with
half-wave potentiak (E,;=05(E,+E,J) of 0.195V for
GC electrodes and 0178V for sAWGC electrodes. The
anodic and cathodic peak currents, iy, and . are 343 and
19.7 pA for GC electmdes (i, /i, =057) and £.7 and
373 pA for e AWGC electrodes (i,/i,,=087). Therfore,
there is a 2-fold incresse in the cathodic peak current and
a slight (25% ) increase in the anodic peak cumrent when
using the nsAu/GC electrode in 12 mM DA solutions in
aqueous 10mM phosphate buffer (pH=70)0.1 M KO
solution. In the square wave voltammetry (SWV) expen-
ment, the difference cument (Ai=i—i,) reaches a higher
peak with mAWGC electrodes than the one observed
with the GC ones mainly due to the increase in the
reaction mte of reduction of the protonated dopamine
quinone [21], on the nancstructured surface, as shown in
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Fig 3 Typical voltammograms for the electrolysis of 1.2 mM DA
on glesy carbon (black lnes) or an nanostructured gokl-conted
gl=ssy carbon electmodes (red lnes) A) Cyclic voltammetry at a
scan rate of 0.1 V5™'; B) Square wave volammograms with E,,, =

S5mV, amplitude=25mYV, f=20Hz. 10 mM phosphate buffer
salutions, pH=70 in KO0.1 M were med in all cases.

the cydlic voltammetry experiments The difference cur-
rent peak, Ai, is ca. 25 times higher with the isAn/GC
electrodes, and appears at a potential that is almost 20 mV
lower than the one observed with GC electrodes

3.4 Dopamine Determination on nsAw'GC Elecirodes

From SWV experiments with E__ of 5mV, amplitude of
25mV and frequency of 20 Hz as operational parameters,
values of Ai, were messured for different DA concen-
trations on the nancstructured goldcoated dectrodes
previously described. These determinations were made in
10mM phosphate buffer/(l1 M KCl solution at pH=T7.0,
with DA concentrations ranging from 0 to 10 M. In all
cases, except for the potenticstatic method with deposi-
tion potentiak of —0.1 and 01V v AgfAgCl, the SWV
Ai, is directly proportional to DA concentration up to
10pM, as shown in Tablel. Each calibration curwe
presented was obtsined from at least three different
electrodes. These results can be wsed to compare the
relative performance of each set of electrodes for the
determination of DA.

As for comparison, we also obtained calibration curves
using & bare GC dectrode or a polyerystalline gold
electrode (Table 2). According to these data, the lowest
limit of detection of DA is achieved with a nanostuctured
gold-coated electrode.

All goldcoated surfaces show a higher sensitivity for
DA determination compared to the one calkulated using
the bare GC electrodes The polycrystalline gold electrode
showed the lowest sensitivity overall. For the best gold-
coated electrode (rated in terms of lower LOD), prepared
potentiodynamically (CV) scanning the working electrode
potential from (95 down to —0.1V vs Ag/iAgCl using
16 cycles, the sensitivity was (122 A'Limol, and a LOD of
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Tahle |. Figures of merit for fhe SWV determination of DA an
nanostructired goldcoated sledrodes prepared with different
me thods

DC[a] Calibrstion curve " LOD (M) [b]
- 3 B

-al Ai,=373DA|+586 07735 340
0.1 Aiy=340[DA]+261 08625 2SI
03 Ai=029[DA]+039 09725 208
Potentiody mamic

-0l Al =022[DA|+049 09933 057
0.1 Ai =G.HDA]+030 09892 1239
03 A -uz{m]+n1n agesn 215
Calvanostatic

100 Ai=024DA]+025 0914 L15
75 Aip=0.13[DA]+017 011 117

[2] Deposition conditions. [b] LOD & limit of detection,
calculated as LOD =y, + 3, where y, i the inemept for the
linear regression, and 5., & the estimation of mndom emoms m Al
[z}

Tahle2 Figures of merit for DA determination on different
surfaces using SWV (n=1in each case).

surface Calibmation airve r LOD (pM)
ac Ai,=0.11[DA]+030 09828 L
Au Ai, =00DA|+0.10 09536 2m

570 nM was calculated. Reducing the number of potential
scan cycles down to 8 lowers the sensitivity in a 20%,
while increasing the number of cydes up to 24 cycles
increases by 2-3 fold the dispersion of the data.

3.5 Principal Int erferents

The effects of common interfering species on the response
of gold manostructured electmode were ako examined.
Figure 4 shows square wave voltammograms for determi-
nation of DA, AA and UA on msAwGC, obtained
separately. Figure 4D illustrates the relative height of the
signak for the three analytes present at fived concen-
trations in sepamate solutions The peak potential differ-
ence for DA and AA & of approximately 0.16 V, while for
DA and UA the comesponding peak potential difference
isofca. 02V

An important feature observed in Figue 4D, & that
the peak current for DA is 10 times larger than the one
obtained for UA at the same concentration level, and
almost 50-fold larger than the Ai, obtained for AA,
regardless that the last analyte is present at a 2-fold larger
concentration in solution.

A family of square wave voltammograms is presented
in Figure SA. This family of curves was mecorded in
ternary mixtures of DA, AA and UA, prepared by making
successive additions of DA to the solution, while keeping
a constant 100 uM concentration of AA and UA. Fg-
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Fig 4. 5 wave volt grams for the de ination of A)
Dopamine, (DA). B) Am'h:And..{M)dej Uric Acid,
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times at a scan rate of 100 mVs ™. Other experimental conditions
as given for Figure 3B
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Fig 5. Determination of DA in an agueous ternary mixture with
ﬂ!mHlenlmMmmammﬂdd“
laying the potentiodymnamic (CV) method
d.s:rizedmﬂnlni.mml 16 cycles from (195 dewn to —0.1 V, at
a scan rate of 01 Vs~

ure 5B shows the comesponding calibration plot, each
point being the average Ai, obtained using three different
gold-coated surfaces. Error bars represent standand devia-
tion of the data. A lnear interval was found for
concentrations ranging from 0 up to 10pM with a
sensitivity of 0,192 A-L/mol and a LOD of 0.85 M. A
second linear interval was observed in the mnge of DA
concentrations that extends from 10 up to 30 pM, with a
sensitivity of 0,109 A-L/mol and a LOD of 384 pM, as
seen in Figare S1. In Table 3, we compare different
modified electrodes used for the determination of DA
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Tahle 3. Comparson of the LOD of some modified elactodes
ussd in the determimation of DA All coneentrations are in pM.

Madified sledmde [AA] [UA] LOD Ref
DA

P4-ABAIGC 150 10 [z
Chitsan-CGr/ GC m 2 10 [24]
[CsPy]|[PF4-CPE - - 10 [2s]
P&NP-CNFICPE 1000 50 az 2]

AuNP LD GC 50 as Qs [29]
Au@PENPrO0GC 00 = a0z  [25]
SnO:NP-MWCONTCPE 1000 50 a03 [
nsAWGC 0 100 085 This work
P-4-ABA =poly-4-aminobutyric ackl, Gf—mﬂlﬂ [CsPy]
[PFJ=l-uctyl pyridinium hexafluorap CPE = carbem

paste electrade, X-NP=Pd, Au or S:n(),; mupﬂ::k: NF=
carbon mmofibers, CD = fl-cyclode xtrin, 1(J O =reduced graphene
oxide, MWONT = multi-walled carhon nanotubes.

previowly informed in the litersture with the ones
prepared in the present work.

As seen in Table 3, the modified electrodes prepared
in this work have a relatiely simple composition,
compared to other Au modified electrodes wsed in the
determination of dopamine.

3.6 Scanning Electron Microscopy Characterization

Figure 6 and 7 show SEM images obtained for the nsAw
GC modified electrodes prepared using the three methods
propesed in this work. The surface in the potentiodynami-
caly prepared modified electrode (CV 16 scanning
cycles), has particles with sizes that can be grouped in
three different categories: parnicles with diameters of ca.
1 pm (approximately 1% of particles), particles with a
size of approximately 300 nm (ca. 15% of particles); and
particles with sizes equal to or smaller than 100 nm
(approximately 84% of particles). Energy Dispersive
Spectrescopy (EDS) analysis was also camied out, and the
different spectra obtained show that only gold was
depaosited on the GC electrode, a8 seen in Figure S2.

The potenticstatically prepared electrodes (using a
depasition potential of 03V vs AglAgCl) show an
irregular surface formed by clumps of uneven Au nano-
crystals of approximately 100 nm, arranged in compact
islands [30,31). By contrast, the surface of the galvancs-
tatically prepared electrodes (100 s at 75 pA) shows a low
coverage (ca. 011 particles/pm®) of almest monodisperse
Au partides of 500800 nm. From these images is clear
that the potentiodmamic method yields a true nano-
structured gold surface on top of the glasy carbon
substrate, a feature that reflects in the overall electrode
behaviour regarding the determination of DA.

4 Conclusions

We found appropriate experimental conditions to prepane
nancstructured gold surfaces by electrochemical deposi-
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Fig. & . SEM images of nsAwWGC cedrodes propared by the
potenfiostatic method (panek A and B, SEM images dbtained
using JEOL ISM-T600F); the potentixdynamic method (Cand D,
SEM images from JEOL JMSS900LV); and the galvanostatic
method (E and F, SEM images from JEOL JMS-S900LV ).

TR NERL AN A, =y

Fig. 7. SEM image of a msAWGC electrodde prepared by the
potenfiodynamic methad (CV, 16 cydes) (see section 3.1, SEM
image from JEOL IMS5900LV ).

tion of Au(Tl) on gassy carbon electrodes Three differ-
ent sets of electrodes were prepared using potenticstatic,
potentiodynamic and galvanostatic methods The poten-
tiodynamic method yields a nanostuctured gold surface
with a great amount (ca. 85% of the electrodeposited
panticles) of particdes smaller than 100 nm, while the
potentiostatic and galvanostatic methods generate, in the
first case, islands of irregular Au nanocrystals that are
clumped together on top of the glassy carbon surface, and
a low coverage of 500800 nm Au particles in the second
one. Electrodes obtained by the potentiodynamic method,

" & " chda
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based on cyclic voltammetry, display the best performance
overall in the determination of dopamine in terms of limit
of detection and dispersion of data. These surfaces also
resolve the otherwise ovedapping peaks in a ternary
mixture of dopamine, ascorbic acid and unc acid The
modified elctrodes prepared in this work hawe a
relatively simple composition, compared to other Aun
modified electrodes wsed in the determination of dop-
amine. Further studies on the ok of Pb ions on nano-
structured Au electrodeposition and on the lifespan of the
nsAWGC electrodes are currently underway.
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