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Resumen:

La cuantificación electroquímica de biomarcadores en fluidos frecuentemente emplea
                     nanopartículas metálicas como sustratos de detección. El desarrollo de materiales
                     de cuantificación ha evolucionado en las últimas décadas con la incorporación de materiales
                     de grafeno a los sistemas de medición, generando variantes de compuestos de grafeno-nanometales.
                     Los materiales compuestos aprovechan la gran conductividad electrónica del grafeno
                     y el aumento en la sensibilidad y selectividad que les confiere. El óxido de grafeno
                     y productos reducidos de este se han usado tradicionalmente en la manufactura de compuestos
                     de grafeno-nanopartículas metálicas. La tendencia se explica por la relativa facilidad
                     de síntesis de los materiales oxidados de grafeno, sin embargo, esta facilidad tiene
                     como inconveniente la pérdida de propiedades eléctricas de los materiales sintetizados
                     y la posible disminución de sus características de detección. Para evitar estas restricciones,
                     idealmente se deberían de usar como sustratos materiales de grafeno no oxidados, sin
                     embargo, su manufactura no es sencilla. Reportamos aquí un método de preparación de
                     nanoplaquetas de grafeno prístino y su fácil conversión a compuestos decorados con
                     nanopartículas de oro. Describimos el uso de los compuestos como sustratos útiles
                     para la cuantificación electroquímica de glucosa y peróxido de hidrógeno en fluidos. 
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Abstract:
 
Electrochemical quantification of biomarkers in fluids frequently employs metallic
                     nanoparticles as detection substrates. The development of quantification materials
                     has evolved in recent decades with the incorporation of graphene materials into measurement
                     systems, generating variants of graphene-nanometal composites. Composite materials
                     take advantage of the great electronic conductivity of graphene and the increase in
                     sensitivity and selectivity that it confers. Graphene oxide and its reduced products
                     have traditionally been used in the manufacture of graphene-metal nanoparticle composites.
                     The trend is explained by the relative ease of synthesis of graphene oxidized materials,
                     however, this ease has as a drawback the loss of electrical properties of the synthesized
                     materials and the possible decrease in their detection characteristics. To avoid these
                     restrictions, ideally, non-oxidized graphene materials should be used as substrates,
                     however their manufacture is not easy. This work reports a method of preparing pristine
                     graphene nanoplatelets and their easy conversion to gold nanoparticle-decorated composites.
                     We describe the use of the compounds as useful substrates for the electrochemical
                     quantification of glucose and hydrogen peroxide in fluids.
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	Introducción

   
            La cuantificación de moléculas de interés médico es de utilidad porque permite determinar
               la presencia de enfermedades o la propensión a estas, posibilitando así su control.
               En la actualidad, la diabetes mellitus es una enfermedad que afecta a un alto porcentaje
               de la población mundial y muestra una alarmante tendencia a incrementar en el futuro
               próximo. Es común que las personas que padecen esta enfermedad recurran al monitoreo
               continuo de niveles de glucosa presentes en el torrente sanguíneo, el que típicamente
               se realiza por la medición diaria del metabolito en muestras de sangre extraídas por
               medio de punciones con lancetas diseñadas para ese fin; usualmente, la muestra extraída
               se coloca sobre cintillas de detección que contienen materiales capaces de oxidar
               la glucosa y generar peróxido de hidrógeno (H2O2), cuya concentración se mide electroquímicamente.
            

            El oro se utiliza con frecuencia en la elaboración de materiales que mimetizan la
               actividad de enzimas (biozimas) y en diferentes métodos de cuantificación electroquímica
               en los que históricamente se emplean enzimas como sustratos de detección. Uno de los
               primeros reportes de uso de nanopartículas de oro (NPsAu) como biozimas para la determinación
               amperométrica de contenidos de glucosa se debe a Jena y Retna quienes, en el año 2006,
               describieron la fabricación de una red tridimensional de silicato obtenida por una
               reacción de hidrólisis y condensación del (3-Mercaptopropil) trimetoxisilano depositada
               sobre un electrodo de oro (Au) y el autoensamble de nano partículas de oro sobre los
               tioles terminales presentes en la red de silicato (Kumar y Raj 2006). El material
               mostró capacidad de medición de glucosa con una sensibilidad de 0.179 nAcm-2nm-1. Cheng y colaboradores reportaron un método de depósito electroquímico de oro sobre
               electrodos de carbón vítreo (ECV) a través del cual sintetizaron diferentes nanoestructuras
               del metal (Cheng et al., 2010); los electrodos con depósitos de estructuras de nano coral de oro mostraron la mayor
               sensibilidad, alcanzando valores de 22.6 μA/ mMcm2 en solución búfer de PBS a pH 7.4. También, se ha reportado el electrodepósito directo
               de NPsAu sobre electrodos de carbón vítreo para la determinación de glucosa (Chang et al., 2014). Los investigadores mostraron una sensibilidad de medición de contenidos de glucosa
               de 87.5 μA/mMcm2, con un límite de detección de 0.05 mM. En un estudio similar publicado por Shu y
               colaboradores, en el que se describe el electrodepósito de nanoestructuras dendríticas
               de oro obtenidas por electrodepósito del metal sobre ECV, se demuestra la capacidad
               de medición electroquímica de contenidos de glucosa con una sensibilidad reportada
               de 190.7 μA/mMcm2, utilizando una solución búfer de PBS a pH 7.4 (Shu et al., 2014). En el año 2016, Hebié y coloboradores publicaron un artículo donde señalan la influencia
               del tamaño de nanopartículas (NPs) esféricas de oro (4 - 15 nm) depositadas sobre
               un ECV; las determinaciones electroquímicas de contenidos de glucosa fueron hechas
               usando un electrolito de hidróxido de sodio 0.1 M, demostrando que las NPs de menor
               tamaño, 4.2 nm, tenían mayor capacidad electrocatalítica (Hebié et al., 2016). El depósito sobre ECV de nanotubos o nanoalambres de oro fabricados por depósito
               galvanostático de sales de oro sobre una plantilla de óxido de aluminio fue descrito
               por (Tian et al., 2016); el electrodo mostró una sensibilidad de medición de contenidos de glucosa de 44.2
               μA/mMcm2 a un pH de 7.2. En un trabajo publicado por Felix y colaboradores se describe el
               depósito de híbridos de Au-CuO sobre electrodos de carbón vítreo utilizando la generación
               in situ de nanopartículas de oro en presencia de láminas de óxido cúprico (Felix et al., 2018). Los electrodos modificados se utilizaron para la determinación electroquímica de
               glucosa en una solución 0.1 M de NaOH; los electrodos revelaron tener una sensibilidad
               de medición de glucosa de 3,126.76 μA/mMcm2. Así como se ha demostrado el uso de nanomateriales de oro en la cuantificación electroquímica
               de glucosa, del mismo modo han sido utilizados en la medición de contenidos de peróxido
               de hidrógeno. Uno de los primeros artículos sobre el tema es el de Li y colaboradores quienes, en el 2010, reportaron la preparación de compuestos e oro con dióxido de manganeso (Li et al., 2010); los materiales, depositados sobre ECV, mostraron una sensibilidad de medición de
               contenidos de H2O2 de 5.35×10−5 AM−1 cm−2. El grupo de Won publicó la manufactura de electrodos impresos sobre los que se depositaron
               nanoesferas o nanocilindros de oro con los que midieron contenidos de H2O2 (Won et al., 2011), reportando sensibilidades de medición de 11.13, 54.53, y 58.51 μA/mMcm2 para los materiales de nanoesferas y de nanocilindros con relaciones de aspecto 1:3
               y 1:5, respectivamente. El uso de nanocajas de oro para la cuantificación electroquímica
               de H2O2 fue reportado por Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2011), los autores mostraron una sensibilidad de medición de peróxido de 273.83 μA/mMcm2. La utilización de nanoestrellas de oro, sintetizadas por un método de crecimiento
               auxiliado con semillas de oro en presencia de cloruro de poli(dialildimetil amonio)
               como estabilizador, fue descrito por Li y colaboradores en la medición de peróxido
               de hidrógeno, en un búfer neutro de PBS (Li et al., 2013). La preparación y uso de nanocristales bimetálicos de AuM (M = Pd, Rh, Pt) fue descrita
               por el grupo de Han; la mayor sensibilidad reportada fue de 195.3 μA/mMcm2 a un potencial de 0.25 V vs SCE (Han et al., 2015). La fabricación de ECV con depósitos de nanocompuestos de varillas de SiO2 decoradas con oro, platino o compuestos bimetálicos de ambos fue descrita por Liu
               y colaboradores (Liu et al., 2018); la sensibilidad de medición de los compuestos de Pt mostró ser de 110.3 μA/mMcm2, mientras que la de los compuestos de PtAu fue de 46.7 μA/mMcm2. La preparación de nanocubos de oro, funcionalizados con la proteína citocromo c
               y depositados sobre un hidrogel entrecruzado de quitosano- β-ciclodextrina fue publicada
               por Manickam y colaboradores (Manickam et al., 2019), la determinación electroquímica de peróxido utilizando este material mostró una
               sensibilidad de 1.2 μA/mMcm2 (1,200 μA/mMcm2).
            

            De acuerdo con lo anterior, se puede inferir que existe una relación de la morfología
               de las
               				NPsAu (nanoesferas, nanocilindros, nanocajas, nanoestrellas, nanocubos,
               				nanopartículas bimetálicas) en la determinación de contenidos de glucosa y
               					H2O2, indicando que los resultados de detección son
               				variables, dependiendo del método utilizado en la manufactura de las nanopartículas
               				de oro y su morfología. Los anteriores ejemplos destacan el uso de las
               				nanopartículas de oro en ausencia de sustratos adicionales que intensifiquen su
               				respuesta o sensibilidad de detección. En el año 2004, se inicia el estudio como
               				plataforma de detección electroquímica (Novoselov
                  						et al., 2004) del aislamiento del grafeno y de la
               				demostración de sus propiedades de conducción eléctrica. Debido a su gran
               				conductividad eléctrica, el material se ha convertido en uno de los principales
               				componentes de los modernos sistemas y materiales de detección electroquímica.
               Como
               				es de esperarse, los sustratos de compuestos de nanopartículas de oro con grafeno
               				empezaron a ser de interés, con la expectativa de mejorar la respuesta de los
               				sistemas de cuantificación de glucosa y H2O2 (Narang et al. 2011). Dada la
               				dificultad de obtener grafeno monolaminar o de bajo número de capas, en las
               				investigaciones iniciales se utilizó el óxido de grafeno (GO) o el óxido de grafeno
               				reducido (rGO). Entre los primeros reportes de uso se encuentra el artículo de
               Yuan
               				y colaboradores, en el que se describe la fabricación de ECV cubierto con óxido
               de
               				grafeno (GO) y su funcionalización con polietilenimina (PEI) vía la formación
               de
               				enlaces amídicos y la decoración subsecuente de los materiales por electrodepósito
               				de NPs de oro (Yuan et al.,
                  					2014); los electrodos desplegaron una sensibilidad de medición de
               					H2O2 de 460 μA/ mMcm2. En un estudio publicado
               				por Pogacean y colaboradores (2015) se
               				comparan las propiedades electrocatalíticas de grafeno dopado con nitrógeno y
               de
               				compuestos de grafeno reducido decorado con NPs de oro, demostrando la mayor
               				actividad electrocatalítica del grafeno dopado con átomos de nitrógeno. La
               				manufactura de un material tridimensional fabricado por tratamiento de GO con
               				cisteína decorado con nanocilindros de oro fue descrito por Xue y colaboradores
               					(Xue et al., 2015),
               				quienes demostraron que los electrodos hechos con el compuesto presentaban buena
               				sensibilidad de medición de H2O2. El grupo de Lv divulgó un
               				sensor no enzimático preparado por electrodepósito de NPs de oro sobre un ECV
               				recubierto con óxido de grafeno reducido (rGO); los electrodos mostraron actividad
               				electrocatalítica y una buena sensibilidad de medición de H2O2
               				de 574.8 μA/mMcm2 (Lv et
                     						al., 2016). Así como una variedad de nanocompuestos de oro
               				con materiales de grafeno han sido evaluados en la medición electroquímica de
               				contenidos de peróxido de hidrógeno, materiales parecidos han sido utilizados
               para
               				determinar contenidos de glucosa en fluidos. Un método de depósito de
               				nanoestructuras de oro generadas por medio de pulsos láser, para depositarlas
               sobre
               				nanotubos de carbono, fue publicado por Gougis y
                  					colaboradores en el año 2014 (Gougis et al., 2014);
               				electrodos fabricados con los materiales fueron utilizados para determinar
               				contenidos de glucosa en un búfer de PBS con un pH de 7.2. La respuesta voltamétrica
               				a la oxidación de glucosa pudo detectar sus contenidos con una sensibilidad de
               25
               				μA/ mMcm2. La decoración de NPs de oro sobre nanolistones de GO fue
               				revelada por el grupo de Ismail ( Ismail et
                     						al., 2014); los investigadores describieron la fabricación
               				de electrodos de medición colocando los nanolistones oxidados sobre una hoja de
               				carbón seguido del depósito de una suspensión de NPs de oro y el tratamiento térmico
               				a 400 ºC de las hojas decoradas. Los electrodos mostraron una sensibilidad de
               				medición de contenidos de glucosa de 59.1 μA/mMcm2. Vía la reacción de GO
               				con pirrol en medio ácido, Xue y colaboradores prepararon un material de rGO
               				funcionalizado con un polímero de pirrol (Xue
                  						et al., 2014); el material de PPy/rGO fue
               				posteriormente decorado por reducción in situ de HAuCl4
               				con borohidruro de sodio. Los electrodos de medición de glucosa se elaboraron
               				colocando suspensiones de AuNPs/PPy/RGO sobre ECV, con los que lograron
               				determinaciones de glucosa con una sensibilidad de 123.8 μA/mMcm2. La
               				elaboración de un hidrogel fabricado con un nanohíbrido de rGO-Au fue reportada
               por
               					Ruiyi y colaboradores (2015); el hidrogel
               				se preparó por mezcla de NPs de oro con GO, reducción con ácido ascórbico y
               				congelamiento unidireccional de la mezcla para obtener un hidrogel después de
               				liofilizar la mezcla. Jeong y colaboradores han reportado la manufactura de un
               				sensor no enzimático de glucosa constituido por una red tridimensional de láminas
               de
               				grafeno dopado con nitrógeno y nanotubos de carbono. El material se sintetizó
               por
               				tratamiento hidrotermal (180 ºC, 12 horas) de mezclas de GO con los nanotubos
               				oxidados en presencia de urea; el producto se decoró con NPs de oro preparadas
               por
               				reducción de HAuCl4 con citrato de sodio. La medición de glucosa, con una
               				sensibilidad de 0.9824 μA/mMcm2, se logró empleando electrodos de carbón
               				vítreo sobre los que se colocaron suspensiones de los nanocompuestos preparados
               					(Jeong, 2018). 
            

            En lo general, los ejemplos citados describen métodos preparativos relativamente complejos
               para obtener los nanomateriales de cuantificación electroquímica y/o procedimientos
               de fabricación complicados que no facilitan la elaboración de los electrodos de medición.
               Considerando lo anterior, es deseable contar con materiales compuestos capaces de
               cuantificar electroquímicamente tanto H2O2 como glucosa y tener métodos simples para prepararlos y utilizarlos. 
            

            En este trabajo, presentamos un método eficiente de fabricación de materiales compuestos
               de nanoplaquetas de grafeno prístino decoradas con nanopartículas de oro. El sencillo
               procedimiento evita el uso de derivados oxidados de grafeno y la necesidad de prepararlos
               utilizando mezclas oxidantes que no son medioambientalmente aceptables; el método
               permite la conversión cuantitativa de grafito a nanoplaquetas de grafeno prístino
               que pueden ser decoradas con facilidad y alto rendimiento con nanopartículas de oro
               preparadas in situ. La evaluación de los compuestos demostró su utilidad como sustratos de cuantificación
               electroquímica de contenidos de glucosa y peróxido de hidrógeno en fluidos.
            

         
         Metodología

            Para realizar la cuantificación de glucosa o H2O2 se utilizaron nanoplaquetas de grafeno prístino (NPG) producidas por exfoliación
               de grafito en agua, decorándolas con NPs de oro. Las NPG se obtuvieron por tratamiento
               de mezclado de alto esfuerzo de corte de suspensiones acuosas de grafito sintético
               polvo, sin emplear tensoactivos como ayudas de exfoliación. Los nanocompuestos NPG-NPsAu
               se obtuvieron tratando con agitación magnética una suspensión de nanoplaquetas en
               etilénglicol con ácido cloroáurico trihidratado; la formación in situ de nanopartículas de oro se genera al agregar sosa cáustica a la supensión (Kurihara et al., 1995). 
            

            En el proceso de exfoliación en medio acuoso se emplearon mezclas de grafito sintético
               polvo y agua, la deslaminación del grafito se logró al someterlo a un tratamiento
               de mezclado de alto esfuerzo de corte a 8,000 rpm durante una hora. Terminado el tratamiento,
               la suspensión se filtró y el sólido (NPG) se secó durante 12 horas a 70 ºC en un horno
               eléctrico.
            

            Para preparar las nanopartículas de oro se utilizó el método de reducción de polioles
               de baja temperatura sin adición de oxidante adicional (Fievet et al., 1989). 
            

            Las suspensiones de NPG se prepararon en etilenglicol (EG), mezclándolas con ácido
               cloroáurico trihidratado. La mezcla se trató por medio de agitación magnética por
               60 minutos y, posteriormente, se le agregó una solución de hidróxido de sodio disuelto
               en EG, permitiendo que la reducción se llevara a cabo durante 60 minutos. Terminada
               la reducción, la suspensión se filtró al vacío y el sólido se lavó repetidamente (agua,
               etanol, acetona) para, finalmente, secarlo varias horas a 70 ºC en un horno eléctrico.
               
            

            Las caracterizaciones electroquímicas de los materiales, así como sus respuestas ante
               la presencia de peróxido fueron realizadas mediante la técnica de voltamperometría
               cíclica a una velocidad de 50 mV s-1 y un intervalo de medición de 478 - 1,120 mV vs SHE, incorporando alícuotas de 200 μL de peróxido de hidrógeno 174 mMol en 200 mL
               de electrolito. Las respuestas a la presencia de glucosa fueron realizadas mediante
               la técnica de voltamperometría cíclica a una velocidad de 50 mV s-1 y un intervalo de medición de 478 - 1,120 mV vs SHE, incorporando alícuotas de 200 μL de glucosa 200 mMol en 200 mL de electrolito.
               La determinación de la capacidad de cuantificación de los materiales fue obtenida
               mediante la regresión lineal de la corriente con respecto a la concentración de glucosa
               o de peróxido de hidrógeno en disolución, utilizando la técnica de cronoamperometría
               a un potencial de 810 mV vs SHE y un sistema de disco rotatorio a 400 rpm.
            

            La medición de la concentración de peróxido de hidrógeno o glucosa se hizo utilizando
               un potenciostato “Biologic” SP-50, una celda electroquímica con capacidad de 200 mL
               equipada con tres electrodos, un contraelectrodo de platino, uno de referencia de
               Ag/AgCl 3.5 Mol y un electrodo de carbón vítreo a modo de sustrato para la fabricación
               del electrodo de trabajo. Para medir los contenidos de H2O2, en la celda electroquímica se introduce un electrolito de PBS 0.1 M ajustado a pH
               7; para las determinaciones de contenidos de glucosa a pH 12 se usa una disolución
               de NaOH 0.05 M. 
            

            Los electrodos de trabajo se elaboraron depositando sobre el sustrato de carbón vítreo
               5 μL de las suspensiones preparadas; el contenido de sólidos de las suspensiones fue
               de 5 mg/mL usando soluciones de PEDOT-PSS en agua (0.1 mg/mL); a un mililitro de esas
               mezclas se agregaron volúmenes variables de solución de Nafion. La tinta se trató
               10 minutos por inmersión en un baño de limpieza de ultrasonido para, inmediatamente
               después, colocar volúmenes variables de tinta sobre el ECV. Los electrodos se sometieron
               a un tratamiento térmico de 60 ºC durante 20 min para después ser enfriados hasta
               temperatura ambiente.
            

        
        Reactivos

            Se utilizó grafito sintético en polvo (< 20 μm), HAuCl4, Nafion de Sigma Aldrich; el hidróxido de sodio, acetona, etanol y etilenglicol se
               adquirieron de Fermont. El PBS (fosfato de potasio dibásico y fosfato de potasio monobásico)
               por FAGALab. El PEDOT fue preparado por el Laboratorio Nacional de Materiales Grafénicos.
            

            
            Síntesis de nanoplaquetas de grafeno (NPG) utilizando tratamiento de alto esfuerzo
                  de corte
               

               En un vaso de precipitado de 2 L se colocan 10 g de grafito sintético polvo (Aldrich
                  < 20 μm) con 1 L de agua destilada. La mezcla se trata por mezclado de alto esfuerzo
                  de corte utilizando un equipo Ross operado a 8,000 rpm. Después de agitar durante
                  una hora, la suspensión se filtra por gravedad y el sólido se seca a 70 ºC durante
                  12 horas en un horno eléctrico, generando cuantitativamente las NPG.
               

            
            Dopado de NPG con NPsAu utilizando reducción in situ de suspensiones de NPG y HAuCl4 en etilenglicol utilizando NaOH por agitación magnética
               

               En un matraz de 125 mL se colocan 200 mg de NPG y 35 mg de HAuCl4 (para formar 0.1 mMol, relación en peso 1:0.05); se añaden 50 mL de etilenglicol
                  (EG) y se agita magnéticamente (300 rpm) durante una hora. Se prepara una solución
                  de 200 mg de NaOH en 10 mL en etilenglicol (EG), agregando 500 μL de esta a la suspensión
                  de NPG previamente preparada. Se continúa el mezclado durante 60 minutos adicionales;
                  la suspensión se filtra al vacío y el sólido se lava secuencialmente con agua caliente,
                  etanol y acetona. El sólido se seca 12 horas a 70 ºC en horno eléctrico.
               

            
            Caracterización

            Difracción de rayos X (XRD): los estudios de difractometría de rayos X (XRD) de los materiales fueron realizados
               usando un equipo Bruker D8Advance ECO. La frecuencia de radiación seleccionada fue
               de kα1 de Cu (1.5418 Å), utilizando una fuente de poder de 40 kV y 25 mA.
            

            Espectroscopía Raman: los análisis Raman se realizaron en un equipo Xplora (Horiba Scientific) usando
               un el láser argón-ion de 532 nm.
            

            Microscopía electrónica de transmisión (TEM): los estudios por TEM fueron llevados a cabo en un microscopio de emisión de campo
               FEI-TITAN-80-300 kV.
            

            Cuantificación electroquímica: las caracterizaciones electroquímicas de los materiales, así como sus respuestas
               ante la presencia de peróxido fueron realizadas mediante la técnica de voltamperometría
               cíclica a una velocidad de 50 mV s-1 y un intervalo de medición de 478 - 1,120 mV vs SHE, incorporando alícuotas de 200 μL de peróxido de hidrógeno 174 mMol en 200 mL
               de electrolito. Las respuestas a la presencia de glucosa fueron adquiridas mediante
               la técnica de voltamperometría cíclica a una velocidad de 50 mV s-1 y un intervalo de medición de 478 - 1,120 mV vs SHE, incorporando alícuotas de 200 μL de glucosa 200 mMol en 200 mL de electrolito.
               La medición de la concentración de peróxido de hidrógeno o glucosa se hizo utilizando
               un potenciostato “Biologic” SP50, una celda electroquímica con capacidad de 200 mL
               equipada con tres electrodos, un contraelectrodo de platino, uno de referencia de
               Ag/AgCl 3.5 Mol y un electrodo de carbón vítreo (ECV) a modo de sustrato para la fabricación
               del electrodo de trabajo. Para medir los contenidos de H2O2, en la celda electroquímica se introduce un electrolito de PBS 0.1 M ajustado a pH
               7; para las determinaciones de contenidos de glucosa a pH 12 se usa una disolución
               de NaOH 0.05 M. 
            

            Los electrodos de trabajo se elaboraron depositando sobre el sustrato de carbón vítreo
               5 μL suspensiones acuosas de los nanocompuestos; el contenido de sólidos de las suspensiones
               es de 10 mg/mL usando agua destilada como medio de dispersión o soluciones de PEDOT-PSS
               en agua (0.1 mg/mL). A un mililitro de esas mezclas se agregaron volúmenes variables
               de solución de Nafion a diferentes porcentajes en peso. La tinta se trató 10 minutos
               por inmersión en un baño de limpieza de ultrasonido para inmediatamente después colocar
               volúmenes variables de tinta sobre el ECV. Los electrodos se sometieron a un tratamiento
               térmico de 60 ºC durante 20 min para después ser enfriados hasta temperatura ambiente.
            

         
         Resultados

            
            Difracción de rayos X (XRD)

               En la Figura 1 se muestran los difractogramas de rayos X (XRD) del grafito de partida polvo (GP),
                  las nanoplaquetas de grafeno (NPG) y el grafito polvo exfoliado por alto esfuerzo
                  de corte decorado con nanopartículas de oro (NPG-NPsAu). En XRD del GP (Figura 1a) se observa una señal en 26.4º 2Ɵ, característica del plano (002) de la estructura
                  cristalina del grafito, que nos indica que su fase cristalina corresponde a la fase
                  2H (hexagonal). Las NPG (Figura 1b) muestran una señal similar en 26.2º 2Ɵ (002), señalando que el material sigue conservando
                  su fase cristalina, sin embargo, su intensidad disminuye en un 60% por el tratamiento
                  de alto esfuerzo de corte. Esta disminución puede explicarse por la deslaminación
                  parcial del material y su posible reducción de tamaño. Los materiales NPG-NPsAu (Figura 1c) muestran picos característicos de reflexión tanto para las NPG 24.4º 2Ɵ (002), 44.4º
                  2Ɵ (101), 54.5º 2Ɵ (004), 77.4º 2Ɵ (110) (carta 41-1487) y para las NPs-Au en 38.2º
                  2Ɵ (111), 64.68º 2Ɵ (220), 77.55º 2Ɵ (311) y a 44.6º 2Ɵ (200) (carta 00-001-1172),
                  es de notar que esta última señal del oro se solapa con la señal de las NPG del plano
                  (101). Los resultados obtenidos indican que la estructura cristalina de las NPs-Au
                  corresponde a una estructura cúbica. Comparando los tres difractogramas de rayos X,
                  puede observarse una disminución en la intensidad del plano grafítico (002) de las
                  NPG al compararla con la intensidad de la señal grafítica adquirida del grafito polvo
                  precursor; la intensidad es de 75,57 u.a. para el precursor y de 48,86 u.a. para las
                  NPG, resultado atribuible a la exfoliación parcial del material de partida. El proceso
                  de dopado de las NPG por depósito de las NPsAu bajo las condiciones de formación in situ ocasiona un corrimiento del pico (002) de las NPG de 26.2º a 26.4º. El producto obtenido
                  muestra las señales características de las NPsAu, lo cual corrobora la formación del
                  compuesto NPG-NPsAu esperado. Igualmente, se observa una disminución de la intensidad
                  de las NPG de 48,865 u.a. a 45,744 u.a. en el material compuesto con las NPsAu; aunque
                  es una disminución modesta de la intensidad, esta puede deberse a que, durante el
                  proceso de formación de las nanopartículas de oro, los núcleos metálicos precursores
                  de las partículas pudieron intercalarse entre las láminas de grafito que fueron parcialmente
                  separadas durante el tratamiento de exfoliación, seguidamente, los núcleos dieron
                  lugar a la formación de nanopartículas cuyo mayor tamaño separó las láminas sobre
                  las que se formaron.
               

               
                   Figura 1. Difractogramas de rayos X de: a) grafito polvo; b) nanoplaquetas de grafeno, y, c)
                           nanoplaquetas de grafeno decoradas con nanopartículas de oro.

                 [image: 2448-5691-mn-16-31-69768-gf1.jpg]
                 Fuente: Elaboración de los autores.

           

           
           Espectroscopía Raman

               En la Figura 2 se muestran los resultados de la caracterización de los materiales por medio de espectroscopía
                  Raman. Las bandas D (1350 cm-1), G (1579 cm-1) y 2D (2713 cm-1) son características de los materiales de grafito; la señal D determina los defectos
                  presentes en las láminas de los materiales grafénicos, la señal G se atribuye al estiramiento
                  de los enlaces Csp2 de la estructura grafítica. La señal 2D corresponde a un proceso de alta energía
                  de segundo orden, su posición, forma y la relación de la intensidad con la señal de
                  G, usualmente se utiliza para identificar el número de capas de los materiales de
                  grafeno (Ferrari et al., 2006, Malard et al., 2009, Ferrari 2007, Tang et al., 2010). En términos generales, se conoce que al reducirse el número de capas de los materiales
                  de grafeno, esta señal se desplaza al rojo y adquiere una forma cónica simétrica.
                  Comparando la posición de la señal 2D en los espectros Raman del grafito precursor
                  y el material deslaminado mostrados en la Figura 2a y 2b, se puede observar que el primero muestra la señal 2D en 2713 cm-1, mientras que la posición en el segundo se encuentra en 2707 cm-1. Este desplazamiento es indicativo del menor número de hojas apiladas en el segundo
                  material, lo cual sugiere la utilidad del tratamiento de mezclado de alto esfuerzo
                  de corte como método de exfoliación. Al comparar la posición de las señales Raman
                  de las nanoplaquetas de grafeno y el compuesto con nanopartículas de oro (NPG-NPsAu)
                  (Figuras 2b y 2c) se observa un desplazamiento de 14 cm-1 al rojo de la señal 2D del material compuesto. La posición de la señal G muestra
                  también un desplazamiento al rojo de 4 cm-1 al comparar los espectros de las nanoplaquetas y el material compuesto. Los resultados
                  son consistentes con las observaciones reportadas en artículos sobre materiales compuestos
                  grafeno-oro. Por ejemplo, los desplazamientos de las señales 2D y G de Raman de materiales
                  compuestos de grafeno-oro han sido documentados por Zheng y colaboradores quienes
                  observan un desplazamiento modesto al rojo en la posición de la banda G y un bastante
                  mayor desplazamiento de la posición de la banda 2D; los cambios observados los atribuyen
                  a la tensión generada sobre la lámina de grafeno por las nanopartículas (Zheng et al., 2015). Por su parte, Wu y colaboradores han reportado que las nanopartículas de oro sobre
                  grafeno dan lugar a un dopaje n y al desplazamiento batocrómico de la señal 2D (Yaping et al., 2012).
               

               
                   Figura 2. Espectros Raman de: a) grafito polvo; b) nanoplaquetas de grafeno, y, c) nanoplaquetas
                           de grafeno decoradas con nanopartículas de oro.

                 [image: 2448-5691-mn-16-31-69768-gf2.jpg]
                 Fuente: Elaboración de los autores.

           

           
           Microscopía electrónica de transmisión (TEM)

               Las microfotografías adquiridas por microscopía electrónica de transmisión en un equipo
                  FEI TITAN se muestran el Figura 3. En la imagen 3a puede observarse que las NPG obtenidas por el proceso de exfoliación
                  de alto esfuerzo de corte están formadas por materiales de bajo número de capas, con
                  tamaño lateral mayor a 1μm y una clara estructura grafítica; en la estructura no se
                  observan daños en los bordes de plano ni el plano basal. En la microfotografía mostrada
                  en la Figura 3b puede observarse que las NPG-NPsAu tienen NPsAu con tamaños variables, que van desde
                  los 12 hasta los 60 nm. También puede verse que las nanopartículas de oro se encuentran
                  distribuidas sobre el plano basal de la lámina, teniendo mayor población de estas
                  hacia las orillas. Sin embargo, también se observan aglomeraciones de las NPsAu en
                  los bordes del plano, lo cual puede deberse a que las nanopartículas no están lo suficientemente
                  protegidas por los derivados de ácido glicólico formados por reacción de EG con el
                  NaOH. Por último, en la microfotografía mostrada en la Figura 3c, se observa que las NPsAu sobre la lámina de NPG presentan una morfología circular;
                  no obstante, una observación cuidadosa de las NPs muestra que en su superficie se
                  encuentran estructuras cúbicas, en concordancia con la fase cristalina detectada por
                  difractometría de rayos X, pudiendo concluir que las NPs depositadas están formadas
                  por aglomerados de cristales cúbicos de oro.
               

               
                   Figura 3. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) de: a) nanoplaquetas de grafeno; b) nanoplaquetas
                           de grafeno decoradas con nanopartículas de oro, y, c) nanopartículas de oro sobre
                           nanoplaquetas de grafeno.

                 [image: 2448-5691-mn-16-31-69768-gf3.jpg]
                 Fuente: Elaboración de los autores.

           

         
         Determinación electroquímica de glucosa y peróxido de hidrógeno

               La determinación electroquímica del peróxido de hidrógeno se realiza analizando el
                  comportamiento electroquímico para NPG-NPsAu ante la presencia de H2O2 en diferentes intervalos de concentración. En la gráfica de la Figura 4a se muestra la presencia de cuatro señales, en donde la señal I, ubicada a 706mV vs SHE en dirección catódica, corresponde a la oxidación del H2O2 mediante un mecanismo de dos pasos [Reacciones [1] y [2]] (Bockris y Oldfield, 1955). De acuerdo con Bockris y Oldfield, dicho mecanismo no se lleva a cabo de manera
                  espontánea lo cual requiere de la aplicación de un sobrepotencial, así como de la
                  participación de partículas metálicas que reduzcan la energía libre a valores negativos
                  durante la reacción de descomposición del peróxido de hidrógeno. La señal II, ubicada
                  alrededor de los -200mV vs SHE, corresponde a la reducción de los productos de oxidación del H2O2 en un solo paso [reacción 3] (Bockris y Oldfield 1955, Huq y Makrides 1965) cuyo ancho pico denota un mecanismo complejo durante la reducción de reducción.
               

               
                   Figura 4. Serie de voltamperometría cíclica de determinación de: a) peróxido de hidrógeno de
                           0 a 1mM, y, b) glucosa de 0 a 2.5mM.
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                 Fuente: Elaboración de los autores.

           

              Reacciones que ocurren en la cuantificación de H2O2:
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               Las señales III y IV ubicadas a 1040 y 675mV vs SHE, respectivamente, corresponden a reacciones intrínsecas del material analizado.
                  Asimismo, la intensidad de la corriente de la señal IV disminuye con respecto a la
                  concentración del H2O2 lo cual sugiere un aislamiento de los sitios activos donde se lleva a cabo la reacción
                  de reducción de material sintetizado, con respecto a la concentración del analito.
               

               En la Figura 4b se muestra el comportamiento electroquímico de NPGNPsAu ante la presencia de glucosa
                  a diferentes intervalos de concentración. La reacción de oxidación de la glucosa denota
                  un comportamiento complejo, presentando dos señales en sentido anódico, el pico I,
                  ubicado -297mV vs SHE, indica que el proceso de descomposición de la glucosa adopta un mecanismo en
                  donde se genera principalmente ácido glucurónico. No obstante, dicha ruta de reacción
                  puede coexistir con otros mecanismos como lo son la producción del ácido glucónico,
                  la 2-desoxi-D-glucosa y el ácido glucárico (Larew y Johnson 1989, Ocón et al., 1986). El pico II, cuyo máximo se encuentra en un potencial de 388 mV vs SHE, comprende procesos de deshidrogenación de los radicales hidroxilos para los
                  carbonos 2 y 3 de la molécula de glucosa, dicho proceso se lleva a cabo mediante la
                  oxidación vía un electrón (Larew y Johnson 1989). Estas reacciones son catalizadas por la presencia de Au(OH)3 electroactivo el cual es generado mediante reacciones netamente químicas a partir
                  de las nanopartículas de Auº en medio alcalino (Larew y Johnson 1989, Ocón et al., 1986).
               

               La señal III, ubicada a 227mV en sentido catódico, posee un comportamiento de oxidación
                  atípico conforme a la dirección de barrido. Este tipo de comportamientos se presenta
                  en reacciones de oxidación incompletas durante los incrementos de potencial en dirección
                  anódica. La señal IV, ubicada a -157mV vs SHE, corresponde a la caracterización del sustrato cuya intensidad disminuye con
                  respecto al incremento de la concentración de glucosa, infiriéndose que los sitios
                  de reacción se ven bloqueados ya sea por el analito o por el aumento de los productos
                  de descomposición de este último.
               

            
            Curvas de calibración para determinar cuantificación de glucosa y peróxido de hidrógeno

               La Figura 5a muestra el incremento de las densidades de corriente tanto catódicas (■) como anódicas
                  (•) obtenidas a partir de la descomposición del peróxido de hidrógeno al utilizar
                  NPG-NPsAu como material electro catalítico en una solución 0.1M PBS (Phosphate Buffer
                  Solution) con pH de 7. La grafica muestra que, al incorporar alícuotas de 200 mL y
                  5 mM de peróxido de hidrógeno, las densidades de corriente asociadas con las reacciones
                  de descomposición del peróxido de hidrógeno incrementan en proporción a la cantidad
                  de analito añadido. Este comportamiento fue aprovechado para la obtención de líneas
                  de calibración a partir de la generación de regresiones lineales, cuyas pendientes
                  definen la sensibilidad de las NPG-NPsAu ante la presencia del peróxido de hidrógeno.
                  Los potenciales utilizados para la generación de estas regresiones lineales fueron
                  de 700mV vs SHE para la oxidación del peróxido (■), obteniendo una sensibilidad de 225.92 μA/mMcm2; mientras que los procesos de reducción (•), ante la presencia del peróxido de hidrógeno,
                  denotan una sensibilidad de 207.64 μA/mMcm2.
               

               
                   Figura 5.  a) Regresión lineal correspondiente a las densidades de corriente pico de (■) oxidación
                           del peróxido de hidrógeno y (•) reducción para el peróxido de hidrógeno al incorporar
                           alícuotas de 200uL, y, b) regresión lineal correspondiente a las densidades de corriente
                           pico para la (▲) oxidación de la glucosa y (♦) descomposición de subproductos de la glucosa al incorporar
                           alícuotas de 200uL..
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                 Fuente: Elaboración de los autores

           

              Así como la gráfica anterior, la Figura 5b muestra las densidades de corriente del pico anódico (▲) para la descomposición de
                  glucosa, utilizando NPG-NPsAu como sustrato de electrodo y una disolución alcalina
                  de 0.1M NaOH a un pH de 12. Al igual que en el caso anterior se muestra cómo, al incorporar
                  alícuotas de glucosa, la densidad de corriente asociada a la descomposición del analito
                  también incrementa de manera lineal, de forma directamente proporcional a la concentración
                  de glucosa en el medio, a razón de 785.75 μA/mMcm2. Por otro lado, la señal asociada con la oxidación incompleta de la glucosa (♦),
                  la cual se observa a un potencial de 230 mV vs SHE en sentido catódico, tiene una sensibilidad de 714.01μA/mMcm2.
               

               Con el fin de definir los límites de detección para los materiales analizados, se
                  hizo uso de la técnica de cronoamperometría en donde, luego de dejar estabilizar el
                  material por 120 min en una solución de 0.1M NaOH y un potencial de 387 mV vs SHE, se incorporaron de manera intermitente alícuotas de 200μL con un intervalo de
                  concentración que parte desde 5x10-5 y hasta 5x100 mM. Para este trabajo, el límite inferior de detección (LDI) fue definido como aquella
                  señal cuya intensidad de corriente fuese al menos 3 veces mayor que la señal de ruido,
                  mientras que el límite de detección superior (LDS) fue establecido cuando la intensidad
                  de corriente obtenida decayera en un 5% con respecto a la proyección de linealidad
                  de las mediciones. La Figura 6 (cronoamperometría) muestra el incremento de la corriente al incorporar alícuotas
                  de diferentes concentraciones de glucosa comenzando a observar incrementos importantes
                  de corriente a partir de 5x10-1 mM, estableciendo dicho valor como el LDI. De igual forma, la gráfica 6d muestra
                  que a partir de la incorporación de la segunda alícuota de 5x100 mM la corriente resultante se desvía del comportamiento lineal esperado definiendo
                  el LDS en 2.05x10-2M. 
               

               
                   Figura 6.  Cronoamperometría de NPG-NPsAu a 387mV vs SHE en una disolución 0.1M NaOH con incorporación de alícuotas de glucosa de 200uL:
                           a) 5x10-2mM; b) 5x10-1 mM; c) 5x100 mM, y, d) curva de calibración para NPG-NPsAu./p>
                 [image: 2448-5691-mn-16-31-69768-gf6.jpg]
                 
Fuente: Elaboración de los autores

           

               En la Tabla 1 se hace una comparativa de algunos ejemplos publicados en la literatura científica
                  y se comparan con los resultados de este trabajo. Teniendo en cuenta que el proceso
                  de obtención de estos materiales es más sencillo que los reportados, la sensibilidad
                  obtenida resulta ser competitiva y de interés para la cuantificación de glucosa y
                  peróxido de hidrógeno.
               

                
  Tabla 1 Ejemplos comparativos de sensibilidad de diferentes metodologías para la determinación
                           de glucosa y peróxido de hidrogeno.


					
						
                              
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
                                 
							
								
								
								
							
				    
                    	
                                    Electrodo
                              
                              	
                                    Analito
                              
                              	
                                    Potencial aplicado (vs Ag/AgCl)
                              
                              	
                                    Sensibilidad μA mM-1 cm-2
                              	
                                    Electrolito
                              
                              	
                                    Referencia
                              
                           

                        
                        	
                                    NPs-Pt-CNT@Carbón vítreo
                              
                              	
                                    Oxidación de H2O2
                              	
                                    0.55 V
                              
                              	
                                    1,850
                              
                              	
                                    PBS, pH 7.2
                              
                              	
                                    
                                 										Hrapovic et al. (2004)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    Lámina de cobre decorada con AuPd seguido de depósito químico de vapor G. Depósito
                                 sobre ITO
                              
                              	
                                    Reducción de H2O2
                              	
                                    -0.6 V
                              
                              	
                                    186.86
                              
                              	
                                    PBS, pH 7.4
                              
                              	
                                    
                                 										Thanh et al. (2016)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    rGO-Au electrodo serigrafiado
                              
                              	
                                    Reducción de H2O2
                              	
                                    -0.4 V
                              
                              	
                                    1,238
                              
                              	
                                    0.1M PBS
                              
                              	
                                    
                                 										Dhara et al. (2016)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    NPs-Au@Gr/espuma níquel
                              
                              	
                                    Reducción de H2O2
                              	
                                    -0.2 V
                              
                              	
                                    47.4
                              
                              	
                                    PBS, pH 7.4
                              
                              	
                                    
                                 										Wang et al. (2017)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    Fibra GO lámina Au
                              
                              	
                                    Reducción de H2O2
                              	
                                    -0.25 V
                              
                              	
                                    378.1
                              
                              	
                                    0.05M PBS
                              
                              	
                                    
                                 										Peng et al. (2018)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    Fibra GO lámina Au
                              
                              	
                                    Oxidacion de glucosa
                              
                              	
                                    0.2 V
                              
                              	
                                    1045.9
                              
                              	
                                    0.1M NaOH
                              
                              	
                                    
                                 										Peng et al. (2018)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    Electrodepósito de NPs-Au en forma de mora sobre espuma de Ni recubierta de rGO
                              
                              	
                                    Reducción de H2O2
                              	
                                    -0.36
                              
                              	
                                    51.28
                              
                              	
                                    0.1M PBS
                              
                              	
                                    
                                 										Thi et al. (2020)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    Película de TiO2-NPs-Au-KI@Carbón vítreo
                              
                              	
                                    Oxidación de H2O2
                              	
                                    0.5 V
                              
                              	
                                    19.4
                              
                              	
                                    PBS, pH 7.0
                              
                              	
                                    
                                 										Thiagarajan et al. (2009)
                                 									
                              
                           

                           	
                                    NGP-NPs-Au@Carbón vítreo
                              
                              	
                                    Oxidación de glucosa
                              
                              	
                                    0.17 V
                              
                              	
                                    785.8
                              
                              	
                                    0.1M NaOH
                              
                              	
                                    Método propuesto
                              
                           

                           	
                                    NGP-NPs-Au@Carbón vítreo
                              
                              	
                                    Oxidación de H2O2
                              	
                                    0.5 V
                              
                              	
                                    225.9
                              
                              	
                                    0.1M PBS
                              
                              	
                                    Método propuesto
                              
                           

                           	
                                    NGP-NPs-Au@Carbón vítreo
                              
                              	
                                    Reducción de H2O
                              
                              	
                                    -0.4 V
                              
                              	
                                    207.6
                              
                              	
                                    0.1M PBS
                              
                              	
                                    Método propuesto
                              
                           

                        
                       

                  

                     Fuente: Elaboración de los autores.


                   	
				

                

                 
 
               Conclusiones

            Se ha demostrado que los compuestos de nanoplaquetas de grafeno prístinonanopartículas
               de oro tienen respuestas de alta sensibilidad en la medición electroquímica de contenidos
               de peróxido de hidrógeno y glucosa en fluidos. Las sensibilidades encontradas compiten
               con las reportadas en artículos en los que se preparan los materiales de medición
               a través de métodos complejos, utilizando óxido de grafeno como sustrato conductor.
               En contraste, mostramos un método simple de manufactura de los compuestos con evidentes
               ventajas preparativas. En el procedimiento se utiliza un método de exfoliación de
               grafito en agua por medio de mezclado de alto esfuerzo de corte con el que se preparan
               cuantitativamente nanoplaquetas de grafeno prístino, seguido por el depósito de nanopartículas
               de oro generadas en presencia de las nanoplaquetas. El procedimiento es medioambientalmente
               amigable al utilizar solo agua como medio de tratamiento; tiene la ventaja adicional
               de posibilitar el uso del total del material de grafito tratado, evitando los procedimientos
               de conversión a óxido de grafeno usados tradicionalmente. Tras la modificación de
               electrodos de carbón vítreo por depósito de suspensiones de los materiales compuestos,
               comprobamos que los electrodos modificados muestran buena sensibilidad en la determinación
               electroquímica de contenidos de peróxido de hidrógeno y glucosa en fluidos.
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