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Resumen

Esta investigacion es realizada en funcion de evaluar el comportamiento electroquimico de
electrodos de oro modificados con Poli (3,4-etilendioxitiofeno)-Nanoparticulas de Oro
(PEDOT-NPAW). El estudio y evaluacion de la electroquimica de los electrodos modificados
se realizd6 mediante ensayos de Voltametria Ciclica y Espectroscopia Electroquimica de
Impedancia; sumado a esto, Microscopia Electronica de Transmision fue utilizada como
método de analisis microscopico para la superficie modificada del electrodo. La magnitud de
la impedancia medida para el electrodo modificado fue menor que la mostrada por el
electrodo de oro en todo el rango de analisis (1 Hz - 1 MHz); ademas, la sensibilidad del
electrodo modificado demuestra ser mayor que la de oro, al mostrar rangos de corriente mas
altos en los andlisis de Voltametria Ciclica. Finalmente se demuestra la aplicabilidad de los
electrodos modificados a la deteccidn electroquimica de pesticidas en medios acuosos, esto
mediante la medicion de la actividad enzimatica entre la Acetilcolinesterasa y Acetiltiocolina
en presencia de un pesticida que se caracteriza por inhibir o retrasar la reaccion enzimatica,

midiendo diferencias de hasta 5 uA en la corriente asociada a la reaccion.

Abstract

This research is performed to evaluate the electrochemical behavior of a Poly (3,4-
Ethilenedioxythiophene)-Gold Nanoparticles modified Gold electrode (PEDOT-NPAU). The
evaluation was performed by using Cyclic Voltammetry and Electrochemical Impedance
Spectroscopy measurements, as well as Transmission Electron Microscopy for the
microscopic analysis of the modified electrode surface. It was measured a lower impedance
magnitude for the modified electrode than the only-gold electrode in the whole evaluated
frequency range (1 Hz — 1 MHz); besides, by using Cyclic Voltammetry it was confirmed
that the modified electrode has an increased sensibility in comparison with the only-gold
electrode. Finally, the applicability of the chemical modification with PEDOT-NPAU in
pesticide detection is shown by using an enzymatic reaction between Acetylcholinesterase
and Acetylthiocholine with and without a pesticide who acts as an enzymatic inhibitor, it was

measured a falling of 5 pA in the current associated with the reaction.
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1. Introduccién
El desarrollo de técnicas de modificacion de electrodos ha permitido la manipulacion de las
interacciones que ocurren en la superficie de estos con el ambiente de trabajo en el cual se
desempefian. Mediante la adicion de materiales de distintas naturalezas se han logrado
obtener electrodos de diversas caracteristicas y con mayor sensibilidad de deteccién que los

electrodos comunes de metales puros como el oro y el platino.

Materiales como el PEDOT, que es un polimero conductor y las nanoparticulas de Oro
(NPAu), han cobrado importancia en la fabricacion de Electrodos Quimicamente
Modificados (EQM), logrando obtenerse mediante técnicas de electropolimerizacion; es
precisamente la combinacion de propiedades de un polimero conductor con un material
nanoestructurado lo que permite la obtencion de electrodos de alta sensibilidad y aplicables
a sistemas de deteccion de pesticidas, esto mediante métodos de voltametria ciclica durante
reacciones enzimaticas, de ahi que este tipo de biosensor se conozca como biosensor

enzimatico.

La aplicacion de electrodos quimicamente modificados a la deteccion de pesticidas en
soluciones acuosas permite obtener respuestas en vivo, con alto nivel de confianza y a costos
muy bajos, esto al comparar con métodos de Cromatografia Liquida de Alta Precision
(HPLC), Cromatografias de Gases (GC) y otros que conllevan el uso de equipo de alto costo,
personal con alto nivel de entrenamiento y no permiten una respuesta rapida; sino que ocupan
que la muestra siga un procesamiento previo y un estudio exhaustivo de los resultados que

se obtienen.

De ahi la importancia de desarrollar nuevas modificaciones a electrodos, explotando las
propiedades fisicas y quimicas de los materiales en pro de un bien comin, como en este caso
es una respuesta rapida y clara sobre la presencia de pesticidas en aguas de nuestro pais,
sumado a esto se encuentra la importancia de aplicar y demostrar la eficacia de técnicas de
caracterizacion electroquimicas y microscopicas, como la voltametria ciclica, espectroscopia

electroquimica de impedancia y la microscopia de transmision.



1.1. Descripcion del Problema

Costa Rica destaca a nivel internacional como un pais cuya economia se basa principalmente
en turismo y en su actividad agricola y pecuaria; sin embargo, la infiltracion de pesticidas
hacia rios y otros acuiferos costarricenses genera alta exposicién a estos tdxicos para
diferentes especies presentes en el medio ambiente. Ante esta problemética los biosensores
surgen como una alternativa tecnoldgica y de bajo costo para la deteccion y cuantificacion
de pesticidas en el recurso hidrico costarricense, abarcando desde lagunas hasta cuencas de
rios propensos a la contaminacién con pesticidas organofosforados como los Clorpirifos. La
modificacion quimica de la superficie de los electrodos utilizados para los biosensores resulta
muy importante, ya que en funcion de esta modificacion se obtendran diferentes
comportamientos electroquimicos, mejorando desde la sensibilidad hasta la selectividad de
dichos biosensores, de ahi la importancia de investigar la configuracion PEDOT-NPAu como

una alternativa de fabricacion.

1.2. Justificacion

Este trabajo esta enfocado en estudiar el comportamiento electroquimico y las caracteristicas
microscopicas del sistema Poli (3,4-etilendioxitiofeno) — Nanoparticulas de Oro, PEDOT-
NPAu, para su potencial aplicacion en la fabricacion de biosensores de bajo costo. La
modificacion quimica de electrodos ofrece una posibilidad muy importante para variar la
respuesta que tienen estos ante diferentes ambientes de trabajo, logrando mejorar la
sensibilidad ante los estimulos que estos ambientes ofrecen y que componen la sefial analitica
que se requiere analizar en cualquier investigacion. La modificacion de electrodos de oro con
una deposicién de un polimero conductor (PEDOT) ofrece toda una nueva posibilidad en la
fabricacion de biosensores al utilizar Nanoparticulas de Oro (NPAu) en dicha matriz, ya que
combina las propiedades tanto del polimero como del material nanoestructurado, resultando
asi en un material compuesto que se propone como una alternativa en cuanto a la fabricacién
de biosensores para diversas aplicaciones. Esta tecnologia busca desplazar a otras técnicas
de deteccion como lo son diferentes tipos de cromatografia y espectroscopias que requieren
equipo de elevado costo y personal con un alto nivel de preparacion técnica, esto mediante



la deteccion en vivo, con bajo nivel de preparacion de muestras y con ensayos realizables por

personal sin un alto nivel técnico.

Con este proposito se propone estudiar el sistema PEDOT-NPAu sobre electrodos de oro, el
estudio se realizard con dos técnicas base, Voltametria Ciclica y Microscopia Electrdnica de
Transmision, con lo que se pretende entender el comportamiento y respuesta electroquimica
del electrodo, asi como su morfologia y asi proponer esta modificacion como una posibilidad
de fabricacion para biosensores, los cuales pueden ser empleados en la deteccién de
pesticidas en medio acuoso, aplicacion de vital importancia en Costa Rica debido a la

industrializacion que ha vivido la industria agricola nacional.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar electroquimica y microscopicamente el sistema Poli (3,4-
etilendioxitiofeno)-Nanoparticulas de Oro (PEDOT-NPAu) para su potencial

aplicacidn en biosensores.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Modificar quimicamente electrodos de oro con PEDOT-NPALU.
e Caracterizar los electrodos modificados con PEDOT-NPAu mediante Voltametria
Ciclica y Microscopia Electrdnica de Transmision.

e Evaluar el sistema PEDOT-NPAuU para su potencial aplicacion como Bionsensor.



1.4. Alcances y Limitaciones del Proyecto

El proyecto, busca modificar la superficie de un electrodo de oro con un polimero conductor
(PEDOT) y Nanoparticulas de Oro (NPAu), con la intencidn de conocer bien el sistema en
busca de su implementacion para la fabricacion de biosensores. Para esto se realizaran
andlisis mediante técnicas de Voltametria Ciclica (VC) y Microscopia Electronica de
Transmision (MET). Se realizara, ademas, analisis de VC a electrodos sin PEDOT-NPAuU,
estos poseen una superficie de oro expuesta, la cual entra en contacto con la solucién
electrolitica de la celda, esto con el objetivo de comparar los resultados entre los dos sistemas.
La técnica de MET se emplea principalmente para obtener una evidencia completamente
visual sobre la disposicion de las nanoparticulas en el sistema, asi como su geometria y
tamano. El proyecto esta limitado a una concentracion de NPAu suspendidas en una solucién,
como trabajo futuro se podria considerar utilizar soluciones con concentraciones mayores o
menores para analizar cdmo se ven afectados los resultados, ademas se limita exclusivamente
al uso de PEDOT como matriz polimérica utilizada. Variar la concentracion de NPAu podria

afectar, ademas, la visualizacion de las mismas por medio de MET.



2. Marco Tebrico

2.1. Modificacion Quimica de Electrodos

Los electrodos son dispositivos altamente empleados en los analisis e investigaciones que
giran alrededor de la electroquimica. Un electrodo puede ser algo tan basico como un material
conductor inmerso en una solucion electrolitica; sin embargo, un término que se adecla
mejor a la electroquimica es el de un conductor electrénico en contacto con un conductor

ionico [1].

La fabricacion de electrodos ha evolucionado con los afios, dando paso al empleo de métodos
quimicos para modificar la superficie activa de los electrodos de trabajo. Originalmente el
uso de electrodos estaba muy restringido a variables como la solucion de trabajo, el material
del electrodo y el potencial que se le aplicaba al mismo; sin embargo la modificacion quimica
de electrodos ha cobrado un interés creciente en afios recientes, esto debido a que se ha
perfilado como una ruta promisoria en vista de manipular la interaccion que tienen los
electrodos con el ambiente en el cual estos trabajaran [2], de esta forma se ha ido migrando

de los electrodos a los Electrodos Quimicamente Modificados (EQM).

El término “Electrodo Quimicamente Modificado” se diferencia del electrodo comun en el
hecho de que el primero suele ser una capa delgada, que puede ir desde una monocapa hasta
una multicapa de algunos micrémetros de espesor, de un quimico que se ha enlazado o ha
sido depositado sobre la superficie de trabajo del electrodo, esto para proveer al electrodo
con propiedades especificas que hubiesen sido imposibles de obtener en un electrodo
convencional [3,4]. Algunas propiedades de los electrodos que se han logrado mejorar
mediante la modificacion quimica son la selectividad, sensibilidad, estabilidad quimica y la

habilidad de este de ser utilizado en rangos més amplios de potencial eléctrico [4].

2.1.1. Electrodos Modificados con Materiales Poliméricos

Utilizar materiales poliméricos en la modificacion de la superficie de un electrodo tiene una
ventaja principal, esta es que posee un numero muy grande de sitios activos en la superficie

del mismo, esto incrementa la utilidad del electrodo en el disefio de sensores, principalmente
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en aquellos involucrados en el estudio de reacciones donde existen fenomenos de transporte

de cargas o intercambio de electrones [4].

Otra ventaja presentada al utilizar polimeros como agente modificante en el electrodo es que
estos pueden ser completamente insolubles en la solucién en la cual serén utilizados, de esta
manera, la pérdida de material no sera un problema [5]. Los materiales poliméricos suelen
presentar buena estabilidad, evitando asi problemas de degradacién y finalmente, los
polimeros pueden incorporar diferentes funcionalidades quimicas electro activas, esto
dependiendo de la manera en la que son sintetizados, ofreciendo gran versatilidad en cuanto

a la aplicacion deseada.

Los materiales poliméricos con los que se ha estudiado la modificacion quimica de electrodos
han sido clasificados segun los fendmenos que toman parte en su comportamiento
electroquimico, de esta manera, se tienen cuatro clases; Redox, Intercambio de lones,

Polimeros Conductores y Polimeros No Conductores. La Figura 1 muestra ejemplos de esta

clasificacion.
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Figura 1. Polimeros utilizados para la modificacion de electrodos [4].



Dos de las categorias mostradas en la Figura 1 son las correspondientes a los Polimeros
Redox y a los Polimeros de Intercambio lones. Los polimeros Redox son especiales por que
contienen moléculas activas ante sistemas Redox, estas poseen sitios activos en los que existe
la capacidad de intercambiar electrones con otros sitios cercanos, esto mediante mecanismos
de Oxidacién-Reduccion. Los sitios que se encuentran cercanos a la interfaz polimero-
solucion son los responsables del intercambio de electrones entre el electrodo y la solucion
electrolitica de la celda, sin embargo, la sefial analitica requerida ser& producto del traslado
exitoso de electrones desde la interfaz solucién-polimero hasta la interfaz entre el polimero
y el substrato del electrodo, habiendo asi un fendmeno de traspaso de electrones entre los

sitios Redox cercanos a ambas interfaces [4].

Por su parte, los Polimeros de Intercambio de lones, se diferencian de los Polimeros Redox
en el sentido de que los primeros sufren la difusion de las moléculas electro activas,

resultando asi en una capa polimérica capaz de transportar electrones [4].

2.1.1.1. Polimeros Conductores

La principal caracteristica estructural de los polimeros conductores es la presencia de enlaces
conjugados del tipo =, los cuales facilitan a conduccién de electrones a través de bandas
electronicas deslocalizadas [4]. Esta deslocalizacion se puede analizar como el movimiento
que sufre un sitio catidnico, producido a partir de la oxidacion, a lo largo de una cadena
polimérica; esta es la principal diferencia con un polimero Redox, en donde un sitio cationico

estara estatico en una zona especifica de la molécula polimérica [5].

Uno de los usos mas comunes para electrodos modificados con polimeros conductores es la
elaboracion de electrodos para sensores, tanto asi que se considera a los polimeros
conductores como los primeros materiales en utilizarse con el propésito de incrementar la
selectividad y la sensibilidad de los electrodos [6]. Debido a la gran sensibilidad que puede
adquirirse empleando polimeros conductores han sido utilizados en sensores para el analisis
de diferentes sistemas moleculares, especies organicas y bioldgicas como ADN, reacciones

enzimaticas, entre otros [4].



Algunos ejemplos de polimeros conductores utilizados en la modificacién quimica de

electrodos son los derivados del Politiofeno, Polipirrol y de la Polianilina [7].

2.1.1.2. Poli (3,4-etilendioxitiofeno)

El Poli (3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT) es un polimero conductor con aplicaciones muy
amplias en &reas como la bioelectronica, ya que combina propiedades como la conductividad
eléctrica, estabilidad y la biocompatibilidad [8], incluso algunos resultados reportan que los
electrodos modificados con PEDOT presentan una menor impedancia (Z) y mayor capacidad
de inyeccion de carga (Q) que los electrodos a base de un metal puro, postulandose asi como
un fuerte candidato a sustituir materiales como el iridio y el 6xido de iridio (IrOx) en la
fabricacion de dispositivos para la estimulacion neuronal [9-11]. Otros estudios relevantes a
la fabricacion de biosensores con peliculas de PEDOT concluyen que este material se
mantiene estable incluso después de cientos de analisis de voltametria ciclica, incluso
analizando el efecto que pueden tener diferentes electrolitos y solventes en la conductividad,
el cual se determiné que es despreciable [10].

Para la polimerizacion de PEDOT se recomienda utilizar agua como solvente [12]; sin
embargo, el 3,4 Etilendioxitiofeno (EDOT) presenta muy baja solubilidad en agua, haciendo
necesario la elaboracion de un sistema miscelar para lograr una dispersion homogénea del
monomero. Es con este motivo que la preparacion de dispersiones de EDOT e incluso de

materiales como nanoparticulas metalicas involucra el uso de un surfactante.

Los surfactantes tienen la capacidad de orientarse a si mismos de forma que se colocan las
zonas apolares en una direccion y las zonas polares de la molécula en la direccion opuesta,
formando asi una interfase dentro del solvente [13, 14]. La Concentracion Micelar Critica
(CMC) es la concentracion de surfactante sobre la cual se empezaran a formar las micelas
[13], estas suelen tener forma esférica e involucran dos factores competitivos, el primero de
ellos es la transferencia de las cadenas de hidrocarburos hacia el centro de la esfera, en donde
se formara una fase apolar similar al aceite y el segundo factor que compite es la repulsién
entre las zonas polares de la molécula de surfactante conforme estas se acercan unas a otras.
Adicionar mas surfactante sobre la CMC Unicamente incrementara la cantidad de micelas

presentes, no aumentard de ninguna forma el tamafio de las que ya se encuentran en el



sistema. La Figura 2 muestra un esquema donde se tiene el surfactante, que una vez superada
la CMC empezard a formar micelas que atrapan al monoémero (EDOT) por su
comportamiento apolar y posteriormente se “adhieren” a la superficie del electrodo, en el

proceso de polimerizacion.

‘c® i WA %
< 0 | ép §4 ,
N R ./ég J
\ ¥
- V2%
&7
()] E B8)
CMC
¢ Surfactante ) EDOT B PEDOT
NaPSS

Figura 2. Comportamiento del sistema (A) antes de alcanzar la CMC y (B) sobre la CMC
[12].

2.1.1.3. Polimeros No Conductores

Este tipo de polimero no se ve envuelto en las reacciones que involucran la transferencia de
electrones, asi que su funcién principal es pasivar la superficie del electrodo, ya sea total o
parcialmente [4]. Deposiciones de polimeros no conductores han sido utilizados para el
atrapamiento de enzimas y otras biomoléculas en sensores, logrando mejorar la sensibilidad

de estos de una manera importante [15]. Este tipo de aplicaciones han dado lugar a las



técnicas donde se atrapan moléculas en la matriz polimérica con la intencion de,
posteriormente, removerlas y obtener una matriz con espacios vacios, 0 vacancias con una
estructura complementaria a la molécula que fue atrapada [4], la técnica es conocida como
Deposicion de Polimeros de Impresion Molecular, Molecularly Imprinted Polymer Films, en

inglés.

2.1.2. Modificacion de Electrodos con Materiales Nanoestructurados

2.1.2.1. Nanoparticulas Metélicas

La modificacion quimica de electrodos utilizando nanoparticulas metalicas ha permitido
incremento en el area de la superficie electroactiva de los mismos, aumentando asi en gran
medida su sensibilidad [1]. Muchas nanoparticulas metalicas poseen la habilidad de catalizar
reacciones electroquimicas, esto tomando ciertos analitos como objetivo, eliminando asi la
interferencia que puede ocurrir producto de otros componentes electroactivos presentes en el
sistema [1, 16].

Esta capacidad mencionada de catalizar reacciones electroquimicas ha llevado a una muy
amplia gama de aplicaciones para las nanoparticulas, esta area es la de los biosensores, en
donde nanoparticulas de oro, platino y paladio han sido utilizadas gracias a su alta resistencia
a las reacciones oxidativas y a que presentan buena biocompatibilidad. Entre las funciones

que las nanoparticulas metalicas cumplen al utilizarse en biosensores se encuentran:

e Inmovilizacion de biomoléculas
e Catélisis de reacciones
e Mejorar la transferencia de electrones

e |dentificacidon de biomoléculas

Las Nanoparticulas de Oro (NPAu) exhiben alta conductividad eléctrica, muy buena afinidad
y biocompatibilidad hacia biomoléculas, haciendo de las NPAu uno de los materiales mas

utilizados para la modificacién de electrodos electroquimicos [16, 17].
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2.1.2.2.  Nanotubos de Carbono (NTC)

Estos son basicamente moléculas de Carbono con una estructura cilindrica, donde sus paredes
estan formadas por laminas de atomos de carbono con hibridacion sp?. Los NTC suelen tener

diametros entre 0.5-50 nm y longitudes de varios micrémetros [17].

Una de las ventajas que ofrecen los electrodos modificados con NTC es un &rea expuesta
muy alta con muy buena conductividad. ElI empleo de estos electrodos modificados ha
llevado a la fabricacion de biosensores de alto desempefio para bioindicadores de cancer,
estas son sustancias biologicas que funcionan como indicador ante la presencia de cierta

enfermedad o padecimiento.

2.1.3. Técnicas de Modificacion Quimica de Electrodos

Segun las propiedades deseadas y el objetivo de la fabricacion de los electrodos, se debe
escoger el método con el que estos seran modificados. Existen diferentes metodologias segln
la forma en la que se dara el acoplamiento entre el substrato y el recubrimiento o modificacion
por realizarse [4]. Tipicamente se emplean metales conductores como el oro (Au), plata (Ag)
y el platino (Pt) como substratos, estos presentan facilidades en cuanto a la limpieza de
superficie y reproducibilidad de los experimentos, factores que son clave y que pueden ser
dificiles de adquirir utilizando electrodos de carbono (C) o con electrodos de metales

semiconductores, los cuales son utilizados con menor frecuencia [4].

2.1.3.1. Spin Coating

La técnica de Spin Coating es muy comun en la industria microelectrénica debido al empleo
de materiales foto-resistivos, es decir, materiales sensitivos ante la luz natural, estos se usan
en procesos de fotolitografia, proceso muy importante en la industria microelectronica [18].
Por medio de Spin Coating se pueden obtener peliculas que varian desde 200 nm hasta 1 um
de espesor. El proceso incluye depositar la solucion donde se encuentra el polimero sobre el

substrato, el cual debe ser completamente plano; seguidamente, se acelera el substrato a una
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tasa de rotacion especifica, permitiendo asi la accion de una fuerza centrifuga que remueve
el exceso de solucidn por los bordes del substrato.

Conforme avanza el proceso en el tiempo el espesor de la pelicula disminuya hasta llegar un
espesor de equilibrio o hasta que el incremento en viscosidad la haga pasar a un estado semi-
solido, este cambio de estado es debido a la evaporacion del solvente [18].

2.1.3.2. Electropolimerizacion

Electropolimerizacion o Polimerizacion Electroquimica se refiere a la aplicacion de métodos
electroquimicos en un cdtodo o &nodo durante una reaccion de polimerizacion [7], una
definicion mas simple es el desarrollo de una reaccion electroquimica en la superficie del

electrodo (substrato), en la cual se da la inmovilizacion de la pelicula polimérica [4].

Segln el tipo de pulso o estimulo utilizado se han definido los tres métodos de
electropolimerizacion: 1) Corriente Constante (Galvanostatico), 2) Potencial Constante
(Potenciostatico) y 3) Métodos Ciclicos [7, 19]. La Figura 3 muestra los ciclovoltagramas
correspondientes a la electropolimerizacion de fluoreno, realizada con un método ciclico, en

donde los picos de corriente para cada curva indican la deposicion de una capa adicional del
polimero.

-0.3
-0.2 4
-0.14

0.0+

Corriente (mA)

0.1+

Potencial (V)

Figura 3. Ciclovoltagrama de fluoreno (0.010 M), en una solucion 0.20 M de
tetrafluoroborato tetrabutilamonio en acetonitrilo, en un electrodo de platino. Utilizando un
cambio de potencial de 100 mV/s [4].
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La electropolimerizacion ofrece diferentes ventajas, entre ellas cabe resaltar que se tiene
control sobre el espesor de la pelicula depositada, ofreciendo la posibilidad de obtener
resultados reproducibles, ademas, es importante el hecho de que se esta dando la reaccion del
monomero directamente sobre la superficie del electrodo. Mediante el uso de potenciales
programados se puede ademas dopar la pelicula polimérica para cambiar sus cualidades de

transporte de carga [4].

2.1.3.2.1. Métodos Galvanostaticos

Los métodos galvanostaticos son aquellos en donde se controla la corriente aplicada y el
potencial eléctrico varia como una funcién del tiempo, para la aplicaciéon de esta corriente
constante suele ser utilizada una fuente de Corriente Directa (DC) [6, 20]. La instrumentacion
requerida para estas deposiciones es mas sencilla que la que se necesita para deposiciones
potenciostaticas, ya que no se requiere ningun tipo de retroalimentacion por parte del

electrodo de referencia.

La Polimerizacion galvanostatica permite que la reaccién ocurra a una tasa constante,
permitiendo asi controlar el espesor de la capa depositada y estimar la masa de polimero
depositado en el electrodo [7]. Estos métodos muestran como respuestas curvas de la
variacion del potencial en funcién del tiempo, a estas mediciones se les conoce como
cronopotenciometria. La Figura 4 muestra la respuesta obtenida a partir del estimulo

correspondiente al pulso de corriente aplicado.
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Figura 4. Técnicas Galvanostéaticas (a) Cronopotenciometria a corriente constante, (b)
Cronopotenciometria con un incremento lineal de corriente [7].

2.1.3.2.2. Métodos Potenciostaticos

Un método de electrodeposicion potenciostatico es aquel en el que el potencial entre el
electrodo de trabajo y el electrodo de referencia se mantiene constante, esto se logra
utilizando un potenciostato [20], ademas, se debe medir la densidad de corriente catodica
durante la electrodeposicion para monitorear el proceso. La respuesta obtenida para los
métodos potenciostaticos es una curva donde se muestre la variacion de la corriente en

funcién del tiempo, a esta medicion se le conoce como Cronoamperometria.

2.1.3.2.3. Métodos Ciclicos

Estos métodos permiten estudiar un comportamiento completo de los sistemas
electroquimicos mediante la aplicacién de barridos potencial, es decir, hay una variacion

lineal en el potencial eléctrico mientras se recopilan datos sobre la corriente medida en
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funcién del tiempo o de dicho potencial [6]. Las tasas de cambio de potencial suelen variarse

entre los 10 mV/s hasta incluso los 1000 V/s.

2.2. Caracterizacion de Electrodos Quimicamente
Modificados

2.2.1. Voltametria ciclica (VC)

Las técnicas voltamétricas involucran una perturbacion en la condicion inicial de cero
corriente de una celda electroquimica variando el potencial al que esta sujeto el electrodo de
trabajo, midiendo a su vez la corriente generada como una funcién del tiempo [21]. Los
barridos de potencial se hacen a una tasa de cambio v constante y con unidades que
involucran potencial y el tiempo (V/s), el valor de v permite que se pueda graficar la corriente

en funcion del tiempo o en funcién del potencial eléctrico aplicado segun la Ecuacion 1 [5].
V=v Xxt Ecuacion 1

Donde:

V: Potencial Eléctrico

v: Tasa de Cambio del Potencial Eléctrico

t: Tiempo

La corriente que mide la VC es la que ocurre entre un contra-electrodo (contador) y el
electrodo de trabajo, los barridos negativos y positivos permiten el estudio de sistemas
reversibles e irreversibles [12]. Los picos que se muestran en un ciclovoltragrama se pueden
asociar, segun el sistema que se estudie, con la oxidacion electroguimica de sustancias
organicas, asi como cambios en la concentracién de algin componente producto de una
reaccion quimica. Sumado al electrodo de trabajo y al contra-electrodo se debe utilizar un
electrodo de referencia, el cual se debe mantener estable en el rango de potencial utilizado,
es en base a este electrodo que el equipo medira el potencial durante el barrido.

En la Figura 5 se muestra el ciclovoltagrama producto del andlisis de un electrodo modificado
con 3,4-Polietilendioxitiofeno y Nanoparticulas de Oro (PEDOT-NPAu).
15
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Figura 5. Ciclovoltagrama de un electrodo modificado con una pelicula de PEDOT con
Nanoparticulas de Oro, en KCl(ac) 0.2 M, con un barrido de 200 mV/s, utilizando Ag/AgClI
como electrodo de referencia.

Fuente: Elaboracion propia.

2.2.2. Microscopia Electrénica de Transmision

La Microscopia Electrénica de Transmision (MET) permite formar imagenes blanco y negro
de una muestra a partir de las interacciones entre un haz condensado de electrones y la misma
[22], estas interacciones son del tipo elastico cuando se dan entre los electrones del haz y el
nucleo del material de la muestra, ademas, poseen un cambio muy pequefio en la energia de
los electrones; por otra parte, las interacciones inelasticas se producen entre los electrones
del haz y los pertenecientes a los atomos de la muestra, estas interacciones involucran un
cambio importante en la energia de los electrones. Es una técnica ampliamente utilizada para

realizar caracterizacion de la morfologia de materiales nanoestructurados, como las
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nanoparticulas y los nanotubos de carbono [4], esto debido principalmente al que permite

alcanzar amplificaciones hasta la escala atomica.

Tras la interaccion que existe entre el haz de electrones incidente y los atomos de la muestra
se puede analizar la superficie y con el contraste de la imagen se pueden tener informacion
acerca de la masa atomica relativa de las especies que se encuentran en el material de la
muestra. El equipo utiliza una diferencia de potencial que se encuentra entre 100 kV y 200
KV, entre més alto el potencial mayor sera la penetracion en la muestra, permitiendo asi
caracterizar muestras mas gruesas; sin embargo, en general el grosor de la muestra no debe

pasar de unos pocos nanémetros [22].

Algunas de las especificaciones generales de los equipos de MET involucran el empleo un
filamento que por medio de emision termionica desprende electrones, los cuales se ven
acelerados hacia la muestra debido a la diferencia de potencial. El equipo utiliza lentes
electromagnéticos para evitar la divergencia del haz de electrones, ademas, se emplea alto
vacio, evitando asi que los electrones del haz se dispersen debido al choque con moléculas

suspendidas en el aire a lo largo de la columna [23].

2.2.3. Otras técnicas de caracterizacion

2.2.3.1. Espectroscopia Electroquimica de Impedancia (EEI)

Esta técnica mide la impedancia en un rango especifico de frecuencia, analizando la respuesta
eléctrica lineal de un material en un sistema brinda importante informacién acerca de sus
propiedades electroquimicas y se puede utilizar para generar un circuito eléctrico equivalente
[12]. Diferentes autores han utilizado la Espectroscopia Electroquimica de Impedancia con
la intencion de caracterizar la interfaz de electrodos en una solucion y para interpretar los

comportamientos electroquimicos que ocurren en las interfases de diferentes materiales [24]

Polimeros conductores como el PEDOT han sido estudiados y se les ha propuesto un circuito
equivalente en el que se considera la resistencia y capacitancia de diferentes elementos en las

interfaces metal/PEDOT/solucion, a bajas frecuencias el comportamiento es capacitivo
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debido a una doble capa que se forma en la interfaz, mientras a altas frecuencias hay un

dominio de la resistencia de la solucion [12].

2.3. Biosensores Enzimaticos

Una aplicacion de los Electrodos Quimicamente Modificados al area de los biosensores es el
desarrollo de biosensores enzimaticos, estos estdn basados en mediciones directas de
inhibicidn enzimatica o mediciones indirectas de compuestos que se producen como parte de
una reaccion entre una enzima y un substrato [25]. Enzimas colinesterasas (ChE) son
utilizadas ampliamente en la deteccidn de pesticidas, ya que los pesticidas organofosforados
y carbamatos son los principales inhibidores de su actividad enzimatica. La principal ventaja
del uso de biosensores enzimaticos es la respuesta tan rapida que se obtiene, ademas de que
suelen ser muy selectivos y son de bajo costo, esto ha provocado un desarrollo en el area de
biosensores para la deteccion de pesticidas, ya que otros métodos como la Cromatografia
Liquida de Alta Precision (HPLC) requieren equipos muy caros y personal entrenado para

Ilevar a cabo las mediciones [26].

La reaccion entre la Acetilcolinesterasa (AChE) y la Acetiltiocolina Clorhidro (ATCh)
produce Tiocolina (TCh) debido al hidrélisis de AChE. Es precisamente la produccion de
TCh la que permite caracterizar la actividad enzimatica por Voltametria Ciclica, ya que el
incremento en la concentracion de TCh involucra un aumento en la corriente asociada a un
pico que se encuentra cercano a los 0.7 V, de esta forma, midiendo el incremento en la

corriente podemos tener una idea de la actividad enzimatica de la reaccion [27].
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3. Metodologia

Esta metodologia describe los materiales empleados, asi como los métodos de sintesis y de
estudio utilizados durante o después de la modificacion quimica de los electrodos de oro. De
la misma manera se detallan algunos conceptos propios de la preparacion o la caracterizacion

de los electrodos.

3.1. Materiales

3.1.1. Nanoparticulas de Oro (NPAu)

El método de sintesis, o preparacion de las Nanoparticulas de Oro (NPAu) que se utiliza ya
ha sido reportado por otros autores [28]. Este procedimiento indica la preparacion de una
dispersion de fosfolipidos en medio acuoso, de esta dispersion se tomé 1 ml y se le agregaron
250 pL de HAUCI; 2 mM, luego se colocd la dispersion en un bafio a 25°C con agitacion
constante. Las nanoparticulas resultantes se centrifugaron durante 1 hora a 4400 rpm dos
veces, para finalmente separar la fraccion precipitada y redispersada en agua desionizada.
Finalmente se someti0o el precipitado a un proceso de sedimentacién en presencia de
Dodecilsulfato de Sodio (SDS), esta sedimentacion sirve para purificar las nanoparticulas y

radica en las fuerzas de atraccion entre particulas en presencia de arreglos miscelares [29].

3.1.2. Otros reactivos

La enzima Acetilcolinesterasa, el sustrato Acetiltiocolina, Cloruro de Potasio y Tris HCI
fueron adquiridos por parte de Sigma Aldrich, asi como el 3,4 Etilendioxitiofeno (EDOT),

monomero requerido para la polimerizacion.

3.2. Electropolimerizacion de EDOT-NPAuU

Para el proceso de electropolimerizacion se utilizo 1 ml de una dispersion EDOT-NPAuU y se
llevé a un volumen total de 20 ml con KClw (0.2 M). El metodo utilizado es el de

potenciometria ciclica en un equipo Autolab PGSTAT 302N, fijando una densidad de
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corriente de 0.5 mA/cm? en un éarea expuesta de 0.0113 cm? y con una densidad de carga de
240 mC/cm?, ademas estableciendo un limite de 1.4 V. Las ecuaciones 2 y 3 muestran la

determinacion de la corriente y el tiempo necesario para la polimerizacion.
I=SxA=0522 x00113cm? =5.65u4 Ecuacion 2

Donde:
S: Densidad de corriente
A: Area expuesta

I: Corriente

240 mC 2 .,
=02 HAmc/em” _ 400 s Ecuacion 3
N 0.5 mA/cm?

Donde:
p: Densidad de carga
S: Densidad de corriente

t: Tiempo de aplicacion de corriente

3.3. Caracterizacion de los Electrodos Modificados

3.3.1. Voltametria Ciclica (VC)

Voltametria Ciclica es el método utilizado para comprobar la actividad electroquimica de las
nanoparticulas en el sistema PEDOT-NPAu. Para esto se realizaron mediciones en el rango
de (0-1.4) V en una solucién (1 N) de H2SOa.

Una potencial aplicacion del sistema PEDOT-NPAu fue analizada mediante una reaccion
enzimatica, entre Acetilcolinesterasa (AChE) y el sustrato Acetiltiocolina Clorhidro (ATCh)
a una concentracion de 1500 uM. Este analisis se realizd en dos etapas, la primera fue
utilizada como referencia y contd con la presencia Unicamente de la enzima y del sustrato,

utilizando KCI 0.2 M como electrolito. Posteriormente la segunda etapa fue llevada a cabo
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en presencia de un inhibidor enziméatico de la AChE, este inhibidor es un pesticida
organofosforado conocido como Clorpirifés, nombre IUPAC: [O, O-dietil-O-(3, 5, 6-
trichloro-2-pyridil) fosforotioato], en concentracion 14.9 uM. El equipo utilizado para las
mediciones de VC es un Autolab PGSTAT 302N, con una celda de tres electrodos. Ag/AgCI
en KClac) (3M) fue utilizado como electrodo de referencia y como contra electrodo se utilizo
una lamina de platino. Ademas, el rango de estudio se encuentra entre 0-1 V con un barrido
de 0.2 VI/s.

3.3.2. Espectroscopia Electroquimica de Impedancia (EEI)

Esta es una técnica que complementando los andlisis de voltametria ciclica, ayudara a
analizar la actividad y presencia de las nanoparticulas de oro en el electrodo. Este analisis se
realiz6 en un equipo Autolab PGSTAT 302N con amplitudes de excitacion de 50 mV desde
0.1 Hz hasta 1 MHz en una solucion de ferrocianuro de potasio, KoFe(CN)s, a una
concentracion de 5 mM, siendo este electrolito utilizado gracias a su comportamiento de
sistema Redox de referencia [4], el cual se logra mantener estable a lo largo de las mediciones

electroquimicas en concentraciones que varian entre 0.5-10.0 mM.

3.3.3. Microscopia Electrénica de Transmision

El analisis de Microscopia Electrénica de Transmision (MET) se llevé a cabo utilizando un
equipo Jeol, modelo JEM 2100 (Activo 59978) sobre las muestras de los electrodos
modificados. Estas muestras fueron embebidas en una resina de baja viscosidad Spurry
posteriormente se le realizaron cortes de 50-70 nm de espesor. Cada una de estas secciones
cortadas se recolectaron en rejillas metalicas para la observacion en MET. Los pasos
necesarios para la preparacion de las muestras para Microscopia Electronica de Transmision

se detallan a continuacion.
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3.3.3.1. Preparacion de resina Spurr

Se prepar0 una resina de baja viscosidad (60 cps aproximadamente), utilizando los
componentes y volimenes mostrados en la Tabla 1 para bloques de media dureza. Todos
estos componentes son parte del Low-Viscosity Kit (Codigo de producto: 18300-4221) de
Ted Pella®.

Tabla 1. Componentes y volimenes necesarios para la preparacion de la resina Spurr.

Orden Reactivo Volumen (ml)
1° ERL-1206 10
2° ERL-736 6
3° NSA 26
4° S-1 0.50

Fuente. TED PELLA INC. Low Viscosity Kit, 2008.

La medicion de cada volumen se realiza por el método de adicion en una probeta de 50 ml y
se deben agregar los componentes en el orden que indica la primera columna de la Tabla 1.
Una vez se han agregado los tres primeros componentes se procede a trasvasar a un
Erlenmeyer de 125 ml en el que se agrega el componente S-1 utilizando una micropipeta de
100 pl, en una cdmara de extraccion de gases marca LABCONCO (Activo 71440), el uso de

la cdmara de extraccion es de vital importancia, ya que el componente es neurotdxico.

Una vez se tiene toda la mezcla de componentes en el Erlenmeyer se envuelve el recipiente
con papel aluminio, ya que la mezcla es fotosensible, y se procede a agitar hasta que no haya
separacion evidente de fases, para esto se agrega una pastilla magnética y se coloca el
recipiente sobre una plantilla con agitacion magnética Thermoline.

La agitacion inducira la formacion de burbujas en la mezcla, para eliminarlas se coloca el
Erlenmeyer en una campana de vacio como la mostrada en la Figura 6, conectada a una
bomba rotatoria marca GAST (Activo 57441) durante 30 minutos a 0.55 bar.
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Figura 6. Erlenmeyer en la campana de vacio conectada a la bomba rotatoria.
Fuente: Elaboracion propia.

Una vez estd preparada la mezcla de componentes sin burbujas se procede a cortar las
secciones de interés del electrodo, estas son aquellos puntos polimerizados con PEDOT-
NPAuU.

Una vez se tienen los puntos recortados se procede a llenar parcialmente los moldes para
resina, luego se colocan los puntos del electrodo recortados previamente para finalmente
llenar de resina los moldes (PELCO®). En la Figura 7 se muestran los moldes llenos y con
los puntos de electrodo colocados. EI Gltimo paso en la preparacion de los tacos de resina
para realizar cortes en ultramicr6tomo es colocar los moldes con resina en una estufa a 70°C
aproximadamente durante 72 horas para que esta resina polimerice, para este paso se utilizo

una estufa marca Digisystem (Activo 69657).
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Figura 7. Moldes con resina y con el electrodo polimerizado con PEDOT-NPAuU.

Fuente: Elaboracion propia.

3.3.3.2.  Preparacion de cortes ultrafinos

Para completar la preparacion de las muestras para TEM se requiere realizar cortes ultrafinos,
para esto se emplea un Ultramicrétomo Leica EM UC7 (Activo 59978) y cuchillas de
diamante Diatome MT12871 de 35°. Previo a utilizar el ultramicrétomo se debe realizar un
desbaste con cuchillas o con una hoja muy afilada, esto permitira que el taco de resina con la
muestra embebida adquiera una forma de pirdmide truncada en la parte donde esta la muestra,
y de esta manera se puede empezar a realizar cortes finos con el equipo [30]. De otra manera
el equipo invertiria mucho tiempo cortando secciones que no son de interés para el analisis.

La Figura 8 muestra el desbaste grueso necesario para realizar los cortes ultrafinos.
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Figura 8. Desbaste del bloque de resina con una muestra embebida (verde) [30].
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Una vez se ha desbastado el bloque de resina se procede a realizar los cortes con el
ultramicrétomo. La unidad de control del software del equipo permite establecer una
velocidad de avance, la cual se establece como 0.6 mm/s y un ancho de ventana de 60 nm,

este valor determina el espesor de los cortes obtenidos.

La Figura 9.A. muestra la colocacion del taco de resina con la muestra embebida y su
aproximacion a la cuchilla de corte, ademas se puede comparar el color de los cortes con un
esquema, el cual se muestra en la Figura 9.B., en donde muestra el grosor aproximado de los
cortes en funcion del color que muestran ante la luz. Este esquema es Util para asegurar que
el equipo esté cortando en el rango de espesor que fue determinado, ademas brinda una idea
de si la muestra no fue colocada paralela al filo de la cuchilla antes de empezar a cortar.

Gris
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150
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B 240 N Verde

Figura 9. A) Aproximacion del taco de resina al filo de la cuchilla de corte, en este caso se
muestra una cuchilla de vidrio. B) Relacion entre el color del corte y el espesor del mismo.
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4. Resultados y Analisis

4.1. Electropolimerizacion EDOT-NPAu

La Figura 10 permite observar el grafico de Potencial en funcién del tiempo para el método
de polimerizacion utilizado. Como fue mencionado en la seccion 3.2 de este documento el
equipo aplico una corriente de 5.65 pA por un periodo que no debe exceder los 480 s, esto
sin sobrepasar el limite de potencial que se establecié en 1.4 V. Observando el grafico en la
Figura 10 se puede concluir que el proceso se llevd a cabo de forma correcta, ya que no se
excede el tiempo de aplicacion de corriente y el potencial limite no fue alcanzado. La Figura
11 muestra la apariencia fisica del electrodo antes y después de la polimerizacion, este ultimo
se diferencia por una capa oscura de un color verdoso que es caracteristica del EDOT

polimerizado.
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Figura 10. Potenciometria ciclica correspondiente a la polimerizacion de EDOT-NPAuU en
electrodos de oro.
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Figura 11. Electrodo con puntos de PEDOT-NPAu (Izquierda) y con puntos de oro (sin
polimerizar) (Derecha).

4.2. Espectroscopia Electroguimica de Impedancia

Por medio de la técnica de EEI se obtienen las graficas mostradas en la Figura 12, en donde
se muestra la magnitud de la impedancia en funcién de la frecuencia de analisis tanto para el
electrodo de oro como para el electrodo que se ha modificado su superficie con PEDOT-
NPAu. La modificacion quimica al electrodo con PEDOT-NPAuU provoca una disminucion
en la impedancia con respecto al electrodo de oro a lo largo de todo el analisis, esto tiene
algunas implicaciones para su empleo en biosensores, como por ejemplo una mayor relacién
sefial/ruido, provocando una mejoria importante en las mediciones realizadas gracias a este
aumento en la sensibilidad del electrodo [9, 31]. Ademas, la grafica muestra un
comportamiento capacitivo que a partir de 1 kHz pasa a ser resistivo en el electrodo
modificado, esto se puede observar tomando en cuenta que la impedancia caracteristica de
un resistor no posee un angulo de fase, es decir, es independiente de la frecuencia de analisis,
mientras que la impedancia obtenida a partir de un capacitor muestra una relacion directa con

la frecuencia de analisis, con un angulo de fase de 90° [24].
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Figura 12. Magnitud de impedancia obtenida a partir de EEI para el electrodo de Oro (m) y
para el electrodo modificado con PEDOT-NPAuU (e).

4.3. Voltametria Ciclica

4.3.1. Medicién en H2SO4

La Figura 13 muestra el ciclovoltagrama obtenido para el electrodo de oro limpio en acido
sulfurico, en donde se puede observar el inicio de un pico de oxidacion cercano a 1.3V y
uno de reduccidén a 1.0 V; esto se puede relacionar directamente con la oxidacion y posterior
reduccion del oro de la superficie [32]; un resultado similar se esperaba en el electrodo
modificado con PEDOT-NPAuU; sin embargo el ciclovoltagrama mostrado en la Figura 14 no

muestra picos de oxidacién o reduccion caracteristicos de material de las nanoparticulas.

Es por este motivo que no se puede concluir acerca de la actividad de las nanoparticulas
utilizando esta medicion, para esto se recomienda hacer mas analisis con electrodos
polimerizados con una mayor cantidad de nanoparticulas dispersas; ya que las bandas de
oxidacion y reduccion pueden estar ocultas debido a la histéresis y por el rango de corriente

tan alto que se alcanza al medir en potenciales mas altos de 1 V.
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Figura 13. Ciclovoltagrama obtenido en H2SO4 (1 N) para el electrodo de oro limpio.
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Figura 14. Ciclovoltagrama correspondiente a la medicién del electrodo modificado con
PEDOT-NPAu en H2SO4 (1 N)
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4.3.2. Actividad Enzimética e Inhibicion AChE-Clorpirifés

El ensayo de voltametria ciclica en presencia de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) vy el
sustrato acetiltiocolina clorhidro (ATCh) se realiza con la intencion de estudiar la posible
aplicacion de los electrodos modificados con PEDOT-NPAu en la fabricacion de biosensores
del tipo enzimético. La Figura 15 muestra ciclovoltagramas para la reaccién enzimética
medidos en diferentes tiempos de reaccion con el electrodo modificado con PEDOT-NPAU,
en esta figura se puede observar comportamiento que fue mencionado en la seccion 2.3 de
este documento, en donde la corriente cercana a los 0.7 V se incrementa conforme aumenta
el tiempo de medicion, lo cual se relaciona directamente con el aumento en la concentracion
de tiocolina (TCh) en el medio donde la reaccién se lleva a cabo. Ademas, gracias a la
sensibilidad del electrodo modificado se pueden obtener rangos de corriente mayores que los
que se obtienen al medir con electrodos de oro limpio, en la Figura 15 se puede notar que el
rango de corriente de medicion varia entre los 10 y 50 pA, mientras que para las mediciones
en oro, mostradas en la Figura 16, las corrientes oscilan entre 0 y 2 pA con la excepcion de
la sefial que se muestra entre 0.9 y 1 V que se relaciona con la oxidacion de los grupos tioles
(SH) en el sistema [32, 33], este es la Unica parte del ciclovoltagrama que supera los 2 pA, y
como se puede apreciar su corriente asociada también aumenta en el tiempo de reaccion,
resultado esperado dado que se esta incrementando la cantidad de tioles en el sistema
producto de la reaccién entre AChE y ATCh.
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Figura 15. Ciclovoltagramas correspondientes a la reaccion AChE-ATCh con electrodo
modificado con PEDOT-NPAuU a (m) 0 minutos de reaccion, (m) 5 minutos y (=) 10
minutos.
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Figura 16. Ciclovoltagramas correspondientes a la reaccion AChE-ATCh con electrodo de
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El incremento mostrado en el rango de corrientes medidas se relaciona directamente con la
sensibilidad que le brinda al electrodo adicionar nanoparticulas de oro en una matriz
polimérica conductora, debido a su alta conductividad, excelente capacidad de transferencia
de carga y a la selectividad que presentan a la hora de trabajar con sefiales bioldgicas [17,
34]. A esto se puede sumar que tanto el PEDOT como las NPAu causan un incremento en la
superficie electroquimicamente activa importante con respecto al electrodo de oro limpio,
esta caracteristica es provocada por la porosidad y rugosidad de la superficie del PEDOT,
Ilevando a sistemas con una impedancia electrodo-electrolito menor que la que presenta el

electrodo de oro [35], resultado que ya fue detallado en la seccion 4.2 de este documento.

La Figura 17 muestra las curvas de la actividad enzimatica de la AChE con el sustrato ATCh,
esto en ausencia del pesticida Clorpirifés y una segunda curva con una concentracion de 14.9
14.9 uM de pesticida. EI comportamiento observado indica un incremento importante en la
corriente asociada a la produccion de TCh al principio de la reaccion; sin embargo, una vez
alcanzados los 10 minutos de reaccién se alcanza una corriente maxima y se estabiliza la

curva.

El electrodo modificado muestra la sensibilidad necesaria para medir la reduccion en la
corriente que se produce como efecto de afiadir un inhibidor enzimatico a la reaccion, la cual
oscila entre valores cercanos a los 10 pA entre la curva sin inhibidor y la curva que tiene una
concentracion de 14.9 uM de Inhibidor. Esto justifica otros trabajos relacionados con la
deteccion de pesticidas por medio de biosensores enziméaticos modificados con polimeros
conductores [33], pero con la salvedad de que en este trabajo se estd sumando la alta

sensibilidad y demas caracteristicas ya mencionadas de las nanoparticulas de oro.

El empleo de biosensores, que utilizan sistemas como el de PEDOT-NPAu, para la deteccion
de pesticidas como los clorpirifés cobra gran importancia tanto por la versatilidad y facilidad
del método como por el interés social que hay detras del monitoreo de sustancias peligrosas,
este pesticida es el mas utilizado mundialmente en el apartado de pesticidas
organofosforados, y Costa Rica es precisamente uno de los mayores importadores de estos
productos a nivel mundial [36-38], este tipo de circunstancias son algunas de las que

provocan el gran interés en el desarrollo de tecnologias como los biosensores.
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Figura 17. Actividad enzimatica medida como corriente a 0.7 V en electrodos modificados
PEDOT-NPAu. () Sin Inhibidor, (A) 14.9 uM de Inhibidor.

4.4. Microscopia Electronica de Transmision

La caracterizacién microscopica del sistema PEDOT-NPAu brind6 los resultados que se
observan en las Figuras 18, 19. En donde se pueden apreciar diferentes situaciones que se
presentaron. En la Figura 18 se observa una nanoparticula de oro aparentemente colocada
sobre la superficie de la matriz de PEDOT, la misma posee la forma de rombo y dimensiones
que se esperaban por el método de sintesis utilizado [28], obteniendo lados ente los 50 y 100
nm de longitud; sin embargo, un detalle importante es que no se observa la pelicula de oro,

la cual se muestra perfectamente en la Figura 19.

Factores en la preparacion de los cortes ultrafinos pueden haber provocado que la ldmina de
oro no se observe en la Figura 18, ya que esta lamina es de aproximadamente 75 nm y la
pelicula de PEDOT electrodepositada, como se puede observar en las figuras mencionadas,
posee un espesor mayor a 200 nm, de esta forma, pudo haberse dado la situacion en la que el
corte unicamente incluyera la matriz de PEDOT con las nanoparticulas ya sea inmersas o

adsorbidas en su superficie.

Otra situacion que se pudo haber presentado y que provocaria que la ldmina de oro no se
observe en la Figura 18 es que durante la preparacion de los cortes se producen vibraciones,
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estas pueden provocar que el corte se “quiebre” en un punto. En este caso el corte pudo
haberse quebrado, dejando la lamina de oro fuera de la seccion transversal cortada. Para
evitar este tipo de discontinuidades en el corte ultrafino se recomienda trabajar con resinas
de menor dureza, recordando que la utilizada en este trabajo tiene una dureza media de

acuerdo con lo especificado en la ficha técnica del producto [39]

La Figura 19 es un caso en el que se muestra que el corte provoco un desgarre en la lamina
de oro, llevando una parte de la lamina a colocarse directamente sobre la resina de trabajo y
provocando la ilusion de que esta fuese una nanoparticula; sin embargo, por la forma y por
el contraste que provoca al paso del haz de electrones se puede concluir que no es una
nanoparticula metalica. La NPAu encontrada en la Figura 18 posee un contraste totalmente
oscuro y constante en toda su superficie, mientras que el objeto mostrado en la Figura 16
posee zonas mas oscuras que otras, lo cual indica que es parte de la lamina de oro que no

tiene un espesor constante en toda su extension.

Figura 18. Nanoparticula de oro ubicada en la superficie de la matriz polimérica.
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Figura 19. La zona mas oscura muestra la lamina de aproximadamente 75 nm de espesor,
mientras que la zona translucida corresponde a la matriz de PEDOT electrodepositada.

A pesar de no observarse las nanoparticulas, la Figura 18 muestra muy claramente la
disposicion en la que se fabrica el electrodo, el cual consta de una capa de oro, depositada
por medio de deposicion fisica de vapor (PVD) con unos 75 nm de espesor sobre una lamina
polimérica de Poliimida, seguida de una capa de PEDOT electrodepositada con un espesor
mayor a 200 nm en la que se deberian encontrar las nanoparticulas, ya sea sobre esta, 0

inmersas en dicha matriz.

Tal como se indica en la seccion 3.2 correspondiente a la electropolimerizacion de PEDOT
con NPAu dispersas en la solucion, se utilizo 1 ml de la dispersion, esto se llevo
posteriormente a 20 ml por medio de KCI (0.2 M), de ahi que la concentracién de NPAu en
el sistema es baja, esto puede haber provocado que existan cortes en los que no se observan
las NPAu; sin embargo las NPAu encontradas coinciden perfectamente con lo que la sintesis
indica, aunque hacen falta mas analisis para concluir si su disposicién general es ubicarse en

la superficie del PEDOT o inmersos en el mismo.
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5. Conclusiones
La electropolimerizacion sobre el electrodo de oro de la dispersion EDOT-NPAu se realizé
correctamente utilizando una corriente de 5.65 pA durante 480 segundos sin sobrepasar el
potencial limite de 1.4 V; el recubrimiento tiene un aspecto oscuro y tiene un espesor cercano
a los 200 nm, de acuerdo con las micrografias obtenidas por medio de Microscopia

Electronica de Transmision.

La modificacion quimica con PEDOT-NPAu mostré menor impedancia en todo el espectro
de analisis de Espectroscopia Electroquimica de Impedancia (1 Hz-1 MHz), que el electrodo

de oro limpio sin modificacion.

Los ensayos electroquimicos de voltametria ciclica en presencia de AChE y ATCh permiten
observar la aplicacion del sistema PEDOT-NPAuU a la deteccion de un producto de reaccién
enzimatica, como lo es la Tiocolina; ademas, agregando un inhibidor enzimatico, como los
clorpirifs, el sistema es capaz de detectar el cambio en la corriente asociada a la oxidacion
del grupo tiol de la TCh, mostrando sensibilidad ante cambios de hasta 5 pA entre las

muestras con y sin inhibidor.

Utilizando Microscopia Electronica de Transmisién se pudo observar la presencia de una de
las nanoparticulas depositadas mediante la electropolimerizacion de la dispersiéon de
monomero y nanoparticulas de oro, esta se observa en la superficie del PEDOT y posee forma
de rombo con lados de dimensiones entre los 50 y 100 nm. Ademas, se obtuvieron
micrografias en donde no se observa la presencia de la I&mina de oro sobre la cual se
electropolimerizo, esto se puede atribuir a la fractura del corte ultrafino debido a la vibracion

que se produce durante el proceso de cortes en el ultramicrétomo.

6. Recomendaciones

Para evitar vibraciones en el proceso de corte se recomienda utilizar una formulacion de
resina de baja dureza, esto modificando los volimenes utilizados en la Tabla 1 de acuerdo

con lo recomendado en la ficha técnica del producto.
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