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Resumen

En este trabajo se estudia la decoracion de nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTS) con nanoparticulas de 6xidos de hierro y la posterior inmovilizacion de la
enzima glucosa oxidasa (GOXx) para su aplicacién como sensores de glucosa. En particular,
se investiga el papel de las particulas de 6xidos de hierro en el funcionamiento del sensor.
Dos tipos de MWCNTSs con caracteristicas estructurales diferentes se oxidan por un método
acido (mezcla a 8.0 M de H2SO4 y HNOs) con el fin de generar grupos funcionales (-OH, -
CO y -COOH principalmente) en su superficie. Los MWCNTSs oxidados se dispersan por
agitacion ultrasénica en trietilenglicol y se decoran con nanoparticulas magnéticas de
Oxidos de hierro, mediante la adicion de cloruro de hierro (FeCls*6H20) a la solucion en
hidrolisis a alta temperatura. Antes de la inmovilizacion de la enzima GOx sobre los
MWCNTSs, se emplea 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida en combinacién con N-
hidroxisuccinimida para generar grupos amida en la superficie (afines a la enzima GOXx) y
de este modo generar la unién entre los MWCNTs y enzima. El éxito de las
funcionalizaciones realizadas se estudia por diversas técnicas de caracterizacion
fisicoquimica como espectroscopia de infrarrojo y energia dispersiva de rayos X.

La deteccion de glucosa se estudia por técnicas electroquimicas depositando en un
electrodo de carbon vitreo una pequefia cantidad de MWCNTS (con y sin decoracion de
particulas de 6xidos de hierro) con la enzima GOx inmovilizada, utilizado como electrodo
de trabajo en un sistema de una celda electroquimica de tres electrodos. Este electrodo se
pone en contacto con una disolucion de buffer de fosfatos (electrolito) que contiene D(+)-
glucosa disuelta a diferentes concentraciones. Los incrementos en las corrientes de
oxidacion y reduccion obtenidos muestran que el sensado de glucosa es posible utilizando
MWCNTs inmovilizados con la enzima GOx. Se observaron diferencias notables en la
deteccion de glucosa entre los MWCNTS con y sin la decoracion con particulas de 6xidos
de hierro.



Abstract

This PhD work studies the decoration of multiwall carbon nanotubes (MWCNTS) with
magnetic iron oxide nanoparticles and the subsequent immobilization of the enzyme
glucose oxidase (GOx) for its use as a glucose sensor. The role of the iron oxide
nanoparticles in the sensing properties is particularly investigated.

Two types of MWCNTSs with different structural characteristics are oxidized by an acid
method (mixture of 8.0 M H2SO4 and HNOg) in order to generate oxygen-containing (-OH,
-COOH and -CO) functional groups on its surface. Oxidized MWCNTSs are dispersed by
ultrasonic agitation in triethylene glycol and decorated with iron oxide magnetic
nanoparticles by adding an iron precursor (FeCls*6H20) in the solution subjected to high
temperature hydrolysis. Before GOx enzyme immobilization on the MWCNTs GOx, 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide is wused in combination with N-
hydroxysuccinimide to generate amide groups on the MWCNTSs surface and promoting
covalent bonds between the MWCNTSs and the GOx enzyme. Successful functionalization
was proven by physicochemical characterization techniques.

Glucose sensing is investigated by electrochemical techniques, by depositing a small
amount of MWCNTSs (with and without decoration) containing immobilized GOx on a
working glassy carbon electrode of an electrochemical cell of three electrodes. This
electrode is soaked in a phosphate buffer solution (electrolyte) containing dissolved D(+)-
glucose at different concentrations. The results show that glucose sensing is possible using
MWCNTs with immobilized GOx enzyme. Significant differences in the glucose sensing
features are observed when using MWCNTSs with or without iron oxide particle decoration.
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Prefacio

El presente escrito tiene como finalidad exponer los resultados obtenidos en el trabajo de
investigacion titulado “Decoracién de nanotubos de carbono con 6xidos de hierro e
inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa para su aplicacion en biosensores”, CUyO
contenido y estructura se describen a continuacion.

El capitulo uno describe los origenes y motivaciones del trabajo, parte de su fundamento
tedrico, conceptos esenciales y algunos trabajos de investigacion destacados realizados con
anterioridad, para sustento y fundamento del nuestro. En él se puede encontrar un panorama
de las propiedades y caracteristicas de los nanotubos de carbono y la enzima glucosa
oxidasa, asi como algunos de los procedimientos fisicoquimicos comunes para este tipo de
materiales. Finalmente se define a los biosensores y se describe la importancia y utilidad de
los sensores de glucosa, asi como las técnicas electroquimicas empleadas en su
caracterizacion.

La decoracion de nanotubos de carbono con nanoparticulas de 6xidos de hierro se discute
en el capitulo dos. Se describen los antecedentes y trabajos importantes realizados,
materiales empleados, metodologia y las caracterizaciones realizadas a los nanotubos de
carbono antes y después de su decoracion, tales como microscopia electrénica de
transmision, espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, espectroscopia
Raman, espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X, difraccion de rayos X,
analisis por energia dispersiva de rayos X, isotermas de adsorcién de nitrégeno y
magnetometria de muestra vibrante.

El capitulo tres presenta los antecedentes, materiales, y métodos utilizados en la
inmovilizacion de enzimas sobre sustratos. En nuestro caso se estudia especificamente la
inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa sobre los nanotubos de carbono por método de
inmovilizacion covalente, asi como la deteccién de glucosa. Los resultados obtenidos se
presentan mediante caracterizaciones fisicoquimicas y electroquimicas para nanotubos de
carbono con y sin la decoracion de particulas de 6xidos de hierro. Para la caracterizacion
electroquimica, se utilizan técnicas como voltamperometria ciclica, espectroscopia de

impedancia electroquimica y cronoamperometria.
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Finalmente, se discuten las conclusiones obtenidas durante el desarrollo de este trabajo, las
referencias utilizadas y un apéndice que contiene algunos resultados adicionales de los
nanotubos decorados con particulas de 6xidos de hierro.
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Introduccion

La diabetes mellitus o simplemente diabetes, es una enfermedad cronico-degenerativa que
se presenta cuando el pancreas no produce insulina, o bien, la que se produce no es
utilizada de manera eficiente por el organismo; ésta es la hormona responsable de que la
glucosa de los alimentos sea absorbida por las células y dotar de energia al organismo
[OMS, 2014]. Un efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento del
azlcar en la sangre), que con el tiempo dafia gravemente muchos dérganos y sistemas,
especialmente los nervios y los vasos sanguineos [OMS, 2014].

La federacion internacional de diabetes estima que habia 382 millones de personas con
diabetes en el 2013 y espera que esta cifra aumente a 592 millones en el 2035 [Guariguata
et al., 2014]. Esto es resultado de una combinacion de numerosos factores que incluyen el
bajo rendimiento de los sistemas de salud, la escasa conciencia de las personas y
profesionales de la salud, y que la enfermedad no presenta sintomas notables en etapas
tempranas, lo cual hace dificil su diagndstico.

En México, segun el sistema nacional de salud en 2013 existian 6.8 millones de pacientes
con diabetes, es decir, poco mas del 9% de los adultos en México habian recibido ya un
diagnéstico de diabetes. Se estima que para el afio 2030 la cantidad de afectados aumentara
a 11.9 millones, lo que representa un incremento de 175% [Gil-Velazquez et al., 2013].
Como se sabe, la diabetes es una enfermedad crénica de larga duracion y por lo general de
progresion lenta, no es curable y es por esto que el empleo de métodos de control se ha
vuelto indispensable en la vida de las personas que la padecen.

El diagndstico se puede establecer tempranamente con un andlisis de sangre y su
tratamiento consiste en la reducciéon de los niveles de glucosa en la sangre entre otros
factores de riesgo como el sobrepeso, el sedentarismo, entre otros. En los Gltimos afios se
han patentado distintos métodos de analisis para la deteccion de glucosa en la sangre,
algunos basados en la predisposicion genética del individuo a partir de pruebas en el ADN.
Actualmente destacan entre los métodos de control los llamados sensores de glucosa, por
ser portatiles (incluso dentro del cuerpo) de facil funcionamiento, y capaces de monitorear
la variacion en los niveles de glucosa de la sangre u otros liquidos presentes en el cuerpo

humano.
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Los sensores son dispositivos que transforman la informacion fisica o quimica en una sefal
util que pueda ser procesada y, por tanto, que facilite informacion de interés de una manera
rpida y sin necesidad de analisis muy complejos [Ristic, 1994]. Estas caracteristicas,
combinadas con la incorporacion de los ultimos avances en tecnologias de miniaturizacion,
han sido objeto de numerosos estudios cientificos y avances tecnoldgicos en el area de
biosensores durante los ultimos afios. En un biosensor se acopla un componente biol6gico
(enzima, anticuerpo, gen, receptor celular, célula o tejido) junto con un transductor, de
forma que la interaccién con un analito permite que se establezca (o al contrario, que no se
Ileve a cabo) una reaccidn quimica. Si el transductor es amperométrico, la reaccion que se
establece seria del tipo electroquimica, y de esta manera el dispositivo toma el nombre de
biosensor electroquimico [Wang et al., 2003; Lin et al., 2004].

Un ejemplo claro es el uso de enzimas oxido-reductoras para las que la reaccion con el
sustrato (molécula sobre la que actla la enzima) ya supone una transferencia de electrones,
o0 el seguimiento de reacciones de afinidad a través de elementos de marcado enzimatico.
Con esta integracion se logran conjugar las prestaciones de la medida amperomeétrica con la
selectividad de los reactivos bioldgicos. La glucosa oxidasa es la enzima mas cominmente
empleada como reactivo analitico, utilizada para la deteccion de glucosa en sensores
enzimaticos, con un costo relativamente bajo, buena estabilidad, alta selectividad y
especificidad encargada de catalizar la oxidacion de glucosa en &cido glucénico [Raba y
Mottola, 1995].

Una nueva alternativa en la fabricacion de biosensores es el uso potencial de nanotubos de
carbono (CNTSs, por sus siglas en inglés), utilizados como soporte o sustrato sobre los que
se deposita el componente biolégico (enzima). Se ha reportado tanto su fuerte actividad
electrocatalitica [Li et al., 2003] como sus altas velocidades para la transferencia de
electrones [Cheng et al., 2010]. Se ha reportado también su uso como electrodos en el
desarrollo de sensores electroquimicos de glucosa en la escala macroscopica [Wang et al.,
2003] asi como microscopica [Lin et al., 2004]. Para el desarrollo de estos microelectrodos
se han empleado nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTSs, por sus siglas en inglés)
[Hrapovic et al., 2004] y nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTS) [Qiu et al.,
2009], obteniendo buena sensibilidad para la deteccion de glucosa, resaltando el papel de la

funcionalizacion. De igual forma se ha reportado que la incorporacion de nanoparticulas
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metalicas y/o magnéticas en biosensores, puede mejorar su conductividad eléctrica y
magnética, sensibilidad y selectividad amperométrica [Hrapovic et al., 2004; Ishikawa et
al., 2009; Qiu et al.,, 2009; Li et al., 2010]. Sin embargo, ain no es claro céomo el
ordenamiento estructural y las propiedades fisico-quimicas iniciales de los CNTs influyen
en su decoracién; tampoco se ha profundizado en el papel de estas particulas magnéticas
sobre los CNTs en la deteccion amperométrica, temas que se abordan en el desarrollo de
este documento.

Asi, este trabajo estudia la decoracion de MWCNTSs con nanoparticulas magnéticas de
oxidos de hierro y evalGa su influencia en la deteccion de glucosa a través de la

inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa sobre los mismos.
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Hipotesis

Los nanotubos de carbono de pared multiple decorados con nanoparticulas de oxidos de
hierro presentan excelentes propiedades para la inmovilizacidn de enzimas en su superficie

y el desarrollo de sensores de glucosa.

Objetivos

Objetivo general

Decorar nanotubos de carbono de pared multiple con nanoparticulas de 6xidos de hierro e
inmovilizar la enzima glucosa oxidasa sobre su superficie, evaluando el papel de las
propiedades fisicoquimicas del nanotubo y la decoracion con estas nanoparticulas en la

deteccion de glucosa.

Obijetivos especificos

* Decorar nanotubos de carbono de pared multiple con nanoparticulas de 6xido de hierro
y caracterizarlos fisicoquimicamente.

» Evaluar el papel de las propiedades fisicoquimicas iniciales de los nanotubos de
carbono en la decoracién con particulas de 6xidos de hierro.

* Inmovilizar la enzima glucosa oxidasa sobre los nanotubos de carbono de pared
multiple oxidados y decorados con nanoparticulas de éxidos de hierro.

* Evaluar el funcionamiento como sensor de glucosa de nanotubos de carbono oxidados
con la enzima glucosa oxidasa inmovilizada.

e Evaluar el funcionamiento como sensor de glucosa de los nanotubos de carbono
decorados con particulas de o6xidos de hierro con la enzima glucosa oxidasa
inmovilizada.

e Comparar la sensibilidad y funcionamiento del sensor de glucosa cuando se usan
nanotubos de carbono con y sin la decoracidn con nanoparticulas magnéticas de 6xidos

de hierro.
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1 Nanotubos de carbono

1.1.1 Clasificacion y propiedades

Los nanotubos de carbono (CNTs, por sus siglas en inglés) son estructuras tubulares
constituidas por atomos de carbono dispuestos en una red hexagonal cilindrica, cuyo
didmetro esta en el orden de los nandmetros [lijima, 1991]. Si los CNTs se forman de una
sola capa de 4tomos de carbono reciben el nombre de nanotubo de carbono monocapa o de
pared sencilla (SWCNT, por sus siglas en inglés), y si se forman de varias capas coaxiales,
reciben el nombre de nanotubos de carbono multicapa o de pared maltiple (MWCNTSs, por
sus siglas en inglés).

Los nanotubos de carbono pueden poseer propiedades eléctricas singulares asi como
propiedades mecénicas extraordinarias [Ruoff et al., 2003]. Desde el punto de vista
eléctrico, los CNTs presentan un amplio intervalo de comportamientos, desde el
comportamiento metalico y semiconductor [Odom, 2001] hasta presentar, en algunos casos,
superconductividad [Zhong et al., 2006]. Este amplio margen de conductividades viene
dado por su geometria, en funcion de su diametro, helicidad (quiralidad) y el nimero de
capas de su estructura [Dresselhaus et al., 1996]. Su capacidad para conducir la corriente
eléctrica puede llegar a 10° A/cm?, mientras que los alambres de cobre convencionales se
funden al llegar a densidades de corriente del orden de 10° A/cm? [Yao et al., 2000]. La
estabilidad y robustez de los enlaces entre los atomos de carbono (del tipo sp?) les
proporciona una gran resistencia mecanica y un médulo elastico que podria llegar a oscilar
entre 2.8-3.6 TPa para SWCNTs y de 1.7-2.4 TPa para MWCNTSs [Lourie y Wagner, 1998;
Ajayan et al., 2000; Ruoff et al., 2003].

Algunos modelos predicen que la conductividad térmica de los nanotubos de carbono
perfectos puede llegar a ser tan alta como 6000 W/mK a temperatura ambiente, comparable
con el diamante, que reporta 3320 W/mK [Hone et al., 1999]. Asimismo, son muy estables
térmicamente, siendo aun estables a 2800°C en el vacio y a 750°C en aire [Collins y
Avouris, 2000]. Las propiedades de los nanotubos pueden modificarse reteniendo metales o
incluso gases en su interior (proceso conocido como “dopado”), o depositandolos en sus

paredes externas (proceso conocido como “decorado”).



Otras aplicaciones de los CNTs son el desarrollo de supercondensadores [Baughman et al.,
2002], dispositivos para el almacenamiento de hidrégeno [Daenen et al., 2006], sensores
biologicos [Kaushik et al., 2008; Minnikanti et al., 2009; Cai y Chen, 2004; Liu et al.,
2007], fabricacion de celdas solares, fabricacion de dispositivos electronicos (entre los que
destacan los transistores y las memorias informaticas), en biomedicina, en la industria
automotriz, en la rama aeroespacial, deportiva, entre otras [Marroquin, 2007].

1.1.2 Funcionalizacion y oxidacion

La funcionalizacién de nanotubos de carbono es el proceso por el cual se genera una
superficie activa mediante la incorporacion de grupos funcionales superficiales. Con ellos
se logra incrementar la reactividad quimica, lo cual tipicamente aumenta su capacidad de
reaccionar o combinarse con otros materiales, dispersabilidad y procesabilidad [Martinez et
al., 2003; Hong et al., 2007; Wepasnick et al., 2011].

La oxidacion &cida es una de las técnicas mas comunmente empleadas para una primera
funcionalizacién de los CNTs. Algunos agentes oxidantes empleados en fase liquida son:
HNO3z [Veld et al., 2008], H.SO4 [Ye et al., 2006], KMnOg4 [Liu et al., 2003], H20-
[Marega et al., 2009], y mezclas de ellos [Wepasnick et al., 2011; Avilés et al., 2009]. Con
estos tratamientos se ha conseguido generar una gran cantidad de grupos -OH, -C=0 y -
COOH en la superficie de los nanotubos de carbono. Como desventaja de este tipo de
procedimientos de oxidacion es el dafio estructural en las capas grafiticas de los nanotubos
Yy, en casos extremos, la reduccion de sus longitudes [Liu et al., 2003; Marega et al., 2009;
Avilés et al., 2009].

1.1.3 Decoracion

La decoracion de CNTs consiste en el deposito de nanoparticulas en las paredes y/o
extremos de los mismos, unidos por interacciones fisicas o fisicoquimicas [Lu, 2007]. En
los Gltimos afios, la decoracion de CNTs ha recibido gran atencién debido a sus
prometedoras aplicaciones en campos como la catélisis, los biosensores, el almacenamiento
de datos magnéticos y dispositivos electronicos [Li et al., 2010; Wu et al., 2011; Liu et al.,
2009a; Zhang et al., 2009; Huiqun et al., 2006]. Existen varios métodos propuestos para
lograr la decoracion de CNTs con nanoparticulas metalicas, como la precipitacion, la
hidrolisis a alta temperatura y de la descomposicion quimica de un precursor metalico [Lu,
2007; Liu et al., 2009b; Wan et al., 2007; Wang et al., 2009; Zamudio et al., 2006]. El tipo



de particula metélica utilizada en la decoracion puede ser diverso dependiendo de la
aplicacion que se requiera, y varia desde metales de transicién como Co [Wan et al., 2007],
Ni [Wan et al., 2007], y Ru [Lu, 2007], hasta metales nobles tales como Ag [Hou et al.,
2009], Au [Xing, 2004] o Pt [Lu et al., 2012].

El uso de nanoparticulas de 6xido de hierro se ha sugerido en el desarrollo de sensores,
dispositivos bioldgicos, eléctricos y magnéticos debido a que tales particulas presentan un
comportamiento ferromagnético, ferrimagnético o superparamagnético, que potencia su uso
en mecanismos de administracion de farmacos, focalizacion de células, y diferentes terapias
contra el cancer [Liu et al., 2009; Zhang et al., 2009; Huiqun et al., 2006; Liu et al., 2009b;
Wan et al., 2007; Wang et al., 2009; Zamudio et al., 2006; Chu et al., 2013; Kardimi et al.,
2012]. Varios estudios sobre la decoracion de CNTs hacen énfasis en la necesidad de una
modificacion inicial de su superficie a través de un tratamiento oxidativo para el éxito de la
decoracion [Lu, 2007; Xiu-Juan et al., 2012; Chopra, 2011].

1.2 Enzimas y carbohidratos

1.2.1 Definicion y clasificacion

Las enzimas son proteinas que actGan como catalizadores de procesos biologicos muy
potentes (aumentan la rapidez) y altamente selectivos, tanto en el sustrato como en la
accion. La principal funcién de una enzima consiste en disminuir la energia de activacion
para facilitar que una reaccion quimica especifica tenga lugar. Entre los factores mas
importantes que afectan la actividad de una enzima se encuentran la concentracion de la
enzima, la concentracion del sustrato, el pH y la temperatura [Montoya, 2008]. Segun la
Unién Internacional de Bioguimica y Biologia Molecular se ha establecido un sistema de
nomenclatura basado en las reacciones catalizadas. Todas las enzimas se dividen en seis
grupos o clases principales: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y
ligasas o sintetasas. De acuerdo a esta clasificacion para nombrar a las enzimas se toma en
cuenta su clase, subclase, la subdivision de la subclase y la funcion especifica de la enzima
[IUPAC-IUBMB, 2015]. A cada enzima se le asigna un codigo numérico antecedido por
las letras EC (por “comision de enzimas”™), seguido de cuatro digitos separados por puntos,

para tener un nombre sistematico. El primer digito corresponde a la clase, el segundo a la



subclase, el tercero a la sub-subclase y el cuarto es el numero de serie de la enzima en su
sub-subclase.

1.2.2 Glucosa, glucosa oxidasa y su mecanismo de reaccion

La glucosa es un monosacarido con formula empirica CeH120¢ (ver Fig. 1.1), la misma que
la fructosa pero con diferente posicion relativa de los grupos -OH y O=. Es una hexosa, es
decir, que contiene 6 &tomos de carbono, y es una aldosa, pues el grupo carbonilo esté en el
extremo de la molécula, (ver Fig. 1.1). Las propiedades de la glucosa se explican por la
presencia simultanea de un grupo caracteristico aldehido y de un grupo caracteristico de los
alcoholes. La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de la
naturaleza. Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células y el componente
principal de polimeros de importancia estructural como lacelulosay de polimeros de
almacenamiento energético como el almidon y el glucégeno. En su forma D-glucosa (por la
proyeccion de Fischer se definen como pertenecientes a la serie D- aquellos monosacaridos
que tienen el Gltimo carbono asimétrico con la misma configuracion que el carbono 2 del
D-gliceraldehido), se absorbe directamente en el torrente sanguineo durante la digestion.
Las células lo utilizan como fuente primaria de energia y es un intermediario metabdlico.
La glucosa es uno de los principales productos de la fotosintesis y combustible para

la respiracion celular.

CH,OH
H
o OH
OH H
HO H
H OH

Fig. 1.1 Estructura quimica de la glucosa.

La enzima glucosa oxidasa (GOXx), cuya clasificaciéon es EC 1.1.3.4, es una oxidorreductasa
que cataliza la oxidacion de la glucosa, reduciendo el oxigeno a peroxido de hidrogeno
[Chen et al., 2013]. Es la enzima mas ampliamente empleada como reactivo analitico, cuya
actividad méxima se encuentra entre 20 y 45 °C con pH entre 3.0 a 8.0 y se inactiva
facilmente a temperaturas superiores a 60 °C. Es una flava proteina que contiene flavin
adenin dinucledtido (FAD), y es altamente especifica para D-glucosa, siendo esta reaccion
la base de algunas aplicaciones analiticas y meédicas [Raba y Mottola, 1995; Sun et al.,
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2006]. Es producida por algunos organismos del reino fungi (Aspergillus niger), y tiene
actividad antibacterial en presencia de glucosa y oxigeno debido al perdxido de hidrégeno
producido. La enzima GOx se usa para estimar la concentracion de glucosa en la sangre o
en la orina gracias a la formacion de tintas coloreadas por el peréxido de hidrogeno [Chen
et al., 2013]. Su utilidad en la determinacion de la glucosa, su costo relativamente bajo y
una buena estabilidad, hacen del sistema glucosa/GOx un modelo muy conveniente para el
desarrollo de métodos de deteccion en el &mbito de biosensores.
El mecanismo de reaccion para la deteccion de glucosa esta basado en su interaccion con la
enzima GOx [Tu et al., 2012]:

Glucosa + GOx - FAD—» GOx - FADH: + gluconolactona (&cido glucénico)  (1.1)
1.2.3 Inmovilizacién de enzimas
La inmovilizacion de enzimas es el proceso en el cual se restringen parcial o totalmente los
grados de libertad de movimiento de las enzimas mediante la unién o adhesion a un soporte
[Taylor, 1991]. En general existen varios métodos de inmovilizacion de enzimas, tales
como la adsorcion fisica, micro-encapsulacion, atrapamiento (en matrices poliméricas, por
ejemplo), union covalente y reticulacion. Generalmente no hay un método aceptado como
el mejor para la inmovilizacién de enzimas, por lo que es muy importante en la
experimentacion disponer de analisis para valorar los métodos disponibles. EI método de
inmovilizacion usado depende de una gran variedad de aspectos cientificos, ingenieriles y
econdmicos del proceso. La inmovilizacién utilizada debe permitir el facil control de la
cantidad de enzima y que esta no abandone el soporte a lo largo del proceso.
Como soportes de inmovilizacion para las enzimas se emplean una gran variedad de
compuestos naturales o sintéticos, organicos o inorganicos, que difieren en tamafio, forma,
densidad y porosidad, y que se utilizan en forma de laminas, tubos, fibras, cilindros, o
esferas. El tamafio de particula del soporte es un factor crucial puesto que determina la
extension de las restricciones de difusion de la actividad enzimética. La actividad,
estabilidad y facilidad en el uso de las enzimas inmovilizadas pueden variar enormemente
en funcion del método de inmovilizacion utilizado [Leca-Bouvier y Blum, 2010].
Debido a sus excelentes propiedades eléctricas y mecanicas, asi como su area superficial
elevada, y la posibilidad de generar grupos funcionales compatibles con la enzima en su

superficie, los CNTs ofrecen nuevas oportunidades y capacidades diferentes a las de los



materiales existentes utilizados para la inmovilizacion de enzimas [Vashist et al., 2011; Tu
et al., 2012]. En el campo de sensores electroquimicos de glucosa, la simple adsorcion
fisica directa de enzimas sobre superficies electrodicas metalicas puede generar su
desnaturalizacion o la pérdida de su bioactividad. Sin embargo, se ha demostrado que
macromoléculas tales como anticuerpos, antigenos y enzimas, retienen su actividad cuando
son inmovilizadas sobre superficies modificadas con nanoparticulas metélicas [Luo et al.
2004], ya que éstas proporcionan un ambiente similar a su entorno natural. Ademas las
nanoparticulas metalicas pueden actuar como medio de conduccion electronico facilitando
la transferencia electronica y permitiendo alcanzar elevados niveles de estabilidad y
sensibilidad [Li et al., 2010; Liu y Ju, 2003].

En la union entre CNTs y GOx a través de enlaces covalentes tiene la capacidad de
controlar la ubicacion de las biomoléculas, por lo que mejoran la estabilidad, accesibilidad
y selectividad. Para esta unién covalente es conveniente oxidar los CNTs, donde los grupos
provenientes del acido carboxilico son a menudo la mejor opcion [Vashist et al., 2011; Tu
et al., 2012]; controlando la densidad de los grupos funcionales, se puede controlar también
el acoplamiento de las biomoléculas (enzimas). La reaccion de amidacion (diimida) es uno
de los métodos méas comunes para la inmovilizacién de biomoléculas a otros materiales;
para ello el acoplamiento directo entre el acido carboxilico y la proteina requiere el uso de
N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) ~ carbodiimida (EDAC o EDC) y/o N-
hidroxisulfosuccinimida (NHS) como agentes de acoplamiento [Lin et al., 2004; M. Bogner
et al., 2010; Deeken et al., 2011]. En estas moleculas los grupos carboxilicos de los CNTs
se convierten primero a ésteres activos a través de la activacion de la diimida y, después
que los ésteres se activan, se hacen reaccionar con los grupos amina de las proteinas,

generando asi una union covalente (Fig. 1.2).



Fig. 1.2 Diferentes enfoques de inmovilizacion de la enzima GOx sobre los CNTSs. a)
diagrama esquematico de adsorcion fisica de la enzima alrededor de los CNTSs, b)
inmovilizacion covalente de la enzima sobre los CNTSs a través de carbodiimida,
c) funcionalizacion de los CNTs amidados con la enzima oxidada. [Yang et al.,
2015]

1.3 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico que incorpora un elemento bioldgico, o
biomimético, intimamente asociado con un transductor fisicoquimico que en presencia del
analito produce una sefial eléctrica discreta o continua, proporcional a la cantidad presente
del mismo [Turner et al., 1987]. El elemento de deteccion puede ser un material de origen
bioldgico (enzima, anticuerpo, proteinas) o biomimético (catalizadores sintéticos,
polimeros impresos, polimeros conductores). El transductor convierte cualquier cambio
fisicoquimico que tiene lugar en su proximidad en sefiales eléctricas. Los biosensores
comunmente se basan en principios electroquimicos, opticos, sensibles a la masa, térmicos
0 electronicos para su operacion.

Los biosensores cataliticos se obtienen mediante el uso de enzimas que utilizan su eficacia
catalitica hacia un analito. Una tendencia novedosa y con gran aceptacion en la actualidad
para la preparacion de biosensores es el empleo de superficies modificadas con CNTSs, y en

algunas ocasiones modificados a su vez con nanoparticulas metalicas. Esta tendencia



obedece a que los CNTs exhiben efectos electrocataliticos significativos y a su vez las
nanoparticulas metalicas permiten la transferencia electronica directa entre la enzima y el
electrodo, sin observarse aparentemente perdida de su actividad biologica [Liu et al., 2005].
Se espera que con estos dispositivos se mejore la capacidad para la inmovilizacion estable
de biomoléculas y de este modo, se obtengan materiales hibridos con una elevada
estabilidad y capacidad de biosensorizacion [Minnikanti et al., 2009].

Los biosensores electroquimicos se pueden subdividir en sensores potenciométricos,
amperométricos, impedometricos y conductimétricos. Los biosensores electroquimicos son
econdémicos y requieren de instrumentacion simple. Un biosensor amperomeétrico contiene
comunmente un sistema de tres electrodos (celda electroquimica) que consiste en un
electrodo de deteccion o de trabajo, un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar o
contraelectrodo; estos electrodos se sumergen en el electrolito adecuado a un potencial
constante aplicado y la corriente resultante se relacionada con la concentracion del anolito
[Wang et al., 2003]. Algunos sensores electroquimicos utilizan técnicas electroquimicas
tales como la voltametria ciclica. En experimentos potenciométricos la diferencia de
potencial entre dos electrodos se mide mediante un voltimetro. EI elemento bioldgico esta
unido al electrodo de deteccion y el otro electrodo sirve como electrodo de referencia. En
los sensores impedométricos, se utiliza un sistema de tres electrodos en presencia de un
compuesto redox utilizado como electrolito, mientras que en un sensor conductimétrico se
monitorea la resistencia o conductividad del sensor al imponer una corriente alterna entre
dos electrodos. Los CNTs se han utilizado principalmente en sensores amperométricos,
impedométricos o basados en voltametria [Wang et al., 2003; Lin et al., 2004].

1.3.1 Sensores de glucosa

En 1962 el médico americano Leland Clark (reconocido posteriormente como padre del
concepto de biosensor), en vista de la incomodidad y sufrimiento que suponia para los
enfermos diabéeticos someterse a continuos analisis de sangre, ided un dispositivo que
permitia realizar dichos analisis con tan sélo unas gotas de sangre y que fuera capaz de
responder en pocos minutos [Clark y Lyons, 1962]. Este sistema ha evolucionado con el
paso del tiempo, con la idea de generar nuevos dispositivos cada vez mas pequefios,
practicos y de respuesta rapida, capaces de detectar los cambios en los niveles de glucosa

en la sangre. Uno de los sistemas propuestos actualmente y quiza el mas utilizado, son las



tiras reactivas, en las que se penetra el tejido del dedo del paciente con una aguja para
recolectar una gota de sangre en la tira reactiva y posteriormente se coloca la gota sobre un
monitor (sensor) que lee los niveles de glucosa en la sangre [McGarraugh et al., 2001;
Betachek®, 2010]. Este método, como todos los que requieren una muestra de sangre, se
considera invasivo, al penetrar los tejidos del cuerpo.

Los métodos no invasivos (ver Fig. 1.3) aparecieron recientemente y en ellos no se requiere
una muestra de sangre para medir los niveles de glucosa. Estos métodos estan siendo
investigados para proveer a los pacientes con diabetes nuevas alternativas de monitoreo;
entre ellos destacan el uso de luz infrarroja para iluminar a través del brazo o del dedo, el
uso de corrientes eléctricas de bajo nivel para obtener sangre a través de la piel y el uso de
saliva o de lagrimas para medir los niveles de glucosa, entre otros [Lépez-Garcia, 2010].
Sin embargo, estos métodos todavia no han sido aprobados por la administracién de

alimentos y medicamentos de E.U.A. (FDA por sus siglas en inglés) [FDA, 2013].

Fig. 1.3 Productos no-invasivos para el monitoreo de glucosa en la sangre comercializados
por OrSense © [OrSense, 2015].

Otra alternativa reciente es el uso de dispositivos a escalas menores, sensores de glucosa a
escala micrométrica, nanométrica e incluso a escala atomica basados en reacciones electro-
enzimaticas dentro de celdas electroquimicas disefiadas con electrodos de distintos tipos de
nanomateriales [Patel et al., 2007; Nagarale et al., 2009; Kong et al., 2000].

Clark, basado en sus estudios en electrodos de oxigeno decidid por primera vez atrapar
transductores enzimaticos en su superficie para aumentar el ndmero de sustancias
analizables en el cuerpo humano [Clark y Lyons, 1962]. Este dispositivo tratd de mimetizar
la accién bioldgica al incorporar enzimas que degradaban la glucosa con la ayuda de un

electrodo encargado de traducir dicha sefial a un valor de concentracion de glucosa presente



en la sangre. Bautizado con el nombre de electrodo enzimatico, este considera la inclusion
de la enzima GOx en la superficie de un electrodo de oxigeno con una membrana de
didlisis. Este sensor permite relacionar directamente la concentracion de glucosa con la
disminucion que se produce en la concentracion de oxigeno. Posteriormente, Guilbault y
Montalvo [1969], desarrollaron el primer electrodo enzimatico potenciométrico basado en
la inmovilizacion de la enzima ureasa sobre un electrodo selectivo de amonio. Estas ideas
acabaron plasmadas en el lanzamiento comercial en 1975 de un dispositivo para el anélisis
de glucosa basado en la deteccion amperométrica de perdxido de hidrogeno por “Yellow
Springs Instrument Company” [2010], siendo asi el primero de los numerosos biosensores
comercializados posteriormente a lo largo de todo el mundo. Desde su descubrimiento, los
biosensores y su investigacion han ido creciendo de forma continua y exponencial,
partiendo de su masiva introduccion al mercado durante los afios 90. Esto se debe a que son
utilizados diariamente por miles de personas en todo el mundo, para ayudar a miles de
pacientes diabéticos a mantener una mejor calidad de vida. La tendencia actual es hacer
estos dispositivos cada vez de menor tamafio, y aumentar sus propiedades tanto sensitivas
como selectivas.

El principio de deteccidn electro-enzimatica desarrollado por Clark es la base fundamental
de los sistemas que actualmente se reportan en la literatura. Por ejemplo, Patel et al. [2007]
han desarrollado sensores de monocapas de polimero ensambladas a electrodos de oro con
la enzima GOx. Kaushik et al. [2008] usaron nanoparticulas de 6xido de hierro (FezOa)
preparadas por coprecipitacion, las cuales fueron dispersadas en una disolucion de
quitosano y después, depositadas sobre un sustrato en forma de pelicula delgada de 6xido
de estafio e indio (ITO), a las que posteriormente se les inmoviliz6 la enzima GOx por
adsorcion fisica. Nagarale et al. [2009] también prepararon nanocompuestos de
polisiloxano/quitosano y usaron las propiedades electroquimicas del ferroceno (CsHs)2Fe,
para proponer su aplicacion como sensores de glucosa. Otro tipo de sensores, como el
fabricado por Kafka et al. [2010] aprovecha las bondades de polimeros conductores como
el poli 3,4-etileno-dioxitiofeno estampados en caliente y el uso de electrodos
convencionales para la fabricacidén de sensores electroquimicos. También existen sensores
que utilizan la capacidad de la fibra Optica para detectar la variacién de glucosa [Binu et al.

2009], y finalmente, sensores de glucosa continuos basados en ingenieria genética, que
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reportan aplicaciones en vivo a temperatura ambiente con enlaces polipéptidos en una
matriz de hidrogel de poliacrilamida, utilizando equipo de fibra dptica [Siegrist et al. 2010].
Otro tipo de estos sensores incorporan electrodos hechos de nanofibras de metales y
mezclas de ellos con nanofibras de carbono [Ding et al. 2010, Wang et al. 2003]. Como se
puede apreciar, la tendencia a la miniaturizacion y la eficiencia es una constante en el
desarrollo de este tipo de dispositivos. En la actualidad la literatura cientifica presenta
nuevos sistemas con caracteristicas de eficiencia importantes cada vez mas pequefos,
incorporando materiales inteligentes.

1.3.2 Sensores de glucosa con nanotubos de carbono

Las excelentes propiedades multifuncionales de los CNTs hacen atractivo su uso para el
desarrollo de biosensores. Su funcionalizacion ha sido el medio que permite su uso en el
desarrollo de sensores de glucosa, pues a través de ella es factible la inmovilizacién de la
enzima glucosa oxidasa en su superficie. Otro aspecto de interés es la posibilidad de
decorar los CNTs con particulas metalicas, ya que esto podria ayudar a mejorar su
conductividad, sensibilidad y selectividad, asi como su posible manipulacion magnética en
matrices poliméricas [Ishikawa et al., 2009; Li et al., 2010]. Generalmente se ha presentado
el uso de CNTs (MWCNTs y SWCNTs) como electrodos dentro de dispositivos
electroquimicos, inmersos en matrices metalicas o poliméricas [Palwai et al., 2007; Wang
et al. 2003], aunque también se les ha utilizado de forma individual [Ishikawa et al., 2009].
Wang et al. [2003] reportan la fabricacion de un sensor de glucosa usando nanotubos de
carbono multipared usados como electrodo con una pelicula delgada de oro evaporada
sobre su superficie. Los MWCNTS se sintetizaron sobre sustratos de silicio por el método
de deposito quimico en fase de vapor en un horno de plasma asistido por microondas, sobre
los que posteriormente se inmovilizd sobre ellos la enzima GOXx, resultando en un
biosensor con buena sensitividad y estabilidad en la deteccion de glucosa. Otro método
utilizado en el desarrollo de sensores de glucosa es el descrito por Lin et al. [2004], quienes
utilizaron ensambles nanoelectrénicos de CNTs en los que la enzima glucosa oxidasa se

inmoviliza covalentemente via carbodiimida como se describe en la Fig. 1.4.
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Fig. 1.4. Esquema de la fabricacion de un sensor de glucosa [Lin et al., 2004].
a) Tratamiento electroquimico de los CNTs (ensambles nanoelectrénicos),
b) acoplamiento de la enzima GOx sobre los ensambles de CNTSs.

Recientes reportes mencionan el uso de nanotubos de carbono decorados con
nanoparticulas metalicas de Fe y sus o0xidos magnéticos en el desarrollo de biosensores
[Kaushik et al., 2008; Nagarale et al., 2009; Cheng et al., 2010]. En estos trabajos se reporta
una buena sensitividad y selectividad amperométrica, asi como buena respuesta a la
conversion de sefiales bioldgicas o quimicas en sefiales eléctricas, donde las nanoparticulas
metalicas juegan un papel importante al presentar afinidad con los componentes bioldgicos
utilizados. Otros mencionan la fabricacion por electrodeposicion de nanoparticulas de Pt en
materiales compuestos magnéticos de MWCNTSs/quitosano/FeyOx [Li et al., 2010], asi
como el uso de nanoparticulas de oro en matrices poliméricas, utilizando CNTs como
canales entre dos electrodos para detectar los pequefios cambios de voltaje y amplificar
estas sefiales [Kerman et al., 2008]. Cabe mencionar que los CNTs se han usado para esta
aplicacion sin decoracion [Wang et al., 2003; Kamyabi et al., 2013; Janegitz et al., 2011] y
decorados con particulas metalicas [Ishikawa et al. 2009, Li et al. 2010], e incluso se han
utilizado solamente las nanoparticulas magnéticas sin CNTs [Cheng et al. 2010, Nagarale et
al. 2009], sin que se reporte en la literatura una comparacién o estudio sistematico del
efecto. Finalmente, existen algunos sensores de glucosa que a diferencia de los anteriores

no se basan en la deteccion enzimatica de glucosa, por ejemplo, los basados en la
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intensidad de los pulsos de luz inducida por aleaciones de Pt-Au formadas sobre los CNTs
[Ryu et al., 2010].

En la literatura se reportan una gran variedad de sensores de glucosa desarrollados a partir
de nanotubos de carbono, tanto de pared simple como de paredes multiples, sin discutir el
papel que juega la morfologia del nanotubo ni tampoco la relevancia de utilizarlos

decorados 0 no con nanoparticulas metalicas.

1.4 Técnicas electroquimicas para la deteccion de glucosa

Un sensor electroquimico es un dispositivo quimico que responde a cambios especificos en
el potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la presencia de una especie
quimica que interactta con él [Frew y Hill, 1987]. Para aumentar la selectividad del sensor
se pueden utilizar elementos bioquimicos o bioldgicos, y entonces el sensor recibe el
nombre de biosensor, como se menciond con anterioridad. Aquellos biosensores que solo
miden una diferencia de potencial en la interfase sensor-analito con respecto al electrodo de
referencia, son los llamados biosensores potenciométricos y el sistema de medida que
requieren es un potenciémetro a corriente nula. En los biosensores amperométricos (cambio
en la corriente del electrodo de trabajo), se impone un potencial externo para electro-
transformar algun producto de la interaccion sensor-anolito, y requieren un transductor
extra para cerrar el circuito de corriente de electroélisis [Frew y Hill, 1987].

Un biosensor electroquimico hace posible la combinacion de la sensibilidad de las técnicas
electroquimicas con la selectividad de los procesos de reconocimiento biologico de una
forma sencilla, dando lugar a dispositivos de bajo costo, sobre todo si se considera que para
su construccion se utilizan como transductores electrodos convencionales.

Dado que las reacciones se detectan generalmente s6lo en las proximidades de la superficie
del electrodo, los electrodos juegan un papel crucial en el desarrollo de biosensores
electroquimicos. Por lo que la funcién de un electrodo especifico elegido, el material del
electrodo, su modificacion superficial o sus dimensiones, influyen considerablemente en su
capacidad de deteccion. La deteccion electroquimica por lo general requiere un electrodo
de referencia, un contraelectrodo o electrodo auxiliar y un electrodo de trabajo, también

conocido como el sensor o electrodo redox.
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El electrodo de referencia, en nuestro caso, electrodo saturado de calomel (SCE, por sus
siglas en inglés), se mantiene a una distancia desde el sitio de reaccién con el fin de
mantener un potencial conocido y estable. El electrodo de trabajo sirve como elemento de
transduccion en la reaccion bioquimica, mientras que el contraelectrodo otorga la corriente
necesaria al electrodo de trabajo sin que, de alguna manera, se vea limitada la respuesta de
la celda. Estos electrodos deben ser a la vez conductores y quimicamente estables, por lo
que, platino, oro, carbono (en nuestro caso CNTs) y compuestos de silicio son comunmente
utilizados, dependiendo del anolito [Chaubey y Malhotra, 2002].

Las técnicas electroquimicas comunes hacen posible el estudio y caracterizacion de los
biosensores generados en este trabajo, tal como la voltametria ciclica, la espectroscopia de
impedancia electroquimica y la cronoamperometria.

1.4.1 Voltametria ciclica

La voltametria comprende un grupo técnicas electroquimicas que se basan en la respuesta
corriente-potencial de un electrodo polarizable. Para asegurar su polarizaciéon, el electrodo
generalmente tiene dimensiones reducidas. En estas tecnicas se estudian los cambios de
corriente en funcién del potencial aplicado a través de la celda electrolitica. El proceso
involucra la electrélisis de una o mas especies electroactivas, que comprenden la reaccion
de la especie electroactiva en el electrodo.

La voltamperometria ciclica (VC) es quizé la técnica electroanalitica mas estable para el
estudio de especies electroactivas, ofreciendo una rapida localizacion de potenciales redox
de las especies en estudio, su versatilidad aunado a su facilidad de medicién da lugar a un
amplio uso en los campos de electroquimica, quimica organica e inorganica y bioquimica
[Kissinger y Heineman, 1983]. En VC se cicla el potencial aplicado a un electrodo, el cual
se sumerge en una solucion sin agitar (electrolito) y se mide la corriente eléctrica resultante.
El potencial del electrodo de trabajo es controlado frente a un electrodo de referencia (en
nuestro caso SCE). El potencial de control que se aplica a través de estos dos electrodos es
considerado una sefial de excitacion. La sefial de excitacion para VC es un barrido de
potencial de forma triangular, tal como se muestra en la Fig. 1.5 [Bard y Faulkner, 2000;
Atkins y De Paula, 2006]. El potencial se varia linealmente desde Eo hasta Es, y cuando se
ha alcanzado este valor el sentido de barrido se invierte y el potencial vuelve a su valor

original Eo. Este ciclo de excitacion puede ser repetido cuantas veces se requiera. Los
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potenciales a los que tiene lugar la inversion se llaman potenciales de cambio. El intervalo
de potenciales de cambio elegido para un experimento dado, es aquel en el que tiene lugar
la oxidacion o reduccion controlada por la difusion de una o mas especies. Dependiendo del
tipo de estudio la direccion del barrido inicial puede ser negativa o positiva [Ortiz et al.,
2006]. La informacion que esta técnica proporciona esta contenida en una gréfica voltaje-

corriente, indicando la presencia de diferentes especies a diferentes voltajes.
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Fig. 1.5. Esquema de una sefial de excitacion en VVC [Bard y Faulkner, 2000].

1.4.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es una poderosa herramienta para la
investigacion de los mecanismos de las reacciones electroquimicas, para medir las
propiedades dieléctricas y de transporte de materiales, para explorar las propiedades de los
electrodos porosos, y para investigar superficies pasivas [Macdonald, 2006].

EIS debe su existencia a la aparicién de circuitos electrénicos suficientemente rapidos y
sensibles para generar y analizar una sefial de frecuencia y fase variable. Se trata de una
técnica no destructiva (cuando se trabaja en condiciones de equilibrio), particularmente
sensible a pequefios cambios en el sistema, que permite la caracterizacion de las
propiedades de materiales y sistemas electroquimicos incluso en medios poco conductores.
En muchos materiales y sistemas electroquimicos la impedancia varia con la frecuencia del
potencial aplicado en una forma que esta relacionada con las propiedades de dichos
materiales. Esto se debe a la estructura fisica del material, a los procesos electroquimicos

que tengan lugar, o a una combinacién de ambos.
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Para el analisis del comportamiento de una celda electroquimica mediante esta técnica se
representa el sistema en estudio mediante un circuito equivalente. Un circuito equivalente
es un modelo eléctrico con una representacion matematica que intenta reproducir el
comportamiento del circuito eléctrico real. De esta forma, nuestro sistema electroquimico
se puede representar por una resistencia de polarizacion o resistencia a la transferencia de
carga ion/electrén (Rp), la resistencia de la disolucion o electrolito (Rs) y un condensador o
un elemento de fase constante (CPE). La configuracion del circuito se muestra en la Fig.
1.6, basado en el modelo de Boukamp [Boukamp, 1986], escogido frecuentemente para el
ajuste del sistema a partir de los datos obtenidos experimentalmente. En este modelo de
circuito eléctrico Ry es de suma importancia, pues de su valor depende la velocidad de
transferencia electronica entre el electrodo y la disolucién; en paralelo a ella, estd CPE, que
simula la interfase electrodo/disolucion y en serie con un elemento Rs, que representa la
resistencia entre el electrodo de trabajo y el de referencia y engloba la resistencia del
electrolito, la resistencia del cableado para conectar la celda al sistema de medicién, etc. La
resistencia a la transferencia de carga varia cuando se depositan o adsorben sobre electrodo

sustancias diferentes.

Fig. 1.6. Esquema tipico de un circuito eléctrico equivalente para un sistema con proceso
de transferencia de carga simple con difusion de especies a la interface. Donde Rs
es la resistencia de la disolucién, CPE es el elemento de fase constante, n es el
valor del exponente del elemento de fase constante y Rp es la resistencia de
polarizacion.

Existen dos formas tipicas de representar graficamente los resultados obtenidos en un
ensayo EIS; la primera es el diagrama de Nyquist [Nyquist, 1924; Seeler, 2014], donde se
representa la parte imaginaria de la impedancia (-Z’’) contra la parte real (Z’) para cada
valor de frecuencia aplicada. La segunda forma es el diagrama de Bode [Bode, 1945;

Seeler, 2014], donde se representan los valores absolutos de la impedancia o angulo de fase
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(logaritmo del modulo de la impedancia (log |Z|) y el desfase (¢)) en funcién del logaritmo
de la frecuencia (log ). Ambos diagramas brindan la informacion necesaria sobre la
interfaz electrodo-electrolito y la reaccion. La interpretacion del espectro de impedancias
requiere la seleccidn de un circuito eléctrico modelo apropiado para ajustarse a los datos
experimentales. A través del circuito eléctrico, los valores de los pardmetros simulados
obtenidos al utilizar esta técnica, proporcionan informacién relacionada con la resistencia
de la disolucion, la resistencia de polarizacion y la capacitancia de la doble capa capacitiva.
Aunque en varios casos se ha demostrado que los cambios en la capacitancia interfacial
estan relacionados con la concentracion del analito, los cambios en la resistencia de
polarizacion en general pueden mostrar una mayor sensibilidad en los sensores
electroquimicos [Lasia, 1999].

El elemento de fase constante (CPE) toma en cuenta las heterogeneidades de la superficie
pasiva del electrodo. Con el uso del CPE se obtiene un excelente ajuste de los datos
experimentales, cuyo principal objetivo es comprobar la validez de la técnica de EIS para
este tipo de sistemas. En la Fig. 1.7 se presenta un ejemplo del grafico de Nyquist obtenido
entre un ensayo de EIS y el mismo obtenido por el circuito equivalente de Boukamp

(impedancia electroquimica de MWCNTSs oxidados).

1t *  Experimental
Circuito equivalente

Ot A i A 1 A 1 . 1 .
0 1 2 3 4 5

Z'(kQ)

Fig. 1.7. Ejemplo del ajuste logrado en los graficos de Nyquist entre el ensayo de
EIS experimental y el obtenido por el analisis del circuito equivalente.
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1.4.3 Cronoamperometria

En la cronoamperometria (CA), Fig. 1.8, se aplica un pulso de potencial o una secuencia de
ellos al sistema (suficiente para causar la reaccién electroquimica) y se estudia la variacion
de la corriente contra el tiempo. La CA es una técnica sencilla, pero importante para la
caracterizacion electroquimica de un sistema, pues puede ser utilizada para obtener
coeficientes de difusion, asi como pardmetros y mecanismos cinéticos de los elementos
participantes [Moretto y Seeber, 2014]. El registro puede ser analizado y su naturaleza
identificada a partir de las variaciones con el tiempo. A tiempos cortos la corriente
capacitiva es dominante, mientras en escalas de tiempo mas largos la difusion faradica
limitada podria prevalecer.

Al comienzo del experimento transitorio se mantiene el potencial del electrodo de trabajo
constante en E; (Fig. 1.8a). En t = 0 el potencial se cambia instantaneamente a un nuevo
valor E1, y el tiempo de respuesta de la corriente correspondiente se registra como se

muestra en la Fig. 1.8b.

0 t 0 {
a) b)
Fig. 1.8. Descripcion de un experimento cronoamperométrico. a) Perfil potencial-tiempo
aplicado durante el experimento, E; es el valor inicial y E: es el potencial donde
ya no ocurre reduccion, b) la respuesta correspondiente de la corriente debida a
los cambios del potencial.
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Capitulo 2. Decoracion de nanotubos de carbono con 6xidos de hierro

2.1 Introduccion

La decoracién de CNTSs consiste en la adhesion de nanoparticulas (generalmente metéalicas)
a las paredes externas y/o extremos de estos por interacciones fisicas o fisicoquimicas [Lu,
2007]. Frecuentemente la decoracién de CNTs con particulas metalicas incrementa su
potencial aplicacion en campos como la catalisis, los biosensores, el almacenamiento de
datos magnéticos y dispositivos electrénicos [Huiqun et al., 2006; Liu et al., 2009; Zhang et
al., 2009; Li et al., 2010; Wu et al., 2011].

Los métodos propuestos para lograr este objetivo incluyen: la precipitacién, la hidrolisis a
alta temperatura, y la descomposicion quimica de un precursor metélico [Huiqun et al.,
2006; Lu, 2007; Wan et al., 2007; Liu et al., 2009a; Wang et al., 2009]. El tipo de
nanoparticulas metélicas utilizadas es diverso y depende de la aplicacion final que se
requiera. En particular, las nanoparticulas de 6xido de hierro se han empleado en el
desarrollo de sensores, dispositivos bioldgicos, eléctricos y magnéticos, debido a su
comportamiento ferromagnético, ferrimagnético o superparamagnético.

Un aspecto critico en la decoracion de MWCNTs con nanoparticulas metalicas es la
distribucion homogénea de las nanoparticulas sobre su superficie. Varios estudios hacen
énfasis en la necesidad de una modificacion superficial previa a la decoracién a través de
tratamientos oxidantes [Lu, 2007; Chopra et al., 2011; Kardimi et al., 2012; Fan y Li,
2012]. Aunque se han propuesto varios métodos para la decoraciéon de MWCNTSs con
nanoparticulas de 6xido de hierro magnético [Wu et al. 2011, Liu et al. 2009a, Zhang et al.
2009, Huiqun et al. 2006, Liu et al. 2009b, Wan et al. 2007, Wang et al. 2009], alin no esta
claro como influyen la morfologia, el ordenamiento estructural inicial y las propiedades
fisicoquimicas del MWCNT en su decoracion.

En el presente trabajo de tesis doctoral se investigo el uso de tricloruro de hierro como
precursor para obtener MWCNTSs decorados con nanoparticulas de 6xidos de hierro
magnético para su posterior aplicacion como biosensor electroquimico (tema que se
abordara en el capitulo 3). Uno de los objetivos principales en este capitulo es evaluar la
influencia de dos tipos de MWCNTSs con diferente morfologia inicial y ordenamiento

estructural en la decoracion de MWCNTS con nanoparticulas de 6xido de hierro magnético.
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2.2 Materiales

Los MWCNTSs utilizados en el presente estudio (tipos “A” y “B”) fueron obtenidos
comercialmente, y sus caracteristicas principales pueden observarse en la Tabla 2.1. Los
MWCNTSs tipo "A" (Baytubes C150P, pureza > 95 % en peso (p/p)) se obtuvieron de Bayer
MaterialScience AG, (Leverkusen, Alemania), mientras que los MWCNTSs del tipo "B"
(pureza > 95 % p/p) fueron obtenidos de Cheap Tubes Inc., (Brattleboro, USA). El érea
superficial BET y la relacion de la intensidades (lc/Ip) obtenidas por espectroscopia Raman
incluidos en la Tabla 2.1, son resultados de esta investigacion que seran discutidos en la
seccion de resultados, y se incluyen con antelacion para facilitar la discusion. También se
emplearon para los tratamientos oxidativos acido sulfrico al 98.6 % en volumen (v/v) y
acido nitrico al 70% v/v, adquiridos de JT Baker. Para la decoraciéon de MWCNTSs con
nanoparticulas de éxidos de hierro se utilizo trietilenglicol (TREG) al 99 % v/v (Sigma-
Aldrich, San Luis MO, EUA), tricloruro de hierro hexahidratado (99 % p/p) y acetato de
sodio anhidro (99 % p/p) Merck.

Tabla 2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los MWCNTS estudiados.

Diametro Didmetro Longitud | Area superficial Intensidad

MWCNTSs interno externo (nm) ( ?n) BET I(Omz/ ) Raman

(nm) H g (Ic/1p)
A (Bayer MaterialScience) 2-6 13-16 0.5-2.5 197 0.42+0.01
B (Cheap Tubes Inc.) 5-10 50-80 1-6 110 0.89+0.01

2.3 Métodos

Con la finalidad de esclarecer la metodologia seguida en el desarrollo de este trabajo de
tesis, se describen a continuacion mediante un diagrama (Fig. 2.1), los métodos mas
importantes que fueron utilizados, asi como el tipo de caracterizacion empleada.

Como se observa en el diagrama de la Fig. 2.1 el trabajo inicia con la adquisicién de dos
tipos de MWCNTs con caracteristicas diferentes (ver Tabla 2.1), los cuales fueron
caracterizados sin tratamiento por diversas teécnicas fisicoquimicas y por voltamperometria
ciclica (Cap. 3). Estos MWCNTSs fueron oxidados mediante un tratamiento con acidos para
generar una superficie activa, y una vez oxidados se decoraron con nanoparticulas de éxido

de hierro. Ambos tipos de MWCNTs oxidados y decorados fueron posteriormente
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inmovilizados mediante uniones covalentes con la enzima GOx y caracterizados por
técnicas de fisicoquimicas y electroquimicas (Cap. 3). Mediante analisis de los resultados
obtenidos de las caracterizaciones, se decidid utilizar solamente los MWCNTSs del tipo B
(tanto oxidados como decorados) inmovilizados con la enzima GOx en la deteccion

electroquimica de glucosa.

MWCNTs A
MWCNTs B

[ 5in tratamiento ]—

Caracterizacion
U fisicoquimica
[ Oxidacién dcida (Capitulo 2)
U Caracterizacion
- ~ electroguimica
Decoracion con (Capitulo 3)
particulasde  |—
oxido de hierro
L " U &
( Inmovilizacion Caracterizacidn
de la enzima ﬁsmuqum:nca.a y
GOx electroguimica
\ (Capitulo 3)

MWCNTs B
Oxidados

Decorados

— Caracterizacidn
Deteccion de electrogquimica
glucosa (Capitulo 3)

Fig. 2.1 Esquema de la metodologia empleada para el desarrollo del trabajo.

2.3.1 Oxidacioén de nanotubos de carbono

Los MWCNTSs fueron oxidados por medio de un tratamiento oxidativo con una mezcla de
HNO3z y H2SO4. Con ello se favorece la generacion de grupos -OH, -CO y -COOH sobre la
superficie [Avilés et al., 2009; Wepasnick et al., 2011]. Este procedimiento consiste en la
dispersion de 0.3 g de MWCNTSs en 70 mL de una mezcla de 35 mL de HNOz al 8.0 M y

21



35 mL de H2SO4 al 8.0 M. Los MWCNTSs se dispersaron mecanicamente en esta mezcla de
acidos durante 15 min a 60 °C, seguido de 2 h de dispersion en un bafio de ultrasonido (100
W, 42 kHz) [Avilés et al. 2009]. Los MWCNTSs tratados se lavaron y filtraron con
abundante agua destilada y se secaron a 100 °C durante 12 h.

2.3.2 Decoracion de nanotubos de carbono

El método utilizado para la decoracion de MWCNTSs con nanoparticulas de 6xido de hierro
consistid en la dispersion por 1 h en bafio ultrasonico de 100 mg de MWCNTSs oxidados en
50 mL de TREG. Después de la dispersion, 100 mg o 200 mg de FeClz*6H,0 (tratamientos
1:1y 1:2, respectivamente) y 3.6 g de acetato de sodio anhidro se afiadieron a la disolucion.
La mezcla resultante se llevé a reflujo a 200 °C durante 30 min. Después del reflujo, la
muestra se dejo reposar hasta alcanzar la temperatura ambiente y los MWCNTS obtenidos
se centrifugaron en 150 mL de acetona para separar las fases y retirar los residuos de
TREG. Posterior a la centrifugacion los MWCNTSs se filtraron y lavaron con abundante
agua destilada, para finalmente secarse a 100 °C por 12 h. La Tabla 2.2 muestra los
tratamientos de decoracion discutidos en el presente documento para los dos tipos de

MWCNTSs oxidados y las dos concentraciones en peso de precursor de metal utilizado.

Tabla 2.2 Tratamientos de decoracién realizados a los MWCNTSs y su identificacién de
acuerdo al tipo de MWCNT y concentracion del precursor metalico.

Tipo de MWCNT A B

Razon en peso de
MWCNTSs: FEC|3*6H20

Identificacion 1:1-A 1:2-A 1:1-B 1:2-B

1:1 1:2 1:1 1:2

Estas dos concentraciones fueron seleccionadas sobre la base de un primer analisis que
evalué diferentes concentraciones de precursores metalicos y tiempos de reflujo utilizando
unicamente MWCNTSs del tipo A (véase Apéndice A). Mediante el andlisis experimental de
varias concentraciones y tiempos de reflujo (ver Apéndice A), se concluyé que el aumento
en la concentracion del precursor metalico sobre 1:2 y del tiempo de reflujo sobre 30 min
producen una decoracion no homogénea de las nanoparticulas sobre los MWCNTS, y por

ello los resultados de la Tabla 2.2 son Unicamente presentados en este capitulo.
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Microscopias de transmision de las concentraciones y tiempos no seleccionados para el
estudio final se presentan en el Apéndice A.

2.3.3 Técnicas de caracterizacion empleadas

Los MWCNTs sin tratamiento se caracterizaron por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR) utilizando un equipo de 460 Nicolet Protege en un
intervalo espectral de 4000-400 cm™. Los espectros se obtuvieron en modo transmitancia.
Para ello se disperso una pequefia cantidad de MWCNTSs en KBr y se prepar6 una pastilla.
La espectroscopia Raman se llevd a cabo con un sistema Optico Kaiser y un laser de Helio-
Neon con 632 nm de longitud de onda; las muestras se prepararon mediante la dispersion
de 5 mg de MWCNTs en 10 mL de acetona en un bafio ultrasénico. La mezcla
MWCNT/acetona se depositd, gota a gota, en una lamina de aluminio a 60 °C, para la
evaporacion de la acetona. Las isotermas de adsorcidén-desorcidn de nitrogeno se midieron
utilizando un equipo Micromeritics TriStar 3000 a 77 K. Las areas especificas (Sget) se
determinaron utilizando la ecuacion de Brunauer, Emmett y Teller (método BET)
[Brunauer et al., 1938; Gregg y Sing, 1982]. Finalmente, los anlisis de microscopia
electronica de transmision (TEM) se realizaron con un equipo Jeol JEM-2010F operado a
80 kV.

Después de la oxidacion acida, los MWCNTSs decorados con nanoparticulas de 6xidos de
hierro se caracterizaron por las técnicas TEM y espectroscopia Raman en condiciones
similares a las utilizadas con los MWCNTSs sin tratamiento. El analisis de energia
dispersiva de rayos X (EDX) se llevo a cabo en un microscopio Jeol SEM 6360LB; la
difraccién de rayos X (DRX) se llevd a cabo en un difractémetro Siemens D5000 a 40 kV,
20 mA, a un tiempo de 10 s por paso y angulos de paso de 0.02°; el anélisis
termogravimétrico (TGA) se llevo a cabo utilizando un analizador Perkin Elmer Pyris 1 a
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo un flujo de aire sintético (O2/N2) de 20
ml/min; la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se llevo a cabo con un
espectrometro Thermo K-alfa equipado con una fuente de Al monocromatico de rayos X
(1486.6 eV) y tamafio de punto de 400 um; finalmente, la respuesta magnética de los
MWCNTSs decorados se probd en un magnetémetro vibratorio LDJ-9600 aplicando un

campo maximo de 15000 Oe a temperatura ambiente.
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2.4 Resultados

2.5 Caracterizacion fisicoquimica de nanotubos de carbono sin tratamiento y oxidados
2.5.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Los MWCNTSs sin tratamiento se caracterizaron a detalle con el fin de investigar la
influencia de sus propiedades iniciales en su decoracion. La caracterizacion de la oxidacion
de los MWCNTSs es discutida brevemente en esta seccion, debido a que el método ha sido
ya reportado y caracterizado extensivamente en la literatura [Avilés et al., 2009; Wepasnick
et al., 2011; Schonfelder et al., 2011]. La Fig. 2.2 muestra espectros FT-IR representativos
de los MWCNTSs sin tratamiento del tipo A y B (cuyas propiedades se presentan en la Tabla
2.1). Los espectros FT-IR se normalizaron con la banda de absorcién correspondiente al
enlace C=C que se encuentra a ~1630 cm™, con la intencién de observar cambios en la
intensidad de las otras bandas de absorcion presentes. Como se observa en la Fig. 2.2, las
bandas de absorcion detectadas son similares para los MWCNTSs sin tratamiento (A y B).
Ambos MWCNTSs exhibieron absorciones entre 3000-3500 cm™ y ~1400 cm™, lo que
indica la presencia de grupos funcionales hidroxilo; la banda a ~1600 cm™ se asignan a la
vibracion del C=C conjugado, mientras que entre ~2850 y ~2920 cm™ se observaron
vibraciones de estiramientos C-H [Avilés et al., 2009]. La vibracion de estiramiento de
grupos carbonilo relacionada con la presencia de los &cidos carboxilicos se observéd a
~1720 cm [Avilés et al., 2009], mientras que la banda a ~1110 cm™ fue asignada a enlaces
C-O [Wepasnick et al., 2011]. La intensidad de la banda a ~1110 cm™ (enlaces C-O) fue
ligeramente superior para MWCNTSs del tipo A con respecto a los del tipo B. Por lo tanto, a
través del analisis FT-IR se observa que los MWCNTSs contienen una cantidad significativa
de grupos funcionales desde su sintesis y que estos estan presentes de manera similar en
ambos tipos de MWCNTs antes de oxidarlos. Sin embargo, la cantidad de grupos
funcionales que contienen oxigeno en los MWCNTSs del tipo A puede ser ligeramente mas
alto que en los MWCNTs del tipo B.

En cuanto a la oxidacion acida de los MWCNTS, se ha demostrado previamente que la
oxidacion empleada aumenta la densidad de grupos funcionales, especificamente -OH, -CO
y -COOH [Avilés et al., 2009; Wepasnick et al., 2011; Schonfelder et al., 2011]. Los
espectros FT-IR de ambos tipos de MWCNTSs después de la oxidacién, no presentaron

cambios notables con respecto a los observados en los MWCNTSs sin tratamiento (ver
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recuadro de la Fig. 2.2 para los MWCNTSs del tipo A, es decir, no aparecieron nuevas
bandas de absorcion con la oxidacion, pero si fue posible observar el incremento de algunas
bandas de absorcion, principalmente a 3000-3500 cm™ por el probable incremento de
grupos funcionales hidroxilo y a ~2850 y ~2920 cm™ relacionadas con las vibraciones de

estiramientos C-H.

Tipo "A" Oxidado [0-H

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Absorbancia normalizada

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000
NGmero de onda (cm™)

Fig. 2.2 Espectros FT-IR de MWCNTSs sin tratamiento (A y B) y oxidado tipo A (recuadro
de la figura). Las etiquetas A y B corresponden a la Tabla 2.1.

2.5.2 Microscopia electronica de transmision

La Fig. 2.3 muestra las imagenes TEM de MWCNTSs del tipo A (Fig. 2.3a) y tipo B (Fig.
2.3b) tal como se recibieron del proveedor, asi como los oxidados tipo A (Fig. 2.3c) y B
(Fig. 2.3d). Las dimensiones de ambos nanotubos estan razonablemente de acuerdo con los
datos proporcionados por el fabricante, ver Tabla 2.1. Para MWCNTS de tipo A (Fig. 2.3a),
se observa dafio estructural en las paredes tanto externas como internas, asi como una
superficie con rugosidad importante y curvaturas significativas a lo largo de su longitud. En
los MWCNTSs del tipo B (Fig. 2.3b) se presenta el mismo tipo de defectos pero ligeramente
menos extendidos.

Se ha reportado que la oxidacion acida efectuada sobre los MWCNTS, aumenta la densidad
y extension de dichos defectos estructurales en su superficie [Avilés et al., 2012], lo cual

puede observarse en la Fig. 2.3c para los MWCNTSs del tipo Ay la Fig. 2.3d para el tipo B.
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En los MWCNTSs del tipo A se observa mas claramente este hecho (Fig. 2.3c), pues la
rugosidad y el dafio estructural en las paredes externas es méas evidente, algo que no se
puede observar claramente en los MWCNTSs del tipo B (Fig. 2.3d) probablemente debido a

su mejor ordenamiento estructural inicial.

Fig. 2.3 Micrografias TEM de los MWCNTSs. a) Tipo A sin tratamiento, b) tipo B sin
tratamiento, c) tipo A oxidado, d) tipo B oxidado.

2.5.3 Analisis de area superficial por isotermas de adsorcion de nitrégeno

La Fig. 2.4 muestra las isotermas de adsorcidén-desorcion de nitrogeno (N2) de los
MWCNTSs sin tratamiento. Estas isotermas se pueden identificar como "Tipo IV" de
acuerdo con la clasificacion de la IUPAC, correspondiente a materiales mesoporosos con
ciclos de histéresis que ocurre alrededor de 0.60 < P/Pg < 1 [Sing et al., 1985]. Las areas
especificas (Sget) se determinaron utilizando la ecuacion de Brunauer, Emmett y Teller
[Brunauer et al., 1938; Gregg y Sing, 1982]. El recuadro de la figura 2.4 muestra una
ampliacion del intervalo P/Po = 0.05-0.30 utilizado para el calculo de la de Sger. Las areas
especificas obtenidas fueron Sger = 197 m?/g para los MWCNTSs del tipo A y Sger = 110
m?/g para los MWCNTSs del tipo B, lo cual se correlaciona con la superficie mas rugosa e
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irregular de los MWCNTSs del tipo A observada en las micrografias TEM. También se ha
reportado que la oxidacion acida genera mas defectos y elimina los rastros de carbono
amorfo de la superficie, por lo que aumenta el area superficial Sger [Avilés et al., 2013].
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Fig. 2.4 Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 para los MWCNTS sin tratamiento. El
recuadro muestra un acercamiento del intervalo usado para calcular el &rea
superficial Sger.

2.5.4 Espectroscopia Raman

La Fig. 2.5 muestra los espectros Raman representativos para ambos tipos de MWCNTS sin
tratamiento. La banda G es un modo de primer orden en Raman situado alrededor de 1580-
1600 cm™ y que corresponde a las vibraciones sp? de los 4&tomos de carbono. La banda D se
origina a partir de un proceso de dispersién de segundo orden que se produce alrededor de
1280-1350 cm™ y representa la pérdida de simetria de translacion en la red, por lo que
proporciona informacién sobre la presencia de vacancias, defectos y el tamafio finito de la
red [Dresselhaus et al., 2010].

Para caracterizar el orden estructural de los MWCNTSs puede utilizarse la relacién de
intensidades entre las bandas G y D (lc/lp) [Dresselhaus et al., 2010; Dresselhaus et al.,
2005; Antunes et al., 2006]. Esta estrategia se utilizo para la deconvolucién de la banda G y
los resultados se presentan en la Tabla 2.3.

Las bandas G y D observadas en la Fig. 2.5a y 2.5b son anchas, algo que es caracteristico

de los MWCNTSs comerciales fabricados por depdsito de vapor quimico [Dresselhaus et al.
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2010, Dresselhaus et al. 2005]. El ancho aparente de la banda G estd compuesto de dos
bandas principales, la propia G ubicada a ~1585 cm™ y una segunda banda Ilamada D'
situada a ~1620 cm™ [Dresselhaus et al., 2010; Dresselhaus et al., 2005; Antunes et al.,
2006]. Las bandas D y D' se explican por la teoria de doble resonancia y se relacionan con
defectos estructurales. En los procesos de doble resonancia, el origen de las bandas D y D'
y otros modos dispersivos débiles en los espectros Raman de grafito se explican por la
mejora de resonancia de la intensidad Raman en dos procesos consecutivos de dispersion
[Antunes et al., 2006]. La forma de la banda situada entre 1550 y 1650 cm™ es muy
diferente entre MWCNTSs de ambos tipos (A o B), lo cual fue reproducible para varias
muestras analizadas. El ancho de banda alrededor de 1620 cm™ correspondiente a D' es
claramente mas intenso para los MWCNTSs del tipo A con respecto a los del tipo B, pero
estd unida con la banda G. Debido a esto se realiz6 la deconvolucion de las bandas G y D'
utilizando la distribucion de Lorentz. Las bandas deconvoluidas se muestran en los

recuadros de las Figs. 2.5ay 2.5b.
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Fig. 2.5 Espectros Raman de los MWCNTSs sin tratamiento. a) Tipo A, b) Tipo B. El
recuadro muestra la deconvolucién de la banda G.

Se realizd la deconvolucion de la banda centrada a ~1600 cm™ en dos bandas centradas en
1585 cm™ (G) y 1620 cm* (D') para ambos tipos de MWCNTS y los resultados se muestran
en la Tabla 2.3. El analisis del ancho total a la altura media maxima (FWHM, por sus siglas

en inglés) también indica que las bandas G y D son significativamente mas anchos para los
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MWCNTSs del tipo A, lo que sefiala un desorden estructural mayor para estos nanotubos
[Dillon et al. 2004]. En los MWCNTSs del tipo A las relaciones de intensidades fueron
Ic/lp= 0.42 y lc/lp= 0.90, mientras que para los MWCNTSs del tipo B Ic/lp=0.89 y lc/lp=
1.43. El menor valor de I¢/lp e Ic/lp (aumento en la intensidad de las bandas D y D), asi
como los mayores valores de FWHM para los MWCNTSs del tipo A con respecto a los del
tipo B son una clara indicacion de que el orden estructural es significativamente menor para
este tipo de MWCNTSs. Esto quiere decir que el nimero de defectos por unidad de
superficie es mayor para los MWCNTSs del tipo A y estos defectos en la estructura del

MWCNT pueden funcionar como sitios reactivos para la decoracion.

Tabla 2.3 Valores caracteristicos de los espectros Raman de los MWCNTS sin tratamiento
y la deconvolucion de la banda a ~1600 cm™,

Corrimiento
Raman (cm™) FWHM (cm)
MWCNT le/lp le/lp
G D D’ G D D’
A 1586 | 1331 | 1617 | 51.0+0.1 | 57.0+0.3 | 33.7+0.01 | 0.42+0.01 | 0.90 + 0.01
B 1585 | 1334 | 1620 | 40.3+0.04 | 47.7+0.2 | 28.9+0.03 | 0.89+0.01 | 1.43+0.01

No se encontraron cambios significativos en los espectros Raman de MWCNTS sin
tratamiento con respecto a los MWCNTSs después del tratamiento de oxidacion &cida, ni
tampoco después de su decoracion con particulas de 6xido de hierro; esto que sugiere que
esta técnica de caracterizacion no es la idonea para la deteccion y andlisis de dichos

cambios, por lo que los espectros Raman no se discuten.

2.6 Decoracion de nanotubos de carbono con particulas de 6xidos de hierro

2.6.1 Microscopia electronica de transmision

En la Fig. 2.6 se observan las micrografias TEM obtenidas de los MWCNTSs decorados con
nanoparticulas de Oxidos de hierro; como se mencioné anteriormente, estos resultados se
seleccionaron con base a variantes experimentales de la metodologia de decoracion
probadas que no tuvieron el éxito deseado, algunas de las cuales se presentan en el
Apendice A.
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En la Fig. 2.6 se comparan los resultados a magnificaciones que capturan grupos de
MWCNTs y MWCNTSs individuales. Las concentraciones en peso del precursor metélico
fueron 100 y 200 mg, manteniendo constantes los 100 mg de MWCNTSs; todos los
tratamientos de la Fig. 2.6 utilizaron un tiempo de reaccion de 30 min (ver tratamientos 1:1
y 1.2 descritos en la Tabla 2.2 para ambos tipos de MWCNTS).
La union de las nanoparticulas de 6xido de hierro a las paredes del MWCNT se logra
principalmente mediante enlaces fisicos y atracciones electrostaticas [Lu, 2007]. El
mecanismo para la decoracion de los MWCNTSs con nanoparticulas de 6xido de hierro se
basa en la descomposicion a altas temperaturas del tricloruro de hierro hexahidratado en
forma de Oxidos de hierro, que se nuclean sobre la superficie de los MWCNTs y
proporcionan una plantilla para el crecimiento de nanoparticulas, siguiendo probablemente
las siguientes reacciones quimicas [Li et al., 2010]:

Fe?* +2Fe®* +80H +MWCNTs — MWCNTSs/Fe304 +4H20 (2.1)

2Fe3* +50H" +MWCNTs — MWCNTSs/Fez203 +2H,0 + H* (2.2)
Los grupos funcionales cargados negativamente en la superficie del MWCNT oxidado
proporciona sitios activos para las interacciones fisicas con los iones metalicos [Liu et al.,
2009; Zhang et al., 2009].
El didmetro de las particulas de 6xidos de hierro decorando los MWCNTSs se midid a partir
de varias imagenes correspondientes al mismo tratamiento de decoracion y tipo de
MWCNT, y su histograma de distribucion de diametros de particula se muestra en la Gltima
columna de la Fig. 2.6. En dicha figura, se observa que los MWCNTSs del tipo A decorados
a una concentracion de precursor de 1:2 presentan una gran densidad de nanoparticulas y
una distribucién bastante homogénea de estas en las paredes de los MWCNTSs. Ademas, las
nanoparticulas de oxidos de hierro no s6lo se concentran en los nanotubos individuales,
sino que también se distribuyen homogéneamente en grupos de MWCNTS. El diametro de
las particulas de oxido de hierro oscila entre 2-9 nm para el tratamiento 1:2-A, con un
didmetro de particula caracteristico de ~5 nm. Para el tratamiento 1:1-A (disminuyendo la
concentracion de precursor de hierro para el mismo tipo de MWCNT) también se observa
una distribucién homogénea de las particulas en las paredes de los MWCNTS, aunque la
cantidad de particulas se reduce ligeramente. Tendencias similares se observan para los

MWCNTSs del tipo B tratados con concentraciones de precursores de 1:2 (tratamiento 1:2-
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B) y 1:1 (tratamiento 1:1-B); sin embargo, para los MWCNTSs del tipo A se observo una
mayor densidad de particulas por superficie de nanotubo con una distribucion mas

homogénea de nanoparticulas decoradas con respecto a los del tipo B.
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Fig. 2.6 Micrografias TEM vy distribucion de diametros de particulas de 6xidos de hierro
decorando los MWCNTSs (Tipos Ay B) con razones 1:1y 1:2 (MWCNTSs: FeCl3*6H20). La
identificacion de los tratamientos corresponde a la Tabla 2.2.

Simulaciones de mecénica cudantica utilizando la teoria del funcional de la densidad (DFT)
para estudiar la adsorcion de un atomo metalico en nanotubos de carbono indican que la
energia de enlace mas fuerte para la adsorcion de nanoparticulas sobre MWCNTS se da en
los sitios con una alta densidad de defectos [Park et al., 2007]. Céalculos de DFT revelan
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también que las interacciones entre nanotubos de carbono funcionalizados y particulas de
Oxido de hierro se mejoran por los defectos del carbono tales como vacancias [Yin et al.,
2011]. Esta evidencia tedrica, asi como los resultados de las caracterizaciones realizadas a
los MWCNTSs antes de la decoracion, donde el area superficial y la cantidad de sitios
defectuosos son mayores para los MWCNTs del tipo A, y se incrementan con el
tratamiento oxidativo, son evidencia de que los MWCNTs del tipo A son méas adecuados
para la decoracion con respecto a los MWCNTS del tipo B.

2.6.2 Analisis por energia dispersiva de rayos X

Se realiz6 un andlisis elemental de los MWCNTSs decorados con particulas de dxidos de
hierro por EDX. Por este andlisis se comprob6 que los principales elementos presentes en
ambos tipos de MWCNTSs decorados son carbono, oxigeno y hierro. El tratamiento 1:2 en
ambos tipos de MWCNTSs (A y B), mostro valores similares de carbono ~ 60-63% p/p, de
oxigeno ~ 18% p/p, y hierro ~ 18-21% p/p. En los tratamiento 1:1, se encontré una
reduccion en la cantidad de Fe (del ~ 18-21% a ~ 12% p/p) en ambos tipos de MWCNTS,
aumentando en ~ 10% p/p la cantidad de carbono de las muestras. En principio, el hierro
presente en las muestras de MWCNTSs decorados podria surgir del elemento Fe o de 6xidos
de hierro. La cantidad de contenido de oxigeno en los MWCNTSs decorados aumento en ~
10% p/p con respecto a los MWCNTS oxidados, lo que sugiere la formacion de dxidos de
hierro. Esto fue verificado con difraccion de rayos X y XPS.

2.6.3 Difraccién de rayos X

La Fig. 2.7 presenta los patrones de difraccion para ambos tipos de MWCNTSs oxidados.
Ambos MWCNTs muestran picos de difraccion a angulos 26 = 26.6° y 43.5°, que se
atribuyen a los planos (002) y (100) de los MWCNTS, respectivamente [Zhang et al., 2005].
Los picos de difraccion observados se mantienen en el andlisis de los espectros obtenidos
para ambos tipos de MWCNTs decorados, pero la aparicion de nuevas reflexiones
confirman la presencia de particulas de 0xidos de hierro [Jiang et al., 2011]. Los MWCNTSs
decorados del tipo A (Fig. 2.7a) presentaron nuevos picos de difraccion a 20 = 35.5°, 54.0°
y 63.0°, que corresponden a los planos (311), (422) y (400) de magnetita (Fe3Oa4), pero al
mismo tiempo se superponen con algunos picos de maghemita (y-Fe2Oz), de acuerdo con el
estandar de difraccion de polvos (JCPDS, por sus siglas en inglés) con las tarjetas N° 19-
629 para magnetita (FesO4) y N° 39-1346 para maghemita (y-Fe>O3) [Anthony et al., 2015].
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Los MWCNTSs decorados del tipo B (Fig. 2.7b) presentaron picos de difraccion similares a
20 =35.5°,54.0 °y 63.0 °, lo que sugiere la coexistencia de FesOs y y-Fe,Oz en ambas
muestras de MWCNTSs decorados.

La intensidad de los picos correspondientes a las particulas de 6xido de hierro entre los
MWCNTSs A y B decorados fue diferente, sobre todo cuando se comparo la relacion de las
intensidades del pico de difraccion principal para FesOas a 26 = 35.5° (Izs5), con el pico de
difraccion principal observado en los MWCNTSs a 20 = 26.6 ° (I2e6°). Para los MWCNTS
del tipo A la relacion lxsee/ I3ss° fue de 0.91, mientras que para los MWCNTSs del tipo B
I26.6°/ l3550 fue 8.74. Esto mostro que la intensidad del pico de difraccion asignado a los
Oxidos de hierro en los MWCNTSs decorados del tipo A (tratamiento 1:2-A) es mucho
mayor que la intensidad entre ambos picos obtenida en los MWCNTs del tipo B
(tratamiento 1:2-B), lo cual consistentemente sugiere una mayor densidad de nanoparticulas
decoradas por unidad de area en la superficie de los MWCNTS gue contienen una cantidad

mayor de sitios defectuosos o activos (es decir, los del tipo A).

® MWCNTSs ® MWCNTSs
@ FG304 ® F€3O4

® vy-FeyOq

E y-FeoOq

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

20 30 40 5 6 70
20 (grados) 20 (grados)

Fig. 2.7 Patrones de difraccién de rayos X de los MWCNTSs oxidados y de los MWCNTSs
decorados con dos concentraciones de precursor metalico.
a) MWCNTSs del tipo A, b) MWCNTSs del tipo B.

2.6.4 Analisis termogravimétrico

La Fig. 2.8 muestra el analisis termogravimétrico bajo un flujo de aire sintético (O2/N2) de
ambos tipos de MWCNTSs oxidados y decorados con diferente concentracion en peso de
precursor metalico (1:1 y 1:2). Las pérdidas de peso antes de ~150 °C estan asociadas a la
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evaporacion del agua adsorbida fisicamente y la probable descomposicion de grupos
funcionales que contienen oxigeno. Se ha reportado que la deshidratacion y
descarboxilacién de grupos funcionales se lleva a cabo entre 150 y 350 °C para los
MWCNTSs oxidados [Wepasnick et al., 2011; Rosario-Castro et al., 2009]. Sin embargo, en
los MWCNTSs decorados, las nanoparticulas de 6xidos de hierro catalizan la degradacion
térmica tanto de carbono amorfo, como de la propia nanoestructura del carbono grafitico
[Wepasnick et al., 2011; Rosario-Castro et al., 2009; Zhao et al., 2012], lo que produce una
pérdida de peso marcada en la region de 200 a 300 °C. Una degradacion térmica mas
pronunciada ocurrié para ambos tipos de MWCNTSs decorados a la concentracion 1:2 que a
la 1:1, lo que indica una mayor densidad de particulas presentes en los MWCNTSs con esta
concentracion. Después de esta zona, se produce la degradacion térmica de la estructura de
grafito (sp?) de los MWCNTSs, algo que ocurre a temperaturas mas bajas en los MWCNTSs
decorados. La tasa maxima de pérdida de peso y la temperatura a la que esta
descomposicion se produce méas rapidamente (Tq) se pueden identificar por la derivada de
la curva de los andlisis TGA (recuadro en la Fig. 2.8). Para los MWCNTSs del tipo A, la Tq
de las muestras oxidadas fue de ~621 °C, correspondiente a la oxidacion de la estructura del
grafito; sin embargo, para los MWCNTSs del mismo tipo decorados con una concentracion
de precursor metélico de 1:1y 1:2 la Tq fue de ~505 °C y ~448 °C, respectivamente. Para
los MWCNTSs del tipo B la Tq de las muestras oxidadas fue de ~626 °C, mientras que en las
muestras decoradas con una concentracion del precursor metalico de 1:1 y 1:2 fue de 451
°C y 476 °C, respectivamente. Una mayor estabilidad térmica se encontrd en los MWCNTS
del tipo B con respecto a los de tipo A; esto se correlaciona bien con la estructura menos
defectuosa caracterizada por espectroscopia Raman. La Tq inferior observada en las
muestras decoradas confirma la mayor actividad catalitica de oxidacion de las
nanoparticulas de 6xido de hierro, lo cual ha sido también sugerido por otros autores
[Wepasnick et al. 2011, Rosario-Castro et al 2009, Zhao et al. 2012, Kauffman et al. 2010].
El hecho de que la descomposicion se produce a temperaturas mas bajas para las
concentraciones de 1:2 con respecto a 1:1, especialmente para los MWCNTSs del tipo A (ver

inserciones en Fig. 2.8), indica una mayor cantidad de nanoparticulas de 6xido de hierro.
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Fig. 2.8 Termogramas de TGA de los MWCNTSs oxidados y decorados con diferente
concentracion en peso del precursor metalico. a) MWCNTSs del tipo A, b)
MWOCNTSs del tipo B.

Los MWCNTSs oxidados de ambos tipos pierden préacticamente la totalidad de su masa a ~
650 °C. La masa residual después de 650 °C para ambos tipos de MWCNTSs decorados con
diferente concentracion de precursor metalico proporciona informacion valiosa acerca de la
cantidad de particulas de 6xido de hierro presentes en las muestras. En los MWCNTSs del
tipo A la masa residual para el tratamiento 1:2 fue 26.5 % y para el tratamiento 1:1 fue 15.2
%. Las masa residual observada en los MWCNTSs del tipo B fue de 30.8 % para el
tratamiento 1:2 y 24.2 % para el tratamiento 1:1. Los valores porcentuales obtenidos para la
masa residual estan en razonable concordancia con los valores obtenidos por el anélisis
EDX para los mismos tratamientos de decoracion. La mayoria de este porcentaje debe
corresponder al peso de las nanoparticulas de éxido de hierro que decoran los MWCNTSs,
ya que las impurezas metalicas presentes en los MWCNTS antes de la decoracion son < 1%
en peso.

2.6.5 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

La Fig. 2.9 muestra los espectros de XPS de los MWCNTSs decorados (A y B) preparados
con diferentes concentraciones en peso de precursor (1:1 y 1:2). El estudio XPS de ambos
MWCNTSs decorados (Figs. 2.9a y 2.9¢c) mostré bandas a ~ 285, 532 y 711 eV, que se
atribuyen a la distribucion energética de los orbitales C 1s, O 1s y Fe 2p, respectivamente
[Liu et al., 2009; Fan y Li, 2012; Han et al., 2012]. Fe 2p12 y Fe 2p32 son bandas situadas a

711y 724.9 eV respectivamente, relacionadas con los estados quimicos del Fe en FezOa
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[Missana et al., 2003; Torres Sanchez, 1990; Jiang et al., 2011]; el orbital entre Fe 2p12 y
Fe 2pa (inserciones en las figuras 2.8a y 2.8c) sugiere que los estados de Fe adicionales
pueden encontrarse en la forma y-Fe>Os [Kauffman et al., 2010; Han et al., 2012; Jiang et
al., 2011]. Se observo un corrimiento de 532 a 530 eV y una ampliacion del ancho de la
banda del orbital O 1s para las muestras decoradas (Figs. 2.9b y 2.9d). Esta banda se
analizo adicionalmente por deconvolucion empleando distribuciones Lorentzianas (véase el
recuadro de la deconvolucion en las Figs. 2.9b y 2.9d). Tres bandas estn presentes en los
espectros de deconvolucion del orbital O 1s (recuadro de las Figs. 2.9b y 2.9d) que
corresponden a C=0 en 532.8 eV, C-O-H en 531.3 eV y Fe-O-Fe en 530.2 eV [Han et al.,
2012]. EI FWHM de esas bandas es 2.29 eV para C=0, 1.50 eV para C-O-H y 0.99 eV para
Fe-O-Fe en los MWCNTSs del tipo A, y 2.13 eV para C=0, 1.50 eV para C-O-H y 0.98 eV
para Fe-O-Fe en los MWCNTSs del tipo B. Estas bandas puede relacionarse con la
contribucion de oxigeno en FesO4 [Han et al., 2012]. La relacion entre las intensidades XPS
de Fe-O-Fe (530.2 eV) y C-O-H (531.3 eV) en los MWCNTSs del tipo A (I re-o-re/l c-0-H) fue
de ~2.5, mientras que para MWCNTS de tipo B | re-o-re/l c-o-n fue de ~2.2. La diferencia
entre estas relaciones de intensidad sugirio consistentemente que existe una mayor densidad
de nanoparticulas de FesO4 en los MWCNTSs del tipo A. Asi, el analisis XPS confirmé que
la magnetita (Fez04) es la fase dominante presente en las nanoparticulas de decoracion y
que coexiste con maghemita (y-Fe;Oz). La relacion de intensidades en el analisis de
deconvolucion también sugirié que una mayor densidad de nanoparticulas de decoracion
estd presente en los MWCNTSs del tipo A comparado con los MWCNTSs del tipo B, lo que

es consistente con los resultados obtenidos por DRX y TGA.
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Fig. 2.9 Espectros XPS de los MWCNTSs (A y B) oxidados y decorados con distinta
concentracion de precursor metalico (1:1 y 1:2). a) MWCNTSs del tipo A, b) Orbital
O 1s de los MWCNTSs del tipo A, ¢) MWCNTSs del tipo B, d) Orbital O 1s de los
MWCNTSs del tipo B.

2.6.6 Magnetometria de muestra vibrante

Para conocer de manera preliminar el caracter magnético de los MWCNTSs decorados con
particulas de 6xido de hierro se realiz6 un experimento con un pequefio iman comercial de
0.4 T en su superficie. Para ello se depositd 3 mg de los MWCNTSs (oxidados y decorados)
en contenedores de vidrio y se pusieron en contacto con el iman. En la Fig. 2.10 se observa
como los MWCNTSs decorados con nanoparticulas de 6xido de hierro son atraidos por el
iman (Figs. 2.10b y 2.10d), a diferencia de los MWCNTSs solamente oxidados (Figs. 2.10a

y 2.10c), quienes permanecen en el fondo del contenedor.
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: § g g ‘
Fig. 2.10 Experimentos magnéticos usando MWCNTSs (A y B) decorados con la
concentracion de precursor metélico 1:2. a) Tipo A solo oxidados, b) Tipo A
decorados, c) Tipo B solo oxidados, d) Tipo B decorados.

Con el fin de cuantificar de modo mas formal el comportamiento magnético de los
MWCNTSs decorados con particulas magnéticas, se utilizd la técnica de magnetometria de
muestra vibrante. La Fig. 2.11 muestra los bucles de histéresis magnética de ambos tipos de
MWCNTSs decorados utilizando esta técnica. En los MWCNTSs del tipo A la magnetizacion
de saturacion de las muestras decoradas con los tratamientos 1:1-A y 1:2-A fue de ~1.7 y
~5.6 emul/g, respectivamente, con campos coercitivos de 90.9 Oe para el tratamiento 1:1-A
y 92.9 Oe para 1:2-A. Para los MWCNTSs del tipo B la magnetizacion de saturacion es ~ 2
emu/g con un campo coercitivo de 179.5 Oe en el tratamiento 1:1-B, y ~4.3 emu/g con un
campo coercitivo de 161.5 Oe para el tratamiento 1:2-B. Aunque pequefia, la histéresis en
las curvas no es cero, de modo que el comportamiento puede ser clasificado como
ferrimagnético. Los valores relativamente bajos de magnetizacion de saturacion evidencian
aun mas la presencia de maghemita. Con la concentracion 1:1 de precursor metélico, ambos
MWCNTSs decorados presentan valores similares de magnetizacion de saturacion, pero para
los tratamientos de decoracion con la concentracion del precursor de 1:2, los valores de
saturacion son mas altos para los MWCNTSs del tipo A con respecto a los del tipo B. Las
diferencias en los valores de magnetizacion de saturacion pueden ser atribuidas a las
diferencias en el grado de cobertura de FesOs sobre los MWCNTSs, la dispersion y el
tamarfio de particula [Wan et al., 2007; Fan y Li, 2012; Gao et al., 2009].
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Fig. 2.11 Curvas de magnetizacion de los MWCNTSs decorados con tratamientos de
diferente concentracion de precursor metélico (1:1y 1:2). a) MWCNTSs del
tipo A, b) MWCNTSs del tipo B.
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Capitulo 3. Inmovilizacién de la enzima glucosa oxidasa
sobre nanotubos de carbono

3.1 Introduccion

Los biosensores electroquimicos son actualmente de los méas populares entre los distintos
tipos de biosensores. En el campo de los biosensores electroquimicos, los MWCNTS han
sido utilizados en los ultimos afios como sustratos o mediadores en electrodos compuestos,
demostrando una transferencia directa de electrones hacia un gran nimero de moléculas
activas [Carrara et al., 2014; Balasubramanian y Burghard, 2006]. La explicacién mas
simple a este hecho es que el area superficial de los MWCNTSs contribuye a la zona
electroquimicamente activa del electrodo de trabajo en el que se depositan, aunque el
mecanismo para la transferencia de electrones entre los MWCNTSs y las biomoléculas aun
no es entendido completamente y debe considerarse el sistema especifico en estudio
[Carrara et al., 2014].

La inmovilizaciéon de enzimas sobre MWCNTS representa una alternativa atractiva en el
estudio de sensores electroquimicos de glucosa [Balasubramanian y Burghard, 2006; Rivas
et al., 2007]. Estudios recientes demuestran que las enzimas retienen su actividad cuando se
inmovilizan sobre superficies modificadas con nanoparticulas metélicas [Palwai et al.,
2007], ademas de proporcionar un medio de conduccién electronico para alcanzar elevados
niveles de estabilidad y sensibilidad [Lin et al., 2004; Gao et al., 2007]. Se ha reportado
también que los electrodos modificados con la combinacion de MWCNTSs y nanoparticulas
metalicas producen mejoras en sus propiedades electrocataliticas y con ello en las
propiedades de deteccidn de los biosensores electroquimicos desarrollados a partir de estos
electrodos [Teymourian et al., 2012]. Utilizando voltametria ciclica se ha demostrado el
papel importante que juegan las nanoparticulas metalicas en los sensores de glucosa con
MWCNTSs, facilitando la transferencia directa de electrones entre los centros activos de las
enzimas y el electrodo (esto al reducir la distancia existente), ademas de incrementar la
corriente eléctrica de los procesos [Zhang et al., 2011].

Es por ello que en este trabajo se siguieron dos estrategias de funcionalizacion previas a la
inmovilizacion de la enzima sobre la superficie de los MWCNTSs, una que plantea
solamente la oxidacion de los MWCNTSs y otra en la que estos MWCNTSs oxidados se

decoran con nanoparticulas de éxido de hierro, para posteriormente inmovilizar la enzima
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GOx sobre la superficie de los MWCNTSs. Los resultados incluyen la caracterizacion de la
inmovilizacion de las enzimas sobre los MWCNTSs por técnicas fisicoquimicas y
electroquimicas, asi como la respuesta obtenida en el sensado de glucosa en disolucién por
diferentes técnicas electroquimicas, enfatizando las diferencias de utilizar MWCNTS con o
sin decoracion, pues este punto en particular aun no se encuentra reportado en la literatura

cientifica.

3.2 Materiales

Para la caracterizacion fisicoquimica y electroquimica inicial se emplearon dos tipos de
MWCNTs comerciales adquiridos de Bayer MaterialScience (MWCNTs A) y de Cheap
Tubes Inc. (MWCNTs B), cuyas especificaciones se encuentran en la Tabla 2.1.
Posteriormente, la caracterizacion electroquimica del sensado de glucosa fue llevada a cabo
solamente con los MWCNTSs del tipo B. La enzima utilizada fue glucosa oxidasa (GOX)
de Aspergillus niger en polvo liofilizado con 100,000 u/g s6lido sin oxigeno afiadido
(Sigma Aldrich, San Luis MO., EUA). Otros reactivos utilizados fueron N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) y N-hidroxisulfosuccinimida (NHS), utilizados
como agentes de acoplamiento en la inmovilizacion de la enzima. Una disolucion buffer
fosfato salino (PBS) a 1 M y pH=7.4 fue empleada como electrolito y D-(+)-glucosa grado
reactivo fue utilizada en la preparacion de disoluciones milimolares con glucosa afiadida,
todos adquiridos de Sigma Aldrich (San Luis MO, EUA).

3.3 Metodos

3.3.1 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa sobre nanotubos de carbono

La metodologia utilizada para la inmovilizaciébn de las enzimas requiere realizar
modificaciones superficiales previas a los MWCNTSs. Primeramente, los MWCNTS son
oxidados mediante un tratamiento acido (ver secciéon 2.3.1) y posteriormente, decorados
con nanoparticulas de oxidos de hierro (ver seccion 2.3.2), para finalmente inmovilizar en
su superficie a la enzima GOX.

Para la inmovilizacion de la enzima GOx sobre los MWCNTS se utilizd un mecanismo de
amidacion basado en el acoplamiento entre los grupos funcionales carboxilicos presentes en

los MWCNTs y la enzima GOx (union covalente). La inmovilizacion se realizé para ambos
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tipos de MWCNTs oxidados y también para ambos tipos de MWCNTSs decorados con
particulas de dxidos de hierro utilizando la siguiente metodologia: primero se disperso en
bafio de ultrasonido 10 mg de MWCNTs en 10 mL de agua desionizada por 1 h;
seguidamente se llevo la dispersion a agitacion mecanica (100 rpm) durante 5 min y
continuando con la agitacidn mecanica se gener6 una atmosfera inerte dentro del recipiente
con nitrégeno gas. Bajo atmosfera inerte se agregaron 20 mg de EDAC y a continuacion 30
mg de NHS (agentes de acoplamiento); una vez disueltos, se afiadi6 8 mg de la enzima
GOx y se continud la agitacion durante 24 h. Los MWCNTSs inmovilizados con la enzima
GOx se filtraron y lavaron con agua desionizada y se guardaron para su posterior uso en
refrigeracion.

3.3.2 Caracterizacion fisicoquimica

Los analisis FT-IR de las muestras de MWCNTSs vy la enzima se realizaron utilizando la
técnica de absorbancia en el equipo FT-IR Thermo Scientific Nicolet 8700 trabajando a un
intervalo espectral de 4000 a 400 cm™. Los espectros IR se obtuvieron de pastillas
preparadas con KBr (110 mg secado a 80 °C) con una pequefia cantidad de muestra (~1
mg); los espectros se normalizaron con la banda de absorcion del enlace C-H (2920-2850
cm) para su mejor analisis.

Para el analisis por EDX se empleé un equipo JEOL modelo SEM 6360LB realizando
barridos en zonas de 50 um y para el caso de la enzima GOx se recubrié la muestra con un
depdsito de oro-paladio.

3.3.3 Caracterizacion electroguimica

Los experimentos electroquimicos se realizaron en un potenciostato Autolab PGSTAT 302-
72971 Eco-Chemie utilizando una celda electroquimica de tres electrodos (Fig. 3.1) vy el
software “Nova”. Como electrodo de referencia (ER), se empleé un SCE, como
contraelectrodo o electrodo auxiliar una barra de grafito (EA) y como electrodo de trabajo
se empled un disco de carbon vitreo de 3 mm de didmetro (ET).

Partiendo de una dispersion en ultrasonido de 10 mg de MWCNTs en 10 mL de agua
desionizada (1 mg/mL), se tom¢ la cantidad ~6 pL de la muestra a estudiar con la ayuda de
una micropipeta y se depositd gota a gota sobre la superficie activa del electrodo de carbon

vitreo.
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Se utilizé PBS como electrolito soporte ya que su uso ha sido frecuentemente reportado en
la caracterizacion electroquimica de MWCNTSs en biosensores [Buzanovskii, 2012;
Janegitz et al., 2011]. Para los experimentos de sensado de glucosa, se afiadieron cantidades
milimolares de D+(-)glucosa a la disolucion de PBS. Antes de cada prueba la disolucion
electrolitica (PBS) se burbuje6 3 minutos con nitrégeno con el fin de generar una atmosfera
inerte y eliminar el oxigeno disuelto. La preparacion del ET se realizé de la misma forma

en todos los experimentos electroquimicos.

EA

I!
y U

Electrolito

Fig. 3.1 Celda electroquimica de tres electrodos utilizada en la caracterizacion
electroquimica.

La caracterizacion electroquimica se llevd a cabo utilizando tres técnicas, voltametria
ciclica (VC), espectroscopia de impedancia electroguimica (EIS) y cronoamperometria
(CA). Para la técnica de voltametria ciclica se utilizaron intervalos de potencial de -1 a1V
y de -0.7 a-0.3 V (en relacion al electrodo de referencia utilizado, SCE) con velocidades de
barrido entre 10-100 mV/s y diferentes concentraciones de glucosa disuelta en PBS. En el
analisis EIS se utilizé un intervalo logaritmico de frecuencia desde 75 mHz hasta 20 kHz, a
un potencial de -0.5 V (intervalo de potencial en el que se registré la mayor actividad de la
enzima GOx en VC) y una amplitud de 0.075 V efectivos (RMS), a una sola concentracion
de glucosa disuelta en PBS (5 mM). Por otra parte, en cronoamperometria se empleo el
mismo potencial que para EIS, a diferentes tiempos y concentraciones de glucosa en PBS.
Cada experimento realizado se repitio en las mismas condiciones al menos cinco ocasiones,

utilizando electrodos de trabajo diferentes en cada experimento.
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3.4 Resultados
3.4.1 Analisis electroquimico de nanotubos de carbono decorados con particulas de 6xidos
de hierro
Inicialmente se caracterizaron por voltamperometria ciclica los MWCNTSs de ambos tipos
(A y B) sin tratamiento, oxidados y decorados con particulas de 6xidos de hierro. Los
voltamperogramas obtenidos muestran la densidad de corriente obtenida en el proceso (j,
que es la corriente dividida por el &rea), en funcion del potencial aplicado (E) en referencia
al SCE [Mabbott, 1983]. Los parametros méas importantes de un voltamperograma ciclico
son la magnitud de la corriente de pico anddico (ipa) y del pico catddico (ipc), asi como sus
potenciales correspondientes (Epa Y Epc). La Fig. 3.2a muestra los voltamperogramas
obtenidos de MWCNTSs del tipo B sin tratamiento en PBS a diferentes velocidades de
barrido de potencial, en donde se han indicado los valores de Epa, ipa, Epc € Ipc, para una
velocidad de barrido de 100 mV/s. Para ejemplificar lo observado s6lo se presentan los
MWCNTSs del tipo B, pues los resultados fueron muy similares. Inicialmente para cada tipo
de MWCNT, se estudio el efecto de la velocidad de barrido del potencial (100, 75, 50, 25 y
10 mV/s) en PBS, ver Fig. 3.2a.

a MWCNTSs B sin tratamiento | b) MWCNTs B Oxidados
30 -

Ciclo 1
——Ciclo 2
I —— Ciclo 30

S

Velocidad de barrido = 50 mV/s

L s N N N -2 L
-1.0 -08 06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E (V vs. SCE) E (V vs. SCE)

Fig. 3.2 Voltamperogramas de los MWCNTs B en PBS. a) MWCNTS sin tratamiento a
diferentes velocidades de barrido, b) MWCNTSs oxidados a 50 mV/s por 30 ciclos.

Como se observa en la Fig. 3.2a, el pico redox simétrico observado a -0.01 V no cambia de

posicién por efecto de la velocidad de barrido. Con la disminucion de la velocidad de
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barrido se mejora ligeramente la definicidn de los picos redox, pero su posicion y forma son
muy similares. De este modo, se eligio la velocidad de 50 mV/s para reportar todos los
espectros subsecuentes analizados. En esta velocidad de barrido se observa una buena
definicion de los picos redox de las especies presentes y un tiempo de analisis aceptable,
propicio para llevarse a cabo la reaccion.
En la Fig. 3.2b se presenta el proceso de estabilizacion de la superficie del electrodo en una
misma velocidad de barrido (50 mV/s). Como se observa existe una ligera disminucion en
la densidad de corriente eléctrica del proceso conforme aumenta el nimero de ciclos en la
voltamperometria. Esto es caracteristico de la formacion de la doble capa electroquimica
(zona interfacial metal-solucion donde existen las especies cargadas y los dipolos
orientados) y la absorcion de iones del electrélito que presenta una carga capacitiva
[Janegitz et al., 2011]. Como se observa en la Fig. 3.2b, la estabilizacion se obtiene del
tercer ciclo en adelante, a partir de este ciclo la disminucién en la corriente eléctrica del
proceso es casi constante, por lo que se eligié el tercer ciclo para presentar todos los
voltamperogramas realizados posteriormente.
En la Fig. 3.3 se presentan los voltamperogramas de ambos tipos de MWCNTSs sin
tratamiento, oxidados y decorados con particulas de éxidos de hierro. La velocidad de
barrido de potencial usada en este voltamperograma fue 50 mV/s, con una ventana de
potencial de -1 a 1 V. En general se observaron caracteristicas similares entre ambos tipos
de MWCNTS, como se describen a continuacion.
La Fig. 3.3a, presenta los resultados obtenidos por voltametria ciclica de los MWCNTS del
tipo A. El electrodo de carbon vitreo sin material depositado () presenta un
comportamiento caracteristico de este tipo de electrodos sin presentar procesos de
oxidacion o reduccion de especie alguna (ver recuadro en la Fig. 3.3a), como era de
esperarse. Sin embargo, en los voltamperogramas obtenidos con los MWCNTSs del tipo A
sin tratamiento (I1), se observan pequefios picos reversibles correspondientes a los procesos
propios del carbono [Minnikanti et al., 2009] y al potencial de ~ -0.25 V y mas negativos (-
0.25 a -0.35 V), que corresponde probablemente a la reaccion mostrada en la Ec. 3.1
[Pourbaix, 1974], por las especies metélicas utilizadas como precursores durante la sintesis
de MWCNTSs.

Ni=Ni""+2¢,Co=Co"™" +2¢ (3.1)

45



Con el namero 11l dentro de la Fig. 3.3a se presentan los voltamperogramas de los
MWCNTSs oxidados en donde se observa un comportamiento similar al observado en los
MWCNTSs sin tratamiento pero desaparecen los picos correspondientes a las especies
metalicas, evidencia de que con el tratamiento oxidativo se eliminan este tipo de impurezas
[Hou et al., 2008]; esto provoca a su vez una disminucion de la corriente eléctrica del
proceso. Los voltamperogramas de los MWCNTSs del tipo A decorados con particulas de
Oxidos de hierro se presentan en la Fig. 3.3a con el numero 1V, y su comportamiento es
marcadamente diferente comparado con lo observado en los MWCNTs oxidados o sin
tratamiento. Las nanoparticulas metalicas de 6xidos de hierro presentes sobre los MWCNTSs
incrementan  significativamente la densidad de corriente eléctrica del proceso,
especialmente en los picos asignados a estas especies metélicas (uno catédico a -0.2 V' y
otro anodico a -0.39 V), por lo que algunos procesos redox observados anteriormente se
enmascaran, debido a la cantidad importante de nanoparticulas presentes. Los picos
dominantes observados a -0.2 V' y -0.39 V corresponden a las nanoparticulas de 6xidos de
hierro depositado sobre las paredes de los MWCNTS, siguiendo probablemente la reaccion
mostrada en la Ec. 3.2 [Pourbaix, 1974].

3FeO +H0 <> Fes0s+ 2 H" +2 ¢ (3.2)

N [ 20 T
100 100 [ g | H /;
k /

x
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r —— (II) MWCNTSs A sin trat. I — (Il) MWCNTSs B sin trat.
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Fig. 3.3 Voltamperogramas (a 50 mV/s) en PBS para los diferentes tratamientos realizados
alos MWCNTSs. a) MWCNTs A, b) MWCNTSs B.
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En la Fig. 3.3b se presentan los voltamperogramas obtenidos para los MWCNTSs del tipo B,
los resultados son similares a los observados en los MWCNTSs del tipo A, es decir, en los
MWCNTSs sin tratamiento (I1) se observan de nueva cuenta los picos de las impurezas
metalicas asi como un incremento en la corriente del proceso. Con la oxidacion (111), el
voltamperograma muestra la desaparicion de los picos de las impurezas metélicas y una
disminucion en su corriente; finalmente los MWCNTS del tipo B decorados con particulas
de 6xidos de hierro (V) presentan los mismos tipos dominantes observados en la Fig. 3.3a,
siguiendo probablemente la reaccion mostrada en el Ec. 3.2.
Comparando los resultados entre ambos tipos de MWCNTSs se observan corrientes
eléctricas ligeramente mayores en los procesos de los MWCNTSs del tipo B (Fig. 3.3b) con
respecto a los de MWCNTSs del tipo A (Fig. 3.3a) antes de la decoracion, probablemente
debido a su mayor calidad estructural, como fue sefialado en el analisis por espectroscopia
Raman del capitulo 2. La mayor densidad de nanoparticulas de 6xido de hierro para el
MWOCNT del tipo A decorado (ver Cap. 2) se hace también evidente en los mayores valores
de corriente de los picosa-0.2Vy-0.39V.
Basandonos en los resultados obtenidos para los MWCNTSs por voltamperometria ciclica, el
comportamiento electroguimico/electrocatalitico sobresaliente de los MWCNTSs del tipo B,
su mayor longitud, mejor calidad estructural, excelentes propiedades eléctricas, y al no
observar diferencias notables en la inmovilizacién con la enzima GOx en pruebas
preliminares, se decidié continuar el desarrollo del trabajo utilizando Unicamente los
MWCNTSs del tipo B.
3.4.2 Andlisis fisicoquimico de la inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa sobre los
nanotubos de carbono
Con la finalidad de corroborar la inmovilizacion de la enzima GOx sobre los MWCNTS se
realizaron analisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) y espectroscopia de infrarrojo
por transformada de Fourier (FT-IR). Estos andlisis, como el resto de la tesis, fueron hechos
solo a los MWCNTSs tipo B (ver Tabla 2.1).
El analisis de la composicion elemental de la enzima GOx y de los MWCNTSs decorados
con particulas de 6xidos de hierro se obtuvo por EDX para distintas zonas de las muestras,
usando tres muestras diferentes. Los elementos presentes en las muestras de los MWCNTSs

decorados con oxidos de hierro, fueron carbono con ~61 % en peso, oxigeno con ~18 % vy
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hierro con ~21 %. La enzima GOXx present6 en su composicion elemental, carbono con ~49
% en peso, nitrégeno con ~17 % y oxigeno con ~35 %.

Utilizando las concentraciones de 4, 8 y 12 mg de enzima GOXx depositada sobre los
MWCNTs B decorados, se realizo el analisis de su composicion elemental. La Fig. 3.4
presenta el analisis de la composicion elemental obtenido en cada una de las variantes
efectuadas en los tratamientos de inmovilizacion para tres zonas diferentes en cada muestra.

Esto nos proporciona una idea del promedio de la cantidad de enzima inmovilizada.
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Fig. 3.4 Andlisis EDX de los tratamientos de inmovilizacion de la enzima GOx sobre los
MWCNTSs B decorados a diferentes concentraciones de la enzima GOx.
a) 4 mg, b) 8 mg, ¢) 12 mg.
Los resultados obtenidos para las tres concentraciones en peso de enzima GOX
inmovilizadas sobre los MWCNTSs B decorados, mostraron la aparicion de nitrégeno con 7
a 15 % p/p, manteniéndose en promedio el porcentaje en peso del carbono y disminuyendo
para el oxigeno y hierro con respecto al anélisis elemental de los MWCNTSs decorados (ver
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seccidn 2.5.2). Como se observa en la Fig. 3.4, la desviacion estandar es mucho menor para
el tratamiento con la concentracion de 8 mg de la enzima GOx (Fig. 3.4b), con respecto a
los tratamientos con 4 y 12 mg (Figs. 3.4a y 3.4c, respectivamente). Para el tratamiento en
el que se utilizé 4 mg de GOx se asume que la cantidad puede no ser suficiente y no existe
una dispersion homogeénea de la enzima sobre los MWCNTS, pues se observan cantidades
con relativa variacion (barras de desviacion estandar) en su composicion porcentual.
Cuando se utilizé6 8 mg de GOx la desviacion estdndar de los anélisis EDX disminuye
considerablemente, practicamente manteniéndose el porcentaje de nitrégeno. Finalmente
para el tratamiento en el que se utilizé 12 mg de GOx, no se observé un incremento
considerable en el porcentaje en peso de nitrdgeno con respecto al tratamiento en el que se
emplearon 8 mg de la enzima (y las barras de desviacion estandar de nuevo aumentan), lo
que se puede traducir en una saturacion de la enzima inmovilizada sobre los sitios activos
generados en los MWCNTSs. Asi, mediante el analisis EDX y al no observar diferencias
significativas en el andlisis FT-IR (a ser discutido), se decidié utilizar 8 mg de la enzima
GOx para su inmovilizacion sobre los MWCNTS.

En la Fig. 3.5 se observan los espectros FT-IR de los MWCNTSs oxidados y la enzima GOx.
Los MWCNTSs oxidados presentan bandas entre 3000-3500 cm™ y ~1400 cm™, lo que
indica la presencia de grupos funcionales hidroxilo; a ~1600 cm™ se encuentra la vibracion
fundamental del carbono en sus enlaces sp?, y también se observan estiramientos de grupos
C-H a 2920 y 2850 cm™ [Schonfelder et al., 2011]; la vibracion de estiramientos de grupos
carbonilo relacionados con la presencia de &cidos carboxilicos se asigna a ~1720 cm™
[Avilés et al., 2009] y finalmente la banda encontrada a ~1110 cm™ se asigna a enlaces CO
[Schonfelder et al., 2011].

La enzima GOXx presenta tres bandas de absorcion que no son observadas en los MWCNTSs
oxidados, asignadas a las amidas I, 11 y 11l [Wille et al., 2003]. En el espectro FT-IR de la
GOx se observan también bandas de absorcion de 3400 a 3440 cm™ asignadas a la amida A
[Wille et al., 2003], correspondiente a la vibracion de alargamiento de grupos N-H libres.
Las posiciones de la amida B se encontraron a 2926 y 2928 cm™ (region de estiramientos
asimétricos de enlaces CHy). Las posiciones de las bandas de la amida | se encontraron en
el intervalo de 1600 y 1700 cm™ asociadas principalmente a las vibraciones de estiramiento

del grupo carbonilo a lo largo de la estructura secundaria del péptido [Singh et al., 2011].
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La banda de absorcion de la amida 1l (enlaces N-H) se encuentra a 1551 cm™, y las de la
amida 111 (enlaces C-H) se encuentran a 1242 y 1244 cm™ [Singh et al., 2011].

GOx
Amida A Amida |

MWCNTs Oxidados

Amida ll

Amidallll

Cc-0

Absorbancia (u.a.)

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ndamero de onda (cm™

Fig. 3.5 Espectros FT-IR de la enzima GOx y los MWCNTSs oxidados.

Las bandas de absorcion diferentes entre los MWCNTSs y la enzima GOx son importantes
para identificar la presencia de algin enlace generado después de la reaccion de
inmovilizacion por la interaccién entre los grupos funcionales de la enzima y los
MWCNTSs. Los espectros obtenidos después de la reaccion de inmovilizacion de la enzima
GOx sobre los MWCNTSs oxidados y subsecuentemente decorados con particulas de 6xidos
de hierro se muestra en la Fig. 3.6. En la Fig. 3.6a se presentan los espectros obtenidos para
los MWCNTSs, oxidados (arriba) y decorados (abajo) con particulas de 6xidos de hierro
después de la reaccion de inmovilizaciéon utilizando 8 mg de la enzima GOx. No se
observan diferencias significativas entre los espectros de MWCNTSs oxidados respecto a los
MWCNTSs decorados después de la inmovilizacion, lo cual indica que las particulas de
oxido de hierro no generan una accion desfavorable en la inmovilizacion de la enzima GOx
sobre los MWCNTS.

Comparando los espectros de la Fig. 3.6a con los de la Fig. 3.5 (antes y después de la
inmovilizacion) se observan algunos cambios significativos. En las bandas de absorcion
entre 3000-3500 cm se observa un ligero incremento en la intensidad y la convolucion de
las bandas a una sola banda de absorcion significativa a ~3400 cm™, lo que sugiere que las

vibraciones de estiramientos OH son dominantes en la muestra o tal vez por la presencia de
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agua residual. Otras diferencias que encontramos son el incremento en la intensidad de los
enlaces C-H y en el ancho de banda de los enlaces O-H a 1400 cm™ y C-O a ~1110 cm™.
Existe un traslape en las bandas de absorcion asignadas a la amida Il en la enzima GOx y
de los enlaces C-O en los MWCNTS, ya que en los espectros propios de cada muestra (Fig.
3.6) presentan bandas de absorcion marcadamente distintas y en el espectro de la Fig. 3.6a
(producto de la reaccion de inmovilizacién), se traslapan. Sin embargo, la identificacion de
ambas bandas es notoria.
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Fig. 3.6 Espectros FT-IR de los MWCNTSs conteniendo GOx inmovilizada. a) MWCNTSs
oxidados y decorados con GOx inmovilizada, b) deconvolucion de la regién de
1700-1550 cm™ para los MWCNTS oxidados, ¢) deconvolucion de la region de

1700-1550 cmt para los MWCNTSs decorados.

El cambio mas significativo en los espectros con la inmovilizacion de la enzima GOx sobre
los MWCNTSs se presenta entre 1700 y 1550 cm™, donde encontramos antes de la reaccion
de inmovilizacion (Fig. 3.6) a los enlaces C=C de los MWCNTs (a ~1600 cm™), y las
amidas | (1600-1700 cm™) y 11 (1551 cm™) propias de la enzima GOx. Después de la
reaccion de inmovilizacion se nota un traslape en estas bandas que no permite identificar
con facilidad los grupos funcionales caracteristicos. Para un analisis mas puntual, y con el
fin de identificar las posiciones exactas de la contribucion de ambas especies en la nueva

banda observada, se realizd la deconvolucién de esta region como se muestra en la Fig.
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3.6b para los MWCNTSs oxidados y en la Fig. 3.6¢ para los MWCNTSs decorados con
particulas de Oxidos de hierro. Las deconvoluciones se realizaron tomando como valores de
referencia los valores observados en las bandas de absorcion de los espectros de la enzima
GOx y los MWCNTSs antes de la inmovilizacion (Fig. 3.5).

Las deconvoluciones demostraron que la nueva banda observada en los espectros de los
MWCNTSs despueés de la inmovilizacion con la enzima GOx, provienen del traslape de tres
bandas caracteristicas de las especies antes de la inmovilizacion, C=C a ~1600 cm™, amida
| entre 1600-1700 cm™ y amida Il a 1551 cm™. Esto sugiere la generacion de nuevos
enlaces (probablemente uniones covalentes) entre la enzima GOx y los MWCNTSs, como ha
sido discutido en la literatura [Wu et al., 2010].

Finalmente, en la Fig. 3.7 se presentan los espectros FTIR obtenidos de las diferentes
concentraciones de enzima (4, 8 y 12 mg) estudiadas en la inmovilizacién de GOx sobre los
MWCNTSs decorados. Como se puede observar, no se generan nuevas bandas de absorcion,
ni cambios significativos en los espectros al variar la concentracion de la enzima GOx. La
definicion de las bandas mejora ligeramente conforme incrementa la cantidad de enzima
GOx depositada. Por esta razon y por las razones expuestas en el andlisis por EDX se

utilizaron 8mg de GOXx para los analisis subsecuentes en este trabajo.
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Fig. 3.7 Espectros FT-IR de los tratamientos de inmovilizacion realizados a los MWCNTSs

decorados con particulas de 6xidos de hierro a distintas concentraciones de la
enzima GOX.
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3.4.3 Deteccidn de glucosa por voltamperometria ciclica

En la Fig. 3.8 se presentan los voltamperogramas obtenidos del depdsito sobre el electrodo
de trabajo de los MWCNTs con la enzima GOx inmovilizada, utilizando PBS como
electrolito (pH=7.4). En la Fig. 3.8a, correspondiente a los MWCNTs oxidados, se
observan claramente tres picos redox, el primero a un potencial de ~ -0.5 V (ver recuadro
de la Fig. 3.8a), simétrico y caracteristico de la actividad de la enzima GOx inmovilizada
sobre los MWCNTSs y su transferencia directa de electrones [Grosse et al., 2013]. El pico de
potencial al que sucede este proceso puede variar ligeramente dependiendo del pH de la
disolucion electrolitica en la que se lleve a cabo [Cai y Chen, 2004; Janegitz et al. 2011].
Este pico redox se relaciona con la oxidacién y reduccién de la enzima GOXx por la accion
de un electrén sobre su grupo prostético FAD que actla como sitio activo, y ha sido
reportada como la transferencia directa de electrones de la enzima GOx inmovilizada sobre
electrodos modificados con MWCNTSs [Guascito et al. 2011; Cai et al 2004; Liu et al.
2007b; Yin et al. 2005; Janegitz et al. 2011]. El segundo y tercer pico redox se encuentran
entre 0.05-0.2 V y 0.5 V, relacionados con la oxidacion de la enzima en la region de la
doble capa y la oxidacién de los grupos superficiales presentes en los MWCNTS,

identificados en otros trabajos [Guascito et al. 2011; Kinoshita, 1988].
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Fig. 3.8 Voltamperogramas ciclicos de los MWCNTS con la enzima GOx inmovilizada.
a) MWCNTSs oxidados, b) MWCNTSs decorados con nanoparticulas de 6xidos de
hierro. Velocidad de barrido 50 mV/s, en PBS (pH=7.4).
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En la Fig. 3.8b se presenta el voltamperograma obtenido de los MWCNTSs decorados con
nanoparticulas de 6xidos de hierro con la enzima GOx inmovilizada; en este espectro se
observan de nuevo los tres picos redox descritos en la Fig. 3.8a, confirmando también el
éxito en la inmovilizacion de la enzima GOx sobre los MWCNTS decorados. La deteccion
electroquimica de la enzima GOx inmovilizada sobre los MWCNTSs decorados corrobora
que la decoracion no obstaculiza la inmovilizacion y deteccion de la enzima GOx sobre los
MWCNTs, como fue también observado en el andlisis por FT-IR. La Unica diferencia
significativa que se observa entre los espectros de los MWCNTSs decorados y oxidados se
encuentra quiza en la magnitud de la densidad de corriente (j). Para potenciales positivos,
cercanos a 1 V, las corrientes de los MWCNTSs decorados con particulas de éxidos de
hierro se vuelven ligeramente mayores.
En los recuadros de la Fig. 3.8 se observa la repeticion del andlisis por VC de los
MWCNTSs decorados con GOx inmovilizada, pero en este caso se ha reducido la ventana de
potencial utilizada a una de -0.7 a -0.3 V, debido a que en este intervalo de potencial
(alrededor de -0.5 V) ocurre la transferencia de electrones entre la enzima y la glucosa en
disoluciéon [Grosse et al., 2013]. De este modo, se decidi6 utilizar este intervalo de
potencial (de -0.7 a -0.3 V) para todos los analisis posteriores.
Seguidamente, la caracterizacion de la deteccion de glucosa por VC para los MWCNTS con
la enzima GOx inmovilizada, se realizé preparando disoluciones de 1, 2.5, 5 y 10 milimoles
por litro (mM/L) con D-(+) glucosa en PBS, Fig. 3.9. Trabajos previos utilizando este tipo
de analisis han observado una respuesta de la interaccion entre la enzima GOx y la glucosa
en disolucion como funcion de su concentracion [Li et al., 2010; Cui et al., 2011]. Esta
interaccion enzima-glucosa sigue probablemente la reaccion enzimatica [Degani y Heller,
1987; Wu et al., 2010],
GOx (FAD) + D-(+)-glucosa — &cido glucénico (gluconolactona) + GOx (FADH2) (3.3)

Si se oxida o reduce el grupo prostético de la enzima se tiene que,

GOx (FAD) + 2~ + 2H* — GOx (FADHD>) (3.4)

GOx (FADH,) + O, — GOx (FAD) + H20> (3.5)
Estas concentraciones se encuentran en el intervalo de las reportadas en la literatura para
sensores de glucosa [Shan et al., 2009; Liu et al., 2007; Kong et al., 2009] e igualmente se
encuentran en el intervalo fisiolégico de la sangre humana [Mandal, 2013]. Los niveles de
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glucosa en la sangre suelen expresarse en mg/dL, y el intervalo encontrado en el ser
humano (antes de una comida completa) esta entre 82-110 mg/dL (~4.4-6.1 mM/L) y post-
comida hasta ~180 mg/dL (~10 mMY/L) [Chen et al., 2013; Mandal, 2013].

En la Fig. 3.9 se presentan los resultados obtenidos en el sensado de glucosa con
concentraciones de 1, 2.5, 5 y 10 mM/L de glucosa disuelta en PBS, incluyendo como
referencia la disolucion de PBS sin glucosa; el grafico obtenido fue realizado a una
velocidad de barrido de 50 mV/s, con una ventana de potencial de -0.7 a -0.3 V, ya que la
oxidacion y reduccion de la enzima GOx y la glucosa disuelta en solucién ocurre a ~ -0.5
V. En la Fig. 3.9a se presentan los voltamperogramas obtenidos de los MWCNTSs oxidados
e inmovilizados con la enzima GOx. Marcado con el nimero I, el electrolito soporte (PBS)
y el sensado de glucosa se evalla para cuatro diferentes concentraciones (1 mM/L marcado
con el namero 11, 2.5 mM/L numero 111, 5 mM/L nimero IV y 10 mM/L namero V). Todas
ellas presentan un pico de oxidacion a -0.49 V y de reduccién a -0.54 V, teniendo entre
ambos un desplazamiento de 0.05 V.

En la Fig. 3.9b se observa el comportamiento de los voltamperogramas obtenidos en el
analisis de los MWCNTSs decorados con nanoparticulas de éxidos de hierro con la enzima
GOx inmovilizada. Los potenciales de oxidacion-reduccién fueron iguales a los observados
en los MWCNTSs oxidados (Fig. 3.9a); sin embargo la forma del voltamperograma cambia
drasticamente; asi mismo, se observa un incremento en la densidad de corriente de los
procesos con respecto a los MWCNTSs oxidados. Ademas se observd que la densidad de
corriente eléctrica (j) incrementa conforme incrementa la concentracion de GOx en

disolucion para MWCNTSs, tanto oxidados como decorados.
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Fig. 3.9 Voltamperogramas ciclicos de MWCNTSs con GOx inmovilizada en diferentes
disoluciones electroliticas a 50 mV/s. a) Oxidados y b) Decorados con
nanoparticulas de 6xidos de hierro. ImM ~ 18 mg/dL.

Para una mejor cuantificacion de la sensibilidad de la densidad de corriente (j) a los
cambios en concentracion de glucosa, la densidad de corriente correspondiente a los picos
de oxidacion (-0.49 V) y reduccion (-0.54 V) fue registrada y su diferencia (Aj= j-jo)
respecto a la corriente correspondiente a la referencia de PBS sin glucosa (jo) se grafica en
la Fig. 3.10. Como puede observarse, tanto para las corrientes de oxidacion (Fig. 3.10a)
como las de reduccion (Fig. 3.10b) los cambios en Aj son mucho mayores cuando se
emplean MWCNTs decorados con particulas de 6xido de hierro que cuando se emplea
MWCNTSs solamente oxidados. Esto confirmé que los MWCNTSs decorados con particulas

de déxidos de hierro tienen mayor sensibilidad amperométrica a la deteccion de glucosa.
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Fig. 3.10 Variacion en las densidades de corriente de oxidacién y reduccion de los
MWCNTSs oxidados y decorados con particulas de 6xidos de hierro ante la
presencia de glucosa. a) Oxidacion, b) Reduccion.

Para proporcionar una idea cuantitativa de la sensibilidad de los MWCNTSs utilizados como
sensores de glucosa se realizaron ajustes lineales a las gréaficas de la Fig. 3.10, tanto para la
corriente de oxidacién como para la de reduccion. La Tabla 3.1 presenta los valores de los
ajustes lineales obtenidos para los cambios en la densidad de corriente de oxidacion y
reduccion en ambos MWCNTSs, con y sin decoracion de particulas de 6xidos de hierro, asi
como el coeficiente de ajuste lineal (R?). La tendencia de los MWCNTs solamente
oxidados no es lineal en el intervalo de glucosa estudiado (1-10 mM/L) y por ello para el
caso de los MWCNTs oxidados, se requirieron dos ajustes lineales para describir su
comportamiento. Estos dos intervalos se dividieron de 0 a 2.5 mM/L y de 2.5 a 10 mM/L
para la densidad de corriente de oxidacion y de 0 a 1 mM/L y de 1 a 10 mM/L para la
densidad de corriente de reduccion. Para los MWCNTSs decorados la situacion fue diferente
pues sus cambios en la densidad de corriente se ajustan razonablemente a una recta en todo
el intervalo estudiado (1-10 mM/L).
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Tabla 3.1 Pendientes obtenidas de los ajustes lineales a las curvas de la Fig. 3.10, como
indicativos de sensibilidad.

Tratamiento Tipo de Pendiente del Sensibiliplagj
alos corriente ajuste lineal R? amperomeétrica
MWCNTSs (mMY) (LA/mMcm?)
0.740 (de0a 25
Oxidacién 0.13y 0.09 mM/L) y 0.898 (de 0.33y0.23
Oxidados 2.5a 10 mM/L)
1(deOalmM/L)y
Reduccion 0.21y0.01 0.988 (de 1a 10 0.61y0.03
mM/L)
Oxidacién 0.58 0.954 (de 0210 0.85
Decorados 0 95;n Pc/ile/zLo) a10
Reduccion 1.87 mMI/L) 4,75

Las pendientes obtenidas de las rectas proporcionan informacion de la sensibilidad del
sensor. En el caso de los MWCNTSs que fueron solamente oxidados en la corriente de
oxidacion se obtuvo una pendiente de 0.13 mM™? (multiplicada por jo= 2.51 pA/cm?,
obtenemos una sensibilidad de 0.33 uA/mMcm?) para el intervalo de 0 a 2.5 mM/L y 0.09
mM? (jo= 2.51 pA/cm?, sensibilidad= 0.23 pA/mMcm?) para el intervalo de 2.5 a 10
mM)/L. Para la corriente de reduccion de estos mismos MWCNTS se obtuvo la pendiente de
0.21 mM* (jo= 2.89 pA/cm?, sensibilidad= 0.61 pA/mMcm?) el intervalo de 0 a 1 mM/L y
otra pendiente de 0.01 mM™? (jo= 2.89 pA/cm?, sensibilidad= 0.03 pA/mMcm?) en el
intervalo de 1 a 10 mMY/L. Para los MWCNTSs decorados con particulas de 6xido de hierro
en la corriente de oxidacion se obtuvo una pendiente de 0.58 mM™ (jo= 1.46 pA/cm?,
sensibilidad= 0.85 pA/mMcm?) para el intervalo de 0 a 10 mM/L y en la corriente de
reduccion el valor de la pendiente fue 1.87 mM™? (jo= 2.54 pA/cm?, sensibilidad= 4.75
HA/mMcm?) en el mismo intervalo. Esto confirm6 una mejor sensibilidad para los
MWCNTSs decorados con particulas de éxidos de hierro con respecto a los oxidados y una
mayor sensibilidad ante los cambios en la corriente de reduccion que en la de oxidacion. En
general la sensibilidad obtenida es alta, en el rango de los valores reportados en la
literatura, por ejemplo sensibilidades de 0.24 pA/mMcm? [Pang et al., 2009], 0.47
HA/mMcm? [Jose et al., 2012], aunque también existen trabajos con sensibilidades mayores
como 58.9 pA/mMcm? [Baby y Ramaprabhu, 2010] y 112 pA/mMcm? [Chen et al., 2012].

Esto puede explicarse si consideramos que las nanoparticulas de 6xidos de hierro actian
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como centros activos para la enzima GOX, lo que mejora de manera notable la transferencia
de electrones entre la enzima GOXx y el electrodo. Asi, se espera que las particulas de éxido
de hierro promuevan una mejor interacciéon entre la enzima GOx inmovilizada en las
primeras capas del electrodo y la glucosa en disolucion (interfase electrodo-electrolito),
reflejandose en esto cambios mas significativos en la densidad de corriente eléctrica. Esto
se ha explicado en estudios anteriores basandose en la interaccion del grupo prostético de la
enzima GOx (FAD) con las particulas metélicas [Wang y Yao, 2012].

3.4.4 Deteccion de glucosa por espectroscopia de impedancia electroquimica

Para complementar el analisis electroquimico se realizaron también experimentos mediante
las técnicas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y cronoamperometria
(CA). Mediante EIS, se estudio la influencia de la enzima GOx en la deteccion de glucosa,
analizando la respuesta de los MWCNTSs oxidados y decorados con y sin la enzima GOXx
inmovilizada en su superficie. EI comportamiento por impedancia electroquimica de los
MWCNTSs con y sin la enzima GOx se estudia a través de los graficos de Nyquist, (ver
seccion 1.4), donde se representa la parte imaginaria (-Z’”) contra la parte real (Z’) de los
valores de impedancia obtenidos para cada valor de frecuencia aplicada. Para este estudio
se fijé un valor de amplitud igual a 0.075 V eficaces (RMS) a un potencial de -0.5 V. Estos
valores fueron obtenidos de estudios preliminares realizados como parte de este trabajo,
pero no discutidos en esta tesis.

La Fig. 3.11 presenta los graficos de Nyquist obtenidos del analisis de los MWCNTS a un
mismo intervalo de frecuencia (0.075-20000 Hz) y potencial (-0.5 V), utilizando como
electrolito una solucién de 5 mM de glucosa disuelta en PBS.

Como se observa en la Fig. 3.11, existe un comportamiento diferente para cada tipo de
MWCNTSs, sobre todo a altas frecuencias (5-25 kQ). El diametro del semicirculo de los
diagramas de Nyquist disminuye con la inmovilizacién de la enzima GOX, con lo que se

beneficia la transferencia de carga del sistema.
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Fig. 3.11 Gréaficos de Nyquist para los MWCNTSs obtenidos con una amplitud de 0.075 V
eficaces a un potencial de -0.5 V en una disolucion de 5 mM de glucosa en PBS.

Las mediciones obtenidas fueron ajustadas al modelo eléctrico de Boukamp [Boukamp,
1986] que proporciona informacidn sobre la resistencia de la disolucion (Rs), la resistencia
de polarizacién o a la transferencia de carga (Rp) y un elemento de fase constante (CPE),
donde “n” es su exponente y de acuerdo a su valor obtenido se puede determinar el
comportamiento del CPE (Wadburg, capacitor, resistor, etc.). Los valores de CPE, Rp ¥ Rs
obtenidos del ajuste de las mediciones de EIS al modelo eléctrico (recuadro en la Fig. 3.11)
se presentan en la Fig. 3.12. Las barras de dispersion corresponden a 4 repeticiones para
cada tipo de MWCNT. Los valores obtenidos para n (exponente del elemento de fase
constante), en todos los casos resultaron muy cercanos a 1, por lo que se puede considerar

el comportamiento del CPE como capacitivo.
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Fig. 3.12 Valores obtenidos de los graficos de Nyquist ajustados al modelo eléctrico
propuesto para los MWCNTSs con y sin GOx inmovilizada. a) Capacitancia de la
doble capa eléctrica, b) resistencia de polarizacién y c) resistencia de la disolucion.

En la Fig. 3.12b se presentan los valores obtenidos de la simulacion de la resistencia a la
polarizacion del sistema (Rp), también llamada resistencia a la transferencia de carga. Esta
resistencia se relaciona directamente con la actividad de la celda electroquimica, pues es la
que determina la velocidad de las reacciones a efectuarse en la superficie del electrodo de
trabajo, es decir, la rapidez de la transferencia de electrones; mientras menor sea Ry, las
reacciones se desarrollan en menor tiempo [Adekunle y Ozoemena, 2010; Tiwari et al.,
2015]. En los sistemas estudiados, se observo que el valor de Ry disminuyd notablemente
en ambos tipos de MWCNTSs (oxidados y decorados) con la inmovilizacion de la enzima
GOx en su superficie, lo cual se relaciona con la cantidad de cargas negativas de la

superficie de los MWCNTSs [Jeykumari y Narayanan, 2009; Tiwari et al., 2015]. Cuando el
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MWCNT se oxida, se carga con una cantidad importante de grupos funcionales de carga
negativa, principalmente carboxilicos, lo que genera repulsion electrostatica en su
superficie y por ende en la superficie del electrodo de trabajo donde son depositados. Con
la inmovilizacion covalente de la enzima GOX, se reduce drasticamente esa carga negativa
al ser los grupos funcionales carboxilicos los que interactian con la enzima GOXx, con lo
que Rp se reduce notablemente. Con la decoracién con particulas de Oxidos de hierro
sucede algo similar, las particulas se adhieren a la superficie de los MWCNTs
principalmente por fuerzas electroestaticas, con lo que se reduce la repulsion electronica; al
no cubrirse en su totalidad la superficie de los MWCNTSs con las particulas de oxidos de
hierro, la repulsion adn existe. Finalmente, por los mismos argumentos, en los MWCNTSs
decorados y después inmovilizados con la enzima GOx se reduce drasticamente la carga
negativa generada en su superficie, por lo que se reduce notablemente Ry al incorporar la
enzima. Otra probable explicacion puede ser en funcion de la cantidad de enzima
depositada sobre los MWCNTS, es decir, la transferencia de carga en los MWCNTSs debe
estar influenciada por la cantidad de enzima GOx inmovilizada, de tal forma que los
MWCNTSs con una distribucion mas homogénea de GOXx, tendran valores mas pequefios de
Rp.

En la Fig. 3.12c se observan los valores obtenidos de la resistencia de la disolucion (Rs). En
esta grafica se observa una ligera disminucién en los valores de Rs con la inmovilizacion.
Esto puede explicarse si entendemos que con la inmovilizacién de la enzima sobre los
MWCNTSs (depositados en el electrodo de trabajo), se incrementa el transporte de
electrones y disminuye la resistencia entre el electrodo de referencia y el de trabajo.

Con los resultados de EIS se concluye que la actividad de los MWCNTSs oxidados al ser
usados como electrodos de trabajo en la celda electroquimica incrementa con la
incorporacion de nanoparticulas de éxidos de hierro; con la inmovilizacion de la enzima
GOx se reduce notablemente Ry o que permite una mejor reactividad y tiempos de reaccion
mas cortos.

3.4.5 Deteccidn de glucosa por cronoamperometria

Para concluir el analisis electroquimico se utilizo la técnica de cronoamperometria. La Fig.
3.13 muestra los resultados obtenidos en el sensado de glucosa mediante la técnica de CA,

utilizando soluciones de 1 a 10 mM de glucosa a un potencial constante de -0.5 V. La
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respuesta de la intensidad de corriente en el proceso de sensado de glucosa en funcién del
tiempo se presenta en las Figs. 3.13a para MWCNTSs oxidados y Fig. 3.13b para MWCNTSs
decorados con nanoparticulas de 6xido de hierro.

Similar a lo observado en VC, al incrementar la cantidad de glucosa en la solucion PBS
incrementa la intensidad de corriente medida. Para el caso de CA, al tener un potencial fijo
se limita la capacidad de respuesta ante la oxidacion y reduccion de las especies, lo que se
traduce en cambios pequefios en CA en comparacion con lo observado en VC.

De las Figs. 3.13a y 3.13b es posible obtener el tiempo de respuesta de los MWCNTSs
cuando son utilizados como sensores de glucosa en disolucion. Este tiempo de respuesta se
define como el tiempo en el que el espectro se estabiliza, es decir, cuando la corriente de
respuesta es constante en el tiempo (ver recuadro dentro de las Figs. 3.13a y 3.13b). En
nuestro caso, este valor fue considerado como constante cuando la linea horizontal
convergio a variaciones menores al 3 %. En los MWCNTs oxidados los tiempos de
respuesta fueron similares para todas las concentraciones de glucosa estudiadas, mientras
que en el caso de los MWCNTSs decorados con particulas de éxido de hierro los tiempos de
respuesta fueron mas cortos y disminuyen ligeramente conforme incrementa la
concentracion de glucosa en disolucién. Asi, el promedio del tiempo de respuesta del
sensor utilizando MWCNTSs oxidados en el intervalo de 1-10 mM/L de glucosa fue de 8.6 s,
y cuando se utilizaron MWCNTSs decorados con particulas de 6xidos de hierro fue de 6.6 s.
Los resultados obtenidos en el tiempo de respuesta son comparables con trabajos reportados
en la literatura en los que se reportan tiempos de respuesta de 5-10 s en intervalos de

concentracion incluso menores [Li et al. 2010, Upadhyay et al. 2009].
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Fig. 3.13 Resultados obtenidos en la deteccion de glucosa por CA. a) Cronoamperogramas
de los MWCNTSs oxidados, b) cronoamperogramas de los MWCNTSs decorados, ¢)
incremento en la corriente como funcién de la concentracion de glucosa para
MWCNTSs oxidados, d) Incremento en la corriente como funcion de la
concentracion de glucosa para MWCNTSs decorados.

Las Figs. 3.13c y 3.13d se obtuvieron de las Figs. 3.13a y 3.13b graficando una seccion de
5 s para cada concentracion diferente de glucosa en PBS. La seccion del espectro tomada
corresponde al tiempo de estabilizacion del mismo, donde la respuesta en la intensidad de
corriente para cada concentracion de glucosa en PBS es constante en el tiempo (esto es las
variaciones son menores al 3 %). Esta seccidon se graficO para cada concentracion de
glucosa disuelta en PBS de forma continua con el fin de observar el incremento en la
densidad de corriente en funcion de la concentracion. Podemos observar que los
incrementos son mas notables para los MWCNTSs decorados con particulas de 6xidos de

hierro con respecto a los solo oxidados, lo que confirmé lo observado en VC. Asi, cuando
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los MWCNTSs estan decorados con particulas de 6xidos de hierro y se inmoviliza GOx
sobre ellos, la sensibilidad y el tiempo de respuesta del sensor se mejoran con respecto a los
MWCNTSs que solamente son oxidados.
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Conclusiones
En el presente trabajo de tesis doctoral se estudio la decoracion de nanotubos de carbono de
pared multiple con particulas magnéticas de 6xido de hierro y su subsecuente uso en el
sensado electroquimico de glucosa en disolucion (1-10 mM/L) utilizando MWCNTS con y
sin decoracion de particulas de 6xidos de hierro con la enzima GOx inmovilizada.
Inicialmente se oxidaron dos tipos de MWCNTSs con diferente morfologia mediante un
tratamiento acido (mezcla de H2SO4 y HNO3 8.0 M). Con ello, se gener6 una superficie
activa mediante la incorporacion de grupos funcionales, principalmente OH, CO y COOH.
Los MWCNTs oxidados fueron decorados con 20-30 % en peso de nanoparticulas
magnéticas de oxidos de hierro (magnetita, FesO4 coexistiendo con maghemita, y-Fe2Oz)
cuyos diametros fueron de 2-9 nm. Posterior a la decoracidn con nanoparticulas magnéticas
de dxidos de hierro se realizo la inmovilizacion de la enzima GOx sobre la superficie de los
MWCNTSs con y sin decoracion.
Para el andlisis electroquimico, los MWCNTS con la enzima GOx inmovilizada en estudio
fueron depositados sobre la superficie activa de un electrodo de carbén vitreo a partir de
una dispersion en ultrasonido de 10 mg de MWCNTSs en 10 mL de agua desionizada. Este
electrodo de trabajo se utilizd en una celda electroquimica de tres electrodos utilizando
diferentes concentraciones milimolares de glucosa (1-10 mM/L) disuelta en PBS, cubriendo
el intervalo de pacientes sanos y con diabetes.
El analisis electroquimico por voltamperometria ciclica de los MWCNTS tanto oxidados
como decorados con la enzima GOx inmovilizada demostrd el éxito en la deteccion
electroquimica de glucosa en solucién para un intervalo de concentraciones entre 1-10
mM/L de glucosa. Este sensado amperométrico se registré a través del cambio en la
densidad de corriente de los picos de oxidacién y reduccion generados por la interaccién
entre la glucosa y la enzima glucosa oxidasa y para el caso de los MWCNTSs decorados con
nanoparticulas de 6xido de hierro la sensibilidad fue de 0.85 uA/mMcm? en la corriente de
oxidacion y 4.75 pA/mMcm? en la corriente de reduccion.
La simulacién por circuito eléctrico equivalente de los graficos de Nyquist obtenidos por
espectroscopia de impedancia electroquimica de los MWCNTSs tanto oxidados como
decorados mostraron diferencias notables en los parametros eléctricos estudiados (elemento

de fase constante, resistencia de polarizacion del sistema, y resistencia de la solucion)
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cuando contienen glucosa oxidasa inmovilizada respecto a cuando no, evidenciando la
mejora en la transferencia electronica del sistema con la decoracion e inmovilizacion de la
enzima GOXx sobre los MWCNTSs.

El analisis amperométrico de los MWCNTSs tanto oxidados como decorados con la enzima
GOx inmovilizada, utilizando como electrolito PBS con diferentes concentraciones mili-
molares de glucosa mostr6 un tiempo de deteccion rapido (8.6 s en MWCNTS oxidados y
6.6 s en los MWCNTSs decorados) y estable.

La sensibilidad y el tiempo de deteccidn de los MWCNTSs con la enzima GOx inmovilizada
cuando se utilizan como sensores amperomeétricos de glucosa son mejores cuando los
MWCNTSs son decorados con nanoparticulas de d6xidos de hierro que cuando solo son
oxidados. Asi, los nanotubos decorados con nanoparticulas de 6xido de hierro obtuvieron
una sensibilidad de 4.75 pA/mMcm? con una velocidad de respuesta de 6.6 s, lo cual es
comparable con los mejores parametros reportados en la literatura con tiempos de respuesta
de 5-10 s en intervalos de concentracion incluso menores.

De este modo, podemos afirmar que el biosensor electroquimico desarrollado en este
trabajo presenta excelentes caracteristicas analiticas, amplificando la respuesta
amperométrica mediante el uso de nanoparticulas de 6xidos de hierro y mejorando la
sensibilidad y los tiempos de respuesta alcanzados con otras configuraciones similares.
Ademas se observo una reproducibilidad y estabilidad aceptable, lo que demuestra su
potencial utilidad y versatilidad para llevar a cabo la deteccion de glucosa siguiendo la

tendencia de miniaturizacion de este tipo de dispositivos.
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Apéndice A: Variacion de las condiciones experimentales en la decoracion de
nanotubos de carbono con nanoparticulas de 6xidos de hierro

Este apéndice reporta algunas variaciones a las condiciones experimentales utilizadas para
la decoracion de nanoparticulas de oxidos de hierro sobre la superficie de MWCNTS, las
cuales no resultaron en las decoraciones con mejores resultados, pero sirven para definir las
condiciones experimentales finales.

Inicialmente la relacién en peso entre los MWCNTSs vy el precursor metalico (MWCNTS:
FeCls*6H20) fue variandose entre 1:1 y 1:4, y el tiempo de reaccion (reflujo) se vari6 entre
30y 120 min, ver Tabla Al. Los nanotubos del tipo A (ver Tabla 2.1) fueron seleccionados
para estas pruebas. En la Fig. Al se presentan los resultados obtenidos de las variaciones en

los tratamientos de decoracion descritos en la Tabla Al.

Tabla A.1 Tratamientos adicionales realizados en la decoracion de MWCNTS.

MWCNT Tipo A
Razon en peso de MWCNTs: ) ) )
EeCls*6H,0 1:2 1:4 1:4
Tiempo de reflujo (min) 120 30 120
Identificacion 1:2-120 1:4-30 1:4-120

Las micrografias corresponden a tratamientos con un tiempo de reflujo prolongado de 120
min, etiqueta 1:2-120, y un aumento en la concentracion del precursor metalico a 1:4 con
tiempos cortos de reflujo (etiqueta 1:4-30); una combinacién de ambos (1:4-120) es
también reportada. De acuerdo al analisis TEM de estos tratamientos, Fig. Al, se concluye
que a razones de concentracion de precursor mayores a 1:2 (100 mg de MWCNTSs: 200 mg
de FeCl3*6H20) y tiempos de reflujo mayores a 30 min se presentan aglomeraciones de
nanoparticulas de 6xido de hierro y una decoracién no homogénea de los MWCNTSs. De
este andlisis se concluye que el aumento en la concentracion del precursor y/o tiempo de
reaccion respecto a 1:2 y 30 min producen aglomeraciones en las particulas producidas y su

distribucion sobre los MWCNTS es heterogénea. Debido a esto, el cuerpo principal de esta
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tesis solo discute a detalle los resultados obtenidos para razones de concentracion de

MWCNTSs y precursor metélico de 1:1 y 1:2 con 30 min de tiempo de reflujo.

Identificacion
del tratamiento

1:2-120

1:4-30

1:4-120

Grupos de MWCNTSs MWCNTSs individuales

100 nm

S

E
®

.

Fig. A.1 Micrografias TEM de los tratamientos de decoracion adicionales realizados a los

MWCNTSs del tipo A.

69



Referencias
Adekunle A.S., Ozoemena K.I. International Journal of Electrochemical Science, 5: 1726-
1742 (2010).
Ajayan P.M., Schadler L.S., Giannaris C., Rubio A. Advanced Materials 10: 750-753
(2000).
Anthony J.W., Bideaux R.A., Bladh K.W., Nichols M.C. Eds., Handbook of Mineralogy,
Mineralogical Society of America, Chantilly, VA. http://www.handbookofmineralogy.org
Consultado en Enero (2015).
Antunes E.F., Lobo A.O., Corat E.J., Trava-Airoldi V.J., Martin A.A., Verissimo C.
Carbon 44: 2202-2211 (2006).
Atkins P., De Paula J. Atkin’s Physical Chemistry 8th edition, Oxford University Press
(2006).
Avilés F., Cauich-Rodriguez J.V., Moo-Tah L., May-Pat A., Vargas-Coronado R. Carbon
47: 2970-2975 (2009).
Avilés F., Ponce A., Cauich-Rodriguez J.V., Martinez G.T. Fullerenes Nanotubes and
Carbon Nanostructures 20: 49-55 (2012).
Aviles F., Sierra-Chi C.A., Nistal A., May-Pat A., Rubio F., Rubio J. Carbon 57: 520-529
(2013).
Baby T.T., Ramaprabhu S. Talanta 80: 2016-2022 (2010).
Balasubramanian K., Burghard M. Analytical and Bioanalytical Chemistry 385: 452-468
(2006).
Bard A.J., Faulkner L.R. “Electrochemical Methods: Fundamentals and Applications”,
John Wiley & Sons, Inc., New Jersey (2000).
Baughman R.H., Zakhidov A.A., De Heer W.A. Science 297: 787-791 (2002).
Betachek® G5 Tiras de prueba de glucosa en la sangre. www.betachek.com Consultado en
Diciembre (2010).
Binu S., Pillai V.P.M., Pradeepkumar V., Padhy B.B., Joseph C.S., Chandrasekaran N.
Materials Science and Engineering C 29: 183-186 (2009).
Bode H.W. Network Analysis and Feedback Amplifier Design. D. Van Nostrand Company,
Inc. New York (1945).

70



Bogner M., Schnaithmann M., Sdgebarth J., Sandmaier H. Procedia Engineering 5: 1047—
1050 (2010).

Boukamp. B.A. Solids State lonics 20: 31-34 (1986).

Brunauer S., Emmett P.H., Teller E. Journal of the American Chemical Society 60: 309-
319 (1938).

Buzanovskii V.A. Review Journal of Chemistry 2: 53-78 (2012).

Cai C., Chen J. Analytical Biochemistry 332: 75-83 (2004).

Carrara S., Baj-Rossi C., Boero C., De Micheli G. Electrochimica Acta 128: 102-112
(2014).

Chaubey A., Malhotra B.D. Biosensors and Bioelectronics 17: 441-456 (2002).

Chen C., Xie Q., Yang D., Xiao H., Fu Y., Tan Y., Yao S. Royal Society of Chemistry
Advances 3: 4473-4491 (2013).

Chen KJ., Lee C.F.,, Rick J.,, Wang S.H., Liu C.C., Hwang B.J. Biosensors and
Bioelectronics 33: 75-81 (2012).

Cheng T.M., Huang T.K., Lin H.K., Tung S.P., Chen Y.L., Lee C.Y., Chiu H.T. Applied
Materials and Interfaces 10: 2773-2780 (2010).

Chopra N., McWhinney H.G., Shi W. Materials Characterization 62: 635-641 (2011).

Chu M., Shao Y., Peng J., Dai X., Li H., Wu Q., Shi D. Biomaterials 34: 4078-4088 (2013).
Clark, L.C., Lyons C. Annals of the New York Academy of Sciences 102: 29-45 (1962).
Collins P.G., Avouris P. Scientific American 283: 62-69 (2000).

Cui R., Han Z., Pan J., Abdel-Halim E.S., Zhu J.J. Electrochimica Acta 58: 179-183
(2011).

Daenen M., de Fouw R.D., Hamers B., Janssen P.G.A., Schouteden K., Veld M.A.J. The
Wondrous World of Carbon Nanotubes. Multidisciplinary Project Group, Eindhoven
University of Technology, Eindhoven (2003).

Deeken C.R., Cozad M.J., Bachman S.L., Ramshaw B.J., Grant S.A. Journal of Biomedical
Materials Research A 96: 584-594 (2011).

Degani Y., Heller A. The Journal of Physical Chemistry 91 (6): 1285-1289 (1987).

Dillon A.C., Yudasaka M., Dresselhaus M.S. Journal of Nanoscience and Nanotechnology
4: 691-703 (2004).

71


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Brunauer%2C+Stephen
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Emmett%2C+P.+H.
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Teller%2C+Edward

Ding Y., Wang Y., Su L., Bellagamba M., Zhang H., Lei Y. Biosensor and Bioelectronics
26: 542-548 (2010).

Dominguez C.M., Quitanilla A., Ocon P., Casas J.A., Rodriguez J.J. Carbon 60: 76-83
(2013).

Dresselhaus G., Dresselhaus M.S., Nakada K., Fujita M. Physical Review B 54: 17954-
17961 (1996).

Dresselhaus M.S., Dresselhaus G., Saito R., Jorio A. Physics Reports 409: 47-99 (2005).
Dresselhaus M.S., Jorio A., Souza Filho A.G., Saito R. Philosophical Transactions of the
Royal Society A 368: 5355-5377 (2010).

Fan X.J., Li X. New Carbon Matererials 27: 111-116 (2012)

Frew J.E., Hill H.A.O. Analytical Chemistry 59: 933-944 (1987).

Gao L.Z., Zhuang J., Nie L., Zhang J.B., Zhang Y., Gu N., Wang T.H., Feng J., Yang D.L.,
Perrett S., Yan X.Y. Nature Nanotechnology 2: 577-583 (2007).

Gao Q., Chen F., Zhang J., Hong G., Ni J., Wei X., Wang D. Journal of Magnetism and
Magnetic Materials 321: 1052-1057 (2009).

Gil-Veldzquez L.E., Sil-Acosta M.J., Aguilar-Sanchez L., Echevarria-Nuno S., Michaus-
Romero F., Torres-Arreola L.P. Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social
51: 58-67 (2013).

Gregg S.J., Sing K.S.W. Adsorption, surface area and porosity. Academic Press, New York
(1982).

Grieshaber D., MacKenzie R., Voros J., Reimhult E. Sensors 8: 1400-1458 (2008).

Grosse W., Champavert J., Gambhir S., Wallace G.G., Moulton S.E. Carbon 61: 467-475
(2013).

Guariguata L., Whiting D.R., Hambleton I., Beagley J., Linnenkamp U., Shaw J.E.
Diabetes Research and Clinical Practice 103: 137-149 (2014).

Guilbault G.G., Montalvo J. Journal of the American Chemical Society 91: 2164-2565
(1969).

Guascito M.R., Chirizzi D., Malitesta C., Mazzotta E. Analyst 136: 164-173 (2011).

Han Q., Wang Z., Xia J., Chen S., Zhang X., Ding M. Talanta 101: 388-395 (2012).

Hong C.E., Lee J.H., Kalappa P., Advani S.G. Composites Science and Technology 67:
1027-1034 (2007).

72



Hou X., Wang L., Zhou F., Wang F. Carbon 47: 1209-1213 (2009).

Hou P.X., Liu C., Cheng H.M. Carbon 46: 2003—2025 (2008).

Hrapovic S., Liu Y., Male K.B., Luong J.H.T. Analytical Chemistry 76: 1083-1088 (2004).
Huiqun C., Meifang Z., Yaogang L. Journal of Solid State Chemistry 179: 1208-1213
(2006).

ljima S. Nature 354: 56-58 (1991).

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI). “Estadisticas a proposito del dia
mundial de la diabetes”. http://www.doc4net.es/doc/1686576997822. Consultado en
Noviembre (2013).

Ishikawa F.N., Stauffer B., Caron D.A., Zhou C. Biosensors and Bioelectronics 24: 2967-
2972 (2009).

IUPAC-IUBMB, International union of pure and applied chemistry-International union of
biochemistry and molecular biology. http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/. Consultado en
Enero (2015).

Janegitz B.C., Pauliukaite R., Ghica M.E., Brett C.M.A., Fatibello-Filho O. Sensors and
Actuators B 158: 411-417 (2011).

Jeykumari D.R.S., Narayanan S.S. Carbon 47: 957-966 (2009).

Jiang W., Lai K.L., Hu H., Zeng X.B., Lan F., Liu K.X,, Wu Y., Gu ZW. Journal of
Nanoparticle Research 13: 5135-5145 (2011).

Jose M.V., Marx S., Murata H., Koepsel R.R., Rusell A.J. Carbon 50: 4110-4020 (2012).
Kafka J., Larsen N.B., Skaarup S., Gerchke O. Microelectronics Engineering 87: 1239-
1241 (2010).

Kamyabi M.A., Hajari N., Turner A.P.F., Tiwari A. Talanta 116: 801-808 (2013).

Kardimi K., Tsoufis T., Tomou A., Kooi B.J., Prodromidis M., Gournis D. International
Journal of Hydrogen Energy 37: 1243-1253 (2012).

Kauffman D.R., Sorescu D.C., Schofield D.P., Allen B.L., Jordan K.D., Star A. Nano
Letters 10: 958-963 (2010).

Kaushik A., Khan R., Solanki P.R., Pandey P., Alam J.,, Ahmad S., Malhotra B.D.
Biosensors and Bioelectronics 24: 676-683 (2008).

Kerman K., Saito M., Yamamura S., Takamura Y., Tamiya E. Trends in Analytical
Chemistry 27: 585-592 (2008).

73



Kinoshita K. Carbon: Electrochemical and Physicochemical Properties. Wiley-Interscience,
London (1988)

Kissinger P.T., Heineman W.R. Cyclic Voltammetry. Journal of Chemical Education 60:
772-776 (1983).

Kong J., Franklin N.R., Zhou C., Chapline M.G., Peng S., Cho K., Dai H. Science 287:
622-625 (2000).

Kong T., Chen Y., Ye Y., Zhang K., Wang Z., Wang X. Sensors and Actuators B 138: 344-
350 (2009).

Kuvarega A.T., Krause R.W.M., Mamba B.B. Journal of Nanoparticle Research 14: 776-
792 (2012).

Lasia A. Electrochemical Impedance Spectroscopy and Its Applications, Modern Aspects
of Electrochemistry. Kluwer Academic/Plenum Publishers, New York (1999).
Leca-Bouvier B.D., Blum L.J. Recognition Receptors in Biosensors, Chapter 4 Enzyme for
Biosensing Applications. Springer, New York (2010).

Li J., Ng H.T., Cassell A., Fan W., Chen H., Ye Q., Koehne J., Han J., Meyyappan M.
Nano Letters 3: 597-602 (2003).

Li J., Yuan R., Chai Y., Che X. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 66: 8-14
(2010).

LinY., LuF., LuoTuY., Ren Z. Nano Letters 4: 191-195 (2004).

Liu L., Quin Y., Guo Z.X., Zhu D. Carbon 41: 331-335 (2003).

Liu S.N., Yin Y.J., Cai C.X. Chinese Journal of Chemistry 25: 439-447 (2007).

Liu S.Q., Ju H. Biosensors and Bioelectronics 19: 177-183 (2003).

Liu Y., Jiang W., Li S., Cheng Z.P., Song D., Zhang X.J., Li F.S. Materials Chemistry and
Physics 116: 438-441 (2009).

Liu Y., Jiang W., Xu L., Yang X., Li F. Materials Letters 63: 2526-2528 (2009).

Liu Y., Liu L., Dong S. Electroanalysis 19: 55-59 (2007).

Liu Y., Wang M., Zhao F., Xu Z., Dong S. Biosensors and Bioelectronics 21: 984-988
(2005).

Lopez-Garcia M.J. Monitorizacion del control glucémico continuo/discontinuo.
www.seep.es/privado/download.asp?url=Publicaciones/2004PDIAB/monitorizacion_ponen
cia.pdf. Consultado en Diciembre (2010).

74



Lourie O., Wagner H.D. Journal of Materials Research 13: 2418-2422 (1998).

Lu J. Carbon 45: 1599-1605 (2007).

Lu X.Y., Zhang N.Y., Wei L., Deng Q.Y., Lu X,, Duan K., Weng J. Applied Surface
Science 262: 110-113 (2012).

Luo X.L., Xu J.J., Du Y., Chen H.Y. Analytical Biochemistry 334: 284-289 (2004).
Mabbott G.A. Journal of Chemical Education 60: 697-702 (1928).

Macdonald D.D. Electrochimica Acta 51: 1376-1388 (2006).

Mandal A. News Medical. http://www.news-medical.net/health/Blood-Sugar-Normal-
Values.aspx. Consultado en Abril (2014).

Marega R., Accorsi G., Meneghetti M., Parisini A., Prato M., Bonifazi D. Carbon 47: 675-
682 (2009).

Marroquin V.G. Aplicaciones industriales de la nanotecnologia. Universidad de Oviedo,
Oviedo (2007).

Martinez M.T., Callejas M.A., Benito A.M., Cochet M., Seeger T., Ansén A., Schreiber J.,
Gordon C., Marhic C., Chauvet O., Fierro J.L.G., Maser W.K. Carbon 41: 2247-2256
(2003).

McGarraugh G., Price D., Schwartz S., Weinstein R. Diabetes Technology and
Therapeutics 3: 367-376 (2001).

Minnikanti S., Skeath P., Peixoto N. Carbon 47: 884-893 (2009).

Missana T., Maffiotte C., Garcia-Gutiérrez M. Journal of Colloid and Interface Science
261: 154-160 (2003).

Montoya H.H. Microbiologia basica para el area de la salud y afines. 2da edicion.
Universidad de Antioguia, Colombia (2008).

Moretto L.M., Seeber R. Environmental Analysis by Electrochemical Sensors and
Biosensors. Springer New York (2014).

Nagarale R.K., Lee J.M., Shin W. Electrochimica Acta 54: 6508-6514 (2009).

Nyquist H. Bell System Technical Journal 3: 324-352 (1924).

Odom T.W. Australian Journal of Chemistry 54: 601-604 (2001).

Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Nota descriptiva No. 312
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs312/es. Consultado en Abril (2014).

75



OrSense © non-invasive technologies. http://www.orsense.com. Consultado en Enero
(2015).

Ortiz R., Martinez Y., Hernandez R. Técnicas electroanaliticas parte Il. Voltametria.
Universidad de los Andes. Facultad de ciencias. Departamento de quimica. Mérida (2006).
Palwai N.R., Martyn D.E., Neves L.F.F., Tan Y., Resasco D.E., Harrison R.G.
Nanotechnology 18: 1-5 (2007).

Pang X., He D., Luo S., Cai Q. Sensors and actuators B 137: 134-138 (2009).

Park Y., Lahaye R.J.W.E., Lee Y.H. Computer Physics Communications 177: 46 (2007).
Patel J.N., Kaminska B., Gray B., Gates B.D. Proceedings 29" Annual International
Conference of the IEEE EMBS, Lyon, France. August 23-26 (2007).

Pourbaix M. Atlas of electrochemical equilibria in aqueous solutions. National Association
of Corrosion engineers, CEBELCOR, Houston, Texas (1974).

Qiu J.D., Zhou W.M., Guo J., Wang R., Liang R.P. Anal. Biochem. 385: 264-269 (2009).
Ristic L. Sensor technology and devices. Ed. 1. Artech House, Norwood (1994).

Rivas G.A., Rubianes M.D., Pedano M.L., Ferreyra N.F., Luque G.L., Rodriguez M.C.,
Miscoria S.A. Electroanalysis 19: 823-828 (2007).

Rosario-Castro B.l., Contés E.J., Lebron-Colon M., Meador M.A., Sanchez-Pomales G.,
Cabrera C.R. Materials Characterization 60: 1442-1453 (2009).

Ruoff R.S., Qianb D., Liua W.K. Comptes Rendus Physique 4: 993-1008 (2003).

Ryu J., Kim K., Kim H.S., Hahn H.T., Lashmore D. Biosensors and Biolectronics 26: 602-
607 (2010).

Schonfelder R., Avilés F., Bachmatiuk A., Cauich-Rodriguez J.V., Knupfer M., Buchner
B., Rimeli M.H. Applied Physics A-Materials Science and Processing 106: 843-852
(2011).

Seeler K.A. System Dynamics. An introduction for mechanical engineers. Springer, New
York (2014).

Shan C., Yang H., Song J., Han D., Ivaska A., Niu L. Analytical Chemistry 81: 2378-2382
(2009).

Siegrist J., Kazarian T., Ensor C., Joel S., Madou M., Wang P., Daunert S. Sensors and
Actuators B 149: 51-58 (2010).

76



Sing K.S.W., Everett D.H., Haul R.A.W., Moscou L., Pierotti R.A., Rouquérol J. Reporting
Physisorption data for gas/solid systems. International union of pure and applied chemistry
(IUPAC). Pure and Applied Chemistry 57: 603-619 (1985).

Singh P., Benjakul S., Magsood S., Kishimura H. Food Chemistry 124: 97-105 (2011).

Sun Y., YanF., Yang W., Sun C. Biomaterials 27: 4042-4049 (2006).

Taylor R.F. Protein Immobilization: fundamentals and applications, Marcel Dekker, New
York (1991).

Teymourian H., Salimi A., Hallaj R. Biosensors and Bioelectronics 33: 60-68 (2012).
Tiwari 1., Singh M., Pandey C.M., Suman G. Sensors and Actuators B 206: 276-283
(2015).

Torres Sanchez R.M., Curt E.M., Volzone C., Mercader R.C., Cavalieri A.L. Materials
Research Bulletin 25: 553-561 (1990).

Tu X., Zhao Y., Luo S., Luo X., Feng L. Microchimica Acta 177: 159-166 (2012).

Turner A.P.F., Karube I., Wilson G.S. Biosensors: Fundamentals and Applications. Oxford
University Press, Oxford (1987).

United States Food and Drug Administration (FDA). http://google2.fda.gov. Consultado en
Abril (2014).

Upadhyay A.K., Peng Y.Y., Chen S.M. Sensors and Actuators B 141: 557-565 (2009).
Vashist S.K., Zheng D., Al-Rubeaan K., Luong J.H.T., Sheu F.S. Biotechnology Advances
29: 169-188 (2011).

Veld M.A.J., Hou P.X., Liu C. Cheng H.M. Carbon 46: 2003-25 (2008).

Wan J., Cai W., Feng J., Meng X., Liu E. Journal of Materials Chemistry 17: 1188-1192
(2007).

Wang H., Cao L., Yan S., Huang N., Xiao Z. Materials Science and Engineering B 164:
191-194 (2009).

Wang S.G., Zhang Q., Wang R., Yoon S.F., Ahn J., Yang D.J., Tian J.Z., Li J.Q., Zhou Q.
Electrochemistry Communications 5: 800-803 (2003).

Wang Y., Yao Y. Microchimica Acta 176: 271-277 (2012).

Wepasnick K.A., Smith B.A., Schrote K.E., Wilson H.K., Diegelmann S.R., Fairbrother
D.H. Carbon 49: 24-36 (2011).

77



Wille G., Ritter M., Friedemann R., Méantele W., Hilbner G. Biochemistry 42: 14814-14821
(2003).

Wu H., Liu G., Zhuang Y., Wu D., Zhang H., Yang H., Hu H., Yang S. Biomaterials 32:
4867-4876 (2011).

Wu P., Shao Q., Hu Y., Jin J., Yin Y., Zhang H., Cai C. Electrochimica Acta 55: 8606-
8614 (2010).

Xing Y. The Journal of Physical Chemistry B 108: 19255-19259 (2004).

Xiu-Juan F., Xin L. New Carbon Materials 27: 111-116 (2012).

Yang N., Chen X.,Ren T., Zhang P., Yang D. Sensors and Actuators B: Chemical 207:
690-715 (2015).

Yao Z., Kane C.L., Dekker C. Physical Review Letters 84: 2941-2944 (2000).

Ye X.R, Chen L.H., Wang C., Aubuchon J.F., Chen L.C., Gapin A.l. The Journal of
Physical Chemistry B 26: 12938-12942 (2006).

Yellow Springs Instrument Company. http://www.ysi.com/index.php. Consultado en
Noviembre (2010).

Yin W.J., Wei S.H., Ban C., Wu Z., Al-Jassim M.M., Yan Y. The Journal of Physical
Chemistry Letters 2: 2853-2858 (2011).

YinY., LUY., WuP., Cai C. Sensors 5: 220-234 (2005).

Zamudio A., Elas A.L., Rodriguez-Manzo J.A., L6pez-Uras F., Rodriguez-Gattorno G.,
Lupo F., Riuhle M., Smith D.J., Terrones H., Diaz D., Terrones M. Small 2: 346-350
(2006).

Zhang D., Shi L., Fang J., Dai K. Materials Letters 59: 4044-4047 (2005).

Zhang Q., Zhu M., Zhang Q., Li Y., Wang H. Materials Chemistry and Physics 116: 658-
662 (2009).

Zhang H., Meng Z., Wang Q., Jianbin Z. Sensors and Actuators B 158: 23-27 (2011).

Zhao F., Duan H., Wang W., Wang J. Physica B: Condensed Matter 407: 2495-2499
(2012).

Zhong Y.L., Akazaki T., Kanzaki K., Kobayashi Y., Takayanagi H. Science and
Technology of Advanced Materials 7: 78-82 (2006).

78



