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RESUMEN

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE BIOSENSORES
AMPEROMETRICOS ENZIMATICOS PARA DETERMINACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS
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Agosto 2016
Doctor en Ciencias Biolédgicas

Dirigida por: Dr. Ma. Guadalupe Garnica Romo

La presencia de compuestos fendlicos (CF) en alimentos es importante
debido a su actividad antioxidante tras ser ingeridos y por incrementar el tiempo de
conservacion de los alimentos. El marcado interés por determinar los CF de
manera cualitativa y cuantitativa en los alimentos se debe a su capacidad de
formar parte del sistema antioxidante celular, el cual proporciona importantes
beneficios para la salud, entre los cuales se destacan su capacidad para inhibir
los procesos oxidativos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) reduciendo los
riesgos de enfermedades cardiovasculares, protegiendo los tejidos del dafio
oxidativo y del envejecimiento celular, asi como por su accion antiinflamatoria, y
por sus propiedades anticancerigenas. Por lo cual, se detecté la necesidad de
desarrollar métodos que impliquen analisis rapidos, precisos, exactos, que sean
validables y que precisen un tratamiento de muestra minimo y lo mas sencillo
posible. Estos requisitos los pueden cumplir los biosensores amperomeétricos
enzimaticos, los cuales combinan la selectividad que aportan las enzimas con la

sensibilidad de la deteccién amperométrica.
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Este trabajo tiene como objetivo principal desarrollar biosensores
amperométricos enzimaticos para la deteccién de CF en bebidas (té y café). Para
llevar a cabo el desarrollo de los biosensores se utilizaron dos nano-estructuras;
dioxido de titanio (TiO2) y nanotubos de carbono (NTC), como soporte para la
inmovilizacion de la enzima lacasa. Para el desarrollo del biosensor
amperométrico basado en nano-estructura de titanio, se llevo a cabo la sintesis
mediante la técnica de sol-gel, posteriormente se realizd la caracterizacion
mediante Difraccion de Rayos-X (DRX) para determinar la fase anatasa de la
nano-estructura, posteriormente se hizo el analisis de tamafio particula para
conocer el diametro de la misma. De manera similar para los nanotubos de
carbono se hizo caracterizacién por Espectroscopia de Raman para conocer el
tipo de nanotubos, y Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para determinar el
diametro de los nanotubos. Posteriormente se prepararon electrodos modificados
con TiO,-Lacasa y NTC-Lacasa; ambos biosensores se caracterizaron mediante
Espectroscopia de Impedancia (EIS) para identificar la interface en la superficie de
los electrodos y Voltimetria Ciclica (VC) para detectar la sefial que produce la
reduccion directa de la reaccion enzimatica, el cual, fue determinado a 100 mV
contra Ag/AgCl (3 M KCI) sin ningun mediador. Los resultados obtenidos en
términos de sensibilidad, rango lineal, y limite de deteccion fueron: 2.8 pA L/umol,
0.75-175 pM y 0.75 pM respectivamente para el biosensor de TiO,-Lacasa. Para
el biosensor de NTC-Lacasa se obtuvieron los siguientes resultados: sensibilidad
2.81 pA L/pmol, con un rango lineal de 0.5-150 pM y su limite de deteccién 0.5
uM. Ambos biosensores fueron probados en muestras comerciales de té y cafeé,
los resultados obtenidos fueron comparados con el método del Reactivo Folin-
Ciocalteu, donde se observd que ambos biosensores (TiO2/NAF/LAC vy
NTC/GA/LAC) muestran una mayor selectividad hacia los compuestos fendlicos

comparandolos con el reactivo Folin-Ciocalteu.

Palabras claves: Titania, Lacasa, Catecol, nanotubos de carbono, Biosensor.
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ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF BIOSENSORS
AMPEROMETRIC ENZYME FOR DETERMINATION OF PHENOLIC
COMPOUNDS

The presence of phenolic compounds (CF) in foods is important because of
its antioxidant activity after being ingested and increase the shelf life of food. The
strong interest in determining CF qualitatively and quantitatively in food is due to its
ability to form part of the cellular antioxidant system, which provides important
health benefits, among which are its ability to inhibit oxidative processes low-
density lipoprotein (LDL) reducing the risks of cardiovascular disease, protecting
tissues from oxidative damage and cell aging, as well as its anti-inflammatory
action, and its anti-cancer properties. Therefore, the need to develop methods
involving rapid, precise, accurate analysis, which are validatable and requiring a
minimum sample treatment and as simple as possible was detected. They can
meet these requirements amperometric biosensors enzyme, which combine the

selectivity of enzymes contributing to the sensitivity of amperometric detection.

This work has as main objective to develop enzymatic amperometric
biosensors for the detection of CF in beverages (tea and coffee). To carry out
development of biosensors two nanostructures were used; titanium dioxide (TiO>)
and carbon nanotubes (NTC), as a support for immobilizing the laccase enzyme.
For the development of amperometric biosensor based on nano-structure titanium
was carried out the synthesis using the technique of sol-gel, then the

characterization was performed Diffraction X-ray (XRD) to determine the anatase

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas



UMSNH

phase of the nano -structure, then the particle size analysis was done to determine
the diameter thereof. Similar to the way carbon nanotubes characterization was
made by Raman Spectroscopy for the type of nanotubes, and Scanning Electron
Microscopy (SEM) to determine the diameter of the nanotubes. Subsequently they
modified TiO»-laccase NTC-Laccase and electrodes were prepared; both
biosensors were characterized by Impedance Spectroscopy (EIS) to identify the
interface on the surface of the electrodes and voltammetry Cyclic (VC) for
detecting the sighal produced by the direct red uction of the enzyme reaction, which
was determined at 100 mV against Ag/AgCI (3M KCI) with no mediator. The results
in terms of sensitivity, linear range, and detection limit were: 2.8 pAL/mol, 0.75 to
175 pM and 0.75 pM respectively for TiO,-Laccase biosensor. Biosensor for NTC-
Laccase the following results were obtained: YA sensitivity 2.81 L/mol, with a linear
range from 0.5 to 150 uM and 0.5 uM detection limit. Both biosensors were tested
in commercial samples of tea and coffee, the results were compared with the
method of Folin-Ciocalteu, where it was observed that both biosensors
(TiIO2/NAF/LAC and NTC/GA /LAC) show greater selectivity phenolic compounds

compared with Folin-Ciocalteu reagent.
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Figura 48: Respuesta voltamétrica de los biosensores en SBP 0.1M, con distintas

adiciones de disSOIUCION A& CALECOL. ... 91

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas


file:///C:/Users/mariana/Desktop/Tesis/Tesisi%20final/TESIS%20FINAL%201.docx%23_Toc454185380
file:///C:/Users/mariana/Desktop/Tesis/Tesisi%20final/TESIS%20FINAL%201.docx%23_Toc454185380

UMSNH

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Clasificacion @ ENZIMAS. .....cooeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e eeeeaeaaeens 11

Tabla 2: Elementos eléctricos comunes de Circuitos Eléctricos Equivalentes........ 41

Tabla 3: Relacion de volumen afadido. ....ooooeeeeee oo, 64
Tabla 4: Caracteristicas analiticas de los diferentes hiosSensores. .......ooceeeveeeeeeeennn. 82
Tabla 5: Estabilidad del biosensor TIO2/INAF/LAC . ..o 83

Tabla 6: Contenido equivalente de fenoles en infusiones de té y cafe,
determinados por el método amperométrico propuesto (biosensor

TiO2/INAF/LAC), y el método espectrofotométrico (Folin-Ciocalteu). CEF:

contenido equivalente de fENOIES. .......covceiieii e 84
Tabla 7: Caracteristicas analiticas de los diferentes biosensores. ........ccceevveeeeeeennn. 92
Tabla 8: Estabilidad del biosensor NTC/LAC/IGA . ... e 93

Tabla 9: Contenido equivalente de fenoles en infusiones de té y café,
determinados por el método amperométrico propuesto (biosensor
NTC/LAC/GA), y el método espectrofotométrico (Folin-Ciocalteu). CEF:

contenido equivalente de fENOIES. ... 93

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas



UMSNH

CF
REM
EPR

[S]

Vim

\%

TiO;
Kbar
NTC
(NTC-S)
(NTC-M)
HPLC
CE

CA

RX

IR

MEB

EIS

NOMENCLATURA

Compuestos Fendlicos
Radiacién electromagnética
Resonancia paramagnética de electrones
Concentracion de sustrato
Velocidad maxima
Velocidad de reaccion
Dioxido de titanio
Kilobarias
Nanotubos de carbono
Nanotubos de carbono de pared simple
Nanotubos de carbono de pared mdltiple
Cromatografia de liquidos
Electroforesis capilar
Corrientes Alterna
Difraccidon de Rayos X
Espectroscopia de Infrarrojo
Microscopia electronica de Barrido

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas



UMSNH

VC Voltimetria Ciclica

BET Brunauer, Emmett y Teller
NAF Nafion

LAC Lacasa

GA Glutaraldehido

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas



UMSNH

Capitulo |. INTRODUCCION

La determinacion de CF es de gran interés en las areas de alimentos, suelo,
medicina, medio ambiente, y superficie del agua, debido a su actividad
antioxidante, toxicidad inherente y persistencia (Wang y col. 2010). Algunos de
ellos provienen de la produccion de compuestos organicos como farmacos,
colorantes, plasticos, plaguicidas, pasta de papel, entre otros. La mayoria de los
CF muestran toxicidad diferente y su determinacion es importante cuando se
evalla la toxicidad de una muestra tomada del medio ambiente (Chawla y col.
2011). Cabe mencionar que los CF son componentes naturales de las hojas de las
plantas, frutas y algunas verduras (Chawla y col. 2010 Lee y col. 2007), y
esenciales en las propiedades organolépticas de astringencia, olor y sabor del

aceite de oliva, vino, té y algunas frutas (Gomes y col. 2004).

Su papel como antioxidantes es significativo en términos de prevencion de
las enfermedades cardiovasculares y algunos pueden prevenir el cancer, debido a
que neutralizan las especies reactivas de oxigeno, son inhibidores de la oxidacién
de la lipoproteina y de iones metalicos quelantes (Chawla y col. 2011; Elkaoutit y
col. 2007).

Existen varios métodos para la determinacion cualitativa o cuantitativa de
CF algunas de estas técnicas son: por cromatografia (HPLC, GCLC),
espectrofotometria, electroforesis capilar con diversos sistemas de deteccién o en
técnicas que no implican la separacién como la colorimetria: Folin-Ciocalteu,
vainillina-HCI y n-butanol-HCI, entre otros [Chawla y col. 2011; Ren y col. 2011;
Pérez y Merkogi 2008). Si bien estos métodos nos dan resultados exactos a muy
bajas concentraciones, son dispositivos pesados, caros, nos consumen tiempo,

son complicados en el pretratamiento de la muestra, son limitados en su aplicacion
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en linea e inadecuados para la supervisién in situ. (Wang y col. 2010; Lee y col.
2007).

Para resolver este problema un gran numero de esfuerzos se han realizado
para determinar este tipo de CF de una manera simple, rapida y eficaz, entre los
cuales destacan las técnicas electroguimicas, en especial los biosensores de tipo
amperométrico, los cuales han sido considerados para ser un método prometedor
para la monitorizacion de proteinas, bacterias, recientemente CF en la industria
alimentaria, debido a sus capacidades de rendimiento excepcionales, que incluyen
una alta especificidad y sensibilidad, bajo costo, tamafio compacto, facil manejo,
son rapidos y efectivos en comparacién con los métodos analiticos tradicionales
(Chawla y col. 2010; Amine y col. 2005). El objetivo del presente trabajo es el
desarrollo de nuevos biosensores de tipo amperométrico basado en superficies
nano-estructuradas que inmovilizan la enzima lacasa para la determinacion de

compuzestos fendlicos en alimentos.
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1.1 Justificacion

El reciente interés que existe por los fenoles naturales se debe a su alto
poder antioxidante, ya que estos han sido relacionados con efectos positivos en
relacion a las enfermedades crénico-degenerativas, vasculares y en ocasiones
con el cancer. Por otra parte, los fenoles son utilizados en la industria alimentaria
para incrementar el tiempo de conservacion de los alimentos, que es limitado por
la oxidacion de las grasas. Por lo cual, se han generado expectativas por
determinar este tipo de sustancias en los alimentos, por lo que es necesario
desarrollar distintos métodos para su determinacién, que sean sencillos,

econoémicos, selectivos y sensibles.

1.2 Hipotesis

Los biosensores tipo amperométrico desarrollados con enzima lacasa
inmovilizada en nano-estructuras (TiO, y Nanotubos de carbono), seran
capaces de detectar concentraciones en muestras de bebidas comerciales de
forma mas eficiente y rapida con respecto al método tradicional (Folin-

Ciocalteu) utilizado en la industria alimentaria.
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1.3 Objetivos

1.3.1 General

El objetivo de este trabajo fue desarrollar, caracterizar y optimizar
biosensores amperométricos de lacasa empleando superficies nano -estructuradas

para la deteccién de compuesto fendlicos en café y teé.

1.3.2 Particulares

» Sintetizar la nano-estructurada de 6xido de titanio.

» Conocer el comportamiento de las superficies nano-estructuradas (TiO» y
NTC).

» Depositar las nano-estructuras (nanotubos de carbono y titania), en la
superficie del transductor amperométrico (electrodo de grafito).

» Indagar el comportamiento de los materiales compositos mediante
impedancia electroquimica.

» Caracterizar la morfologia de los materiales compositos (grafito-titania,
grafito-nanotubos).

» Realizar la inmovilizacién de la enzima lacasa en el seno de las dos
electrodos compositos (grafito-titania y grafito- nanotubos de carbono).

» Estudiar los parametros analiticos de los biosensores en medios acuosos
(sensibilidad, estabilidad, reproducibilidad).

» Aplicar los biosensores al andlisis de polifenoles a muestras de té y café.
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Capitulo Il. ANTECEDENTES

2.1 Biosensores

Los sensores naturales son tan antiguos como los organismos vivos. Estos
bioreceptores son transductores naturales que convierten todo tipo de sefiales
fisicas y quimicas del ambiente en sefiales eléctricas, resultando en potenciales
de accidén que pueden ser procesados por una “‘computadora natural”, nuestro
sistema nervioso. La presencia de bioreceptores no se limita a los érganos de
nuestros sentidos sino que aparecen en todos los procesos involucrados en los
organismos vivos y células. La aparicion de los sensores artificiales y su
progresiva expansion permitié poner en contacto a los aparatos electrénicos con el
mundo exterior, dotando de "sentidos" a la tecnologia (Lopez y Ortega, 2002).

Por lo tanto, se puede definir un biosensor como un dispositivo que consta
de un elemento de reconocimiento bioldgico llamado bioreceptor (célula, tejido,
receptor, acido nucleico, enzima, anticuerpo, entre otros) en contacto intimo con
un transductor adecuado, que es capaz de convertir la reaccién de reconocimiento
biolégico o biocatalitica del proceso en una sefial medible (Grieshaber y col. 2008;

Navaratne y col. 2007; Balasubramanian y Burghard 2006).

El biosensor esta en contacto directo con la muestra a través del
bioreceptor, que le confiere la selectividad a través de un sitio selectivo que
identifica al analito y lo transforma. En general, el bioreceptor es el elemento en el
gue se inmoviliza el ente biologico, y es el lugar en el que se transforma el analito
en un producto que es detectable por el transductor. Estos cambios que se
producen al identificar al analito pueden ser: variaciones de temperatura, de masa,
constante dieléctrica, potencial de media celda, de conductividad i6nica, turbidez

de la muestra, entre otros. Por lo tanto, dependiendo de esta modificacion quimica
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que se produzca se escoge el transductor. El transductor debe dar una sefal
Optima, sensible, facil de monitorear y con el minimo de ruido (Sassolas y col.
2012; Prodromidis y Karayannis 2001).

El transductor puede ser electroquimico, termométrico, fotométrico o
piezoeléctrico y de acuerdo al tipo de bioreceptor con el que se combina pueden
formarse mudltiples tipos de biosensores.

El principio de deteccion de un biosensor (Figura 1) se basa en la
interaccion especifica entre el material (compuesto 0 microorganismo de interés) y
el elemento de reconocimiento. Como resultado de esta union se produce la
variacion de una o varias propiedades fisico-quimicas (pH, transferencia de
electrones, de calor, cambio de potencial, de masa, variacion de las propiedades
opticas, etc.) que detecta el transductor. Este sistema transforma la respuesta del
elemento de reconocimiento en una sefial electronica indicativa de la presencia del
analito sometido a estudio o proporcional a su concentracion en la muestra (Castro
y col. 2007):

Sefial eléctrica

]\ Sefial del
¥ procesador

|

|
Bioreceptor
Transductor

Figura 1: Esquema de un Biosensor (Romero-Arcos y col.2016).
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2.2 Clasificacion de los biosensores

Los biosensores se pueden clasificar atendiendo a las siguientes

variables (Jiménez y col. 2009):

» Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad.

» Meétodo de deteccion: directo o indirecto.

» Elemento de reconocimiento: célula, organelo, tejido, enzima,
receptor, anticuerpo, acido nucleico, polimero de impresién
molecular (PIM), acido nucleico peptidico (PNA) o aptamero.

» Sistema de transduccién: piezoeléctrico, electroquimico,

termoeléctrico u oOptico.

2.2.1 Biosensores deinteraccion

» Biocataliticos.- Son sistemas in-situ, constituidos por organelos,
células, tejidos, sistemas enzimaticos o0 multienzimaticos de origen
animal o vegetal, utilizados para la detecciéon de sustratos
mediante el comportamiento estequiométrico de productos o
reactivos, 0 mecanismos de inhibicion enzimatica que intervienen
en el proceso, caracterizados por su capacidad regenerativa que
no condiciona la dependencia del proceso de la cantidad del
mismo. Entre los elementos de reconocimiento tipicos de este tipo
de interacciones, se destacan las enzimas, que son moléculas
inmovilizadas de naturaleza proteica o ribozimica, altamente

especificas, eficientes y
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» regulables, acoplables a transductores de tipo calorimétrico,
potenciométrico, amperométrico, piezoeléctrico u optoeléctrico
(Halamek y col. 2005).

» Bioafinidad.- se caracterizan por su capacidad para formar
complejos entre el analito de interés y el receptor, sin llevar a cabo
transformaciones  quimicas, pero generando excelentes
mecanismos de respuesta, aunque con (randes exigencias
analiticas para determinar su magnitud. Dichas interacciones
generan respuestas que demandan sistemas de alta sensibilidad y
precision, cuantificandose a través del seguimiento cinético del
proceso en presencia de inhibidores competitivos, marcaje
isotopico, comportamiento Optico del proceso o0 variaciones

gravimétricas (Jiménez y col. 2009).

2.2.2.Sistemasdetransduccion

La naturaleza de la interaccidon entre el elemento de reconocimiento y el
analito constituye el factor determinante para la selecciobn del sistema de
transduccidn, sin el cual no es posible obtener, amplificar, registrar, sistematizar,
almacenar e interpretar las sefiales producto de la interaccién entre estos (Eggins
2002).

> Opticos.- Los transductores épticos se basan en la medicion de
las variaciones que se producen en las propiedades de la radiacion
electromagnética (REM) como consecuencia de la interaccién
fisica 0 quimica entre el analito y el elemento biolégico. Las bases
fisicas de este tipo de sensores son los cambios que ocurren en la

absorcion de REM, luminiscencia, dispersion de REM o indice de
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refraccion, cuando la radiacién incide sobre las superficies de
reconocimiento. El sistema basico de medida consiste en una
fuente de REM, el elemento biolégico (donde se encontrarian las
moléculas receptoras) y el detector (Jiménez y col. 2009).
Piezoeléctricos.- Conocidos también con el nombre de sistemas
de transduccién masicos, gravimétricos o acusticos, constituyen un
material piezoeléctrico (cristales), caracterizados por entrar en
resonancia ante la exposicion a un campo electromagnético y
soportar el elemento de reconocimiento (proteinas), son versétiles
y su uso en el sector alimenticio ha permitido hacer seguimiento de
propiedades reoldgicas como la textura mediante la deteccion de
vibraciones por fractura de las muestras de interés (Taniwaki y col.
2006). El principio de los sensores piezoeléctricos se basa en que
la frecuencia de vibracién de un cristal oscilante es disminuida por
la adsorcion de un material extrafio en su superficie. El cristal esta
sensibilizado mediante una cubierta de material de union o
reaccionando con el analito. Los sensores piezoeléctricos se han
utiizado para la medicion de amoniaco, O0xidos de nitrdgeno,
monoxido de carbono, los hidrocarburos, el hidrégeno, metano,
diéxido de azufre y ciertos compuestos organofosforados.
Termomeétricos.- Se basan en la deteccion del calor generado en
las reacciones enzimaticas exotérmicas, que se puede relacionar
con la concentracién del analito. Estos cambios de temperatura
normalmente se determinan por medio de termistores a la entrada
y a la salida del dispositivo en el que se encuentran inmovilizadas
las enzimas.

Nanomecanicos.- En este caso, el elemento de reconocimiento
biolégico se inmoviliza sobre la superficie de una micropalanca de
silicio, que se sumerge en una muestra liquida. Generalmente se
utilizan anticuerpos como elementos de reconocimiento. La

interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas 9



UMSNH

produce un cambio diferencial en la tensién superficial del liquido y
la micropalanca sufre una respuesta de tipo nanomecanico que
consiste en un cambio de la deflexion y/o de la frecuencia de
resonancia, la magnitud de este cambio esta relacionada con la
concentracion de analito.

» Electroquimicos.- Los transductores electroquimicos transforman
la sefial que se produce por la interaccion entre el sistema de
reconocimiento y el analito en una sefal eléctrica. EI elemento de
reconocimiento biolégico y el elemento de transduccion deben
estar en contacto. Se diferencian cuatro tipos de biosensores
electroquimicos que son conductimétricos, potenciométricos,
amperométricos e impedimétricos que detectan cambios en la
conductividad, en el potencial, en la corriente generada o en la

impedancia, respectivamente.

Los biosensores que realizan medidas amperométricas son los mas
utilizados. En estos casos se trabaja a un potencial fijo respecto al electrodo de
referencia. Se mide el flujo de corriente que se genera en la superficie del
electrodo de trabajo cuando tiene lugar la oxidacion o reduccién de alguna de las
especies implicadas en la reaccién enzimatica, y la sefial dada se puede
correlacionar con la concentracion de sustrato. En estos electrodos, ya sea el
sustrato o el producto deben ser especies electroactivas y la velocidad de la
reaccion enzimatica se controla por el registro directo de la corriente (transferencia

de electrones) producida.

De entre los biosensores amperométricos, los mas utilizados son los
electrodos enzimaticos, que al inmovilizar en las cercanias del material electrédico
las enzimas, combinan las ventajas de la selectividad enzimatica con la

transduccion directa de la velocidad de reaccion en una corriente eléctrica.
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2.3 Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones de sustratos
especificos extremadamente rapido. En un proceso analitico, las enzimas se
utilizan para la estimacion especifica de sustratos correspondientes vy
proporcionan un sistema de amplificacion significativa para la deteccion sensible
de un sustrato (Patel 2002). De acuerdo a su funcion se clasifican (Tabla 1) en
seis clases: Oxido-reductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas, Yy
ligasas (Voet y col. 2007). Las enzimas oxido-reductasa son los mas utilizadas en
el desarrollo de biosensores debido a que son mas estables, en algunas
situaciones no requieren coenzimas o cofactores debido a sus propiedades de
transferencia durante la catdlisis (Mello y Kubota 2002). Estas pueden ser

divididas en cuatro grupos: oxidasas, deshidrogenasas, peroxidas y oxigenasas.

Tabla 1: Clasificacion de enzimas.

Clasificacion Tipo de reaccion catalizada

Oxidorreductasas @ Reacciones de 6xido-reduccion

Transferasas Transferencia de grupos funcionales

Hidrolasas Reacciones de hidrélisis

Liasas Eliminacion de grupos para formar dobles enlaces
Isomerasas Isomerizacién

Ligasas Formacion de enlaces, acoplado con hidrélisis de ATP
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2.3.1 Lacasa

Yoshida descubrié por primera vez en 1883 lacasas en los exudados del
arbol de laca japonesa Rhus vernicifera. Unos afios mas tarde también fue
encontrada en los hongos (Baldrian P. 2006), y posteriormente en muchas otras
plantas (Kunamneni y col. 2008; Desai y Nityanand, 2011), insectos (Kramer y col.
2001), y bacterias (Claus 2003).

Las lacasas son cada vez mas utilizadas en una amplia variedad de
aplicaciones biotecnologicas como deslignificacion, tefiir o manchar el blanqueado,
la modificacién de fibras vegetales, la produccibn de etanol, las células
biocombustibles, desintoxicacion de efluentes industriales, en su mayoria de papel
y pulpa, textiles e industrias petroquimicas, son usadas como una herramienta
para diagndsticos médicos y como agente para la bioremediacion de herbicidas,
pesticidas y ciertos explosivos en el suelo (Quany col. 2002; Gochev y Krastanov
2007). También ha sido utilizado como catalizador para la manufactura de drogas
anti-cancer e incluso como ingredientes en cosmeéticos (He y col. 2006; Mohidem y
Mat 2009; Li y col. 2008).

Las lacasas (EC1.10.3.2, p-bencenodiol: oxigeno oxidorreductasa) es una
oxidorreductasa que contiene cobre que cataliza la oxidacion de algunos
compuestos inorganicos y organicos (especialmente fenoles) y la reduccidon
simultanea de oxigeno a agua [Avni Oktem y col. 2012; Manole y col. 2008; Singh
y col. 2010; Kunamneni y col. 2008]. Estas son capaces de oxidar diferentes
sustratos: fenoles, mono-, di-, y polifenoles, aminas aromaticas, anilinas segun la

reaccion:
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Lacasa
4AH+0, —— 4A+2H,0

Donde AH y A son los estados reducidos y oxidados del substrato
respectivamente [Abadulla y col. 2000; Di Fusco y col. 2010; Gomes y Rebelo
2003].

Para los mas de 60 tipos de lacasas aisladas de diferentes fuentes, las
diferencias en las propiedades termodindmicas y cinéticas que se observaron,
dependen de la fuente, aunque el centro de cobre es similar para todas las
lacasas. La enzima lacasa contiene cuatro iones cobre (Cu): un Cutipo 1 (CuTl),
el cobre “azul” paramagnético presenta fuerte absorcion en torno a 600nm, lo cual
confiere a estas enzimas su caracteristico color azul en estado oxidado; un tipo 2
(CuT2) y dos iones Cu?* tipo 3 (CuT3) acoplados binuclearmente. En sus estados
oxidados los CuT2 y CuT3 exhiben sefales especificas en los espectros de
resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por el contrario hay dos CuT3 que
no son paramagnéticos. EI CuT1, en su estado oxidado, absorbe fuertemente la
luz a 610nm, mientras que los CuT3 lo hacen a 340nm. EI CuT1 esta unido a un
atomo de azufre perteneciente a un residuo de cisteina, a dos anillos de imidazol
de los residuos de histidina y a un azufre del residuo de metionina (Figura 2). El
CuT2 esta ligado al menos a dos grupos imidazol de los residuos de la histidina
(Lu y col., 1992). Los CuT3 estan enlazados a tres nitrogenos, de los cuales al
menos uno es de un grupo imidazol del residuo de la histidina y a un cuarto
ligando que puede ser H,O u OH" [Garavaglia y col., 2004;Gochev y Krastanov
2007; Ivnitski y Atanassov 2007].
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Figura 2: Representacion de los centros Cu, especificando las distancias entre cada
atomo. (a) CuTl1 y (b) esquema trinuclear de CuT2/T3 (Luy col., 1992).

En una reaccion tipica catalizada por la lacasa (Figura 3), un sustrato
fendlico se somete a una oxidacion de un electron dando lugar a un radical fenoxi,
gue se oxida a una quinona en la segunda etapa. La quinona, asi como el
producto de radicales libres se somete a reacciones no enzimaticas de
acoplamiento que conducen a polimerizacién de difenoles simples tales como la

hidroquinona y catecoles son un buen sustrato para la mayoria de las lacasas
[Duran y col. 2003; Manole y col. 2008; Singh y col. 2010].
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Figura 3: Reaccion tipica de catalizacion de las lacasas sobre
compuestos del tipo fendlicos (Thurston 1994).

Diversas investigaciones han mostrado que la lacasa en su forma
inmovilizada es mas estable que en solucion (Fei y col. 2007). A través de la
literatura se han mostrado diversos estudios donde la lacasa es inmovilizada
principalmente para la aplicacion de biosensores amperométricos sobre diferentes
soportes, tales como fibras de carbono, hidrogel redox, carb6n vitreo, grafito,
pasta de carbono, polietersulfona membranas y platino (Gomes y col. 2004).
Yaropolov y col. [2005], propusieron un electrodo amperométrico basado en
enzima lacasa para la determinacion de compuestos fendlicos. La enzima fue
inmovilizada en tres diferentes polimeros sobre la superficie de un electrodo de
carbon vitreo, carga positiva cetilico etilo poli (etilenimina) y cargados
negativamente comercial Nafion y polimeros Eastman AQ 29D. Mohidem y Mat
[2009], inmovilizaron la enzima lacasa en una matriz de silice utilizando el proceso

sol-gel, para la determinacion de compuestos fendlicos en aguas residuales.
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2.3.2 Cinética enzimatica

Los estudios cinéticos permiten detectar el nimero y secuencia de los
intermediarios del mecanismo, la existencia de complejos y de cambios
conformacionales, y la participacion de grupos acidos y basicos. Por otra parte,
estos estudios conducen a la determinacion de las constantes de velocidad del
mecanismo, parametros que describen cuantitativamente las propiedades de

afinidad y de reactividad caracteristica del sistema enzimético considerado.

Si una reaccioOn enzimatica se repite varias veces, con una cantidad
constante de enzima y con cantidades crecientes de sustrato, y se mide la
velocidad inicial, obtenemos una curva como se muestra en la Figura 4, en la cual,
se observa que en su primer tramo corresponde a una cinética de primer orden y
el en el tramo horizontal a una cinética de orden cero. Esto indica que con
concentraciones bajas de sustrato la enzima no esta saturada y a concentraciones
altas la velocidad de reaccién ya no depende de la concentracion de sustrato [S]y
se alcanza la velocidad maxima V. Sila concentraciéon de la enzima aumenta en
presencia de un exceso de sustrato, la velocidad de reacciéon V, aumenta

linealmente.
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Figura 4: Curva de velocidad de reaccion (Pérez 2012).

En 1913, Michaelis y Menten propusieron un mecanismo partiendo de la

hipétesis del mecanismo simplificado:

K K
E+S ——"ES " E+P
k

Cuando la concentracion de sustrato es mayor que la concentracion de
enzima, y en condiciones de estado estacionario (la concentracion del complejo
enzima-sustrato es constante), la velocidad de reaccion se puede describir con la

ecuacion de Michaelis-Menten:

Vmézx*C

V= —KM+C (D)

Dénde: v _©s la velocidad méxima que se puede alcanzar a saturacion de
sustrato; C es la concentracion de sustrato en el medio de reaccion; y KM, definida
como el cociente, (k_1 + kz)/kl, es la concentracion de sustrato con la que la
velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad maxima.

Por lo tanto, v__ nos da una idea de la capacidad de la enzima para
convertir el sustrato en producto (etapa limitante), mientras que KIVI nos indica la

afinidad de la enzima por el sustrato: una mayor KM indica una menor afinidad por
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el sustrato y viceversa. Conviene tener en cuenta que v de la reaccién depende
max

de la concentracion de enzima, mientras que KN| es independiente. Por ese motivo,
en lugar del valor de v suele ser mas interesante el valor de la constante
catalitica (kcat), también conocida como namero de recambio, cuyo valor, calculado
a partir de la vV _.es independiente de la concentracién de enzima.

Puesto que no siempre es posible medir experimentalmente la V max de una
reaccion, se suelen medir las velocidades de reaccion a diferentes
concentraciones de sustrato (Figura 5). Para calcular de forma sencilla los

parametros KM Y Vmax, €xisten diferentes tratamientos de los datos que, partiendo

de la ecuacién de Michaelis-Menten, ofrecen una representacion lineal de la
relacion entre la concentracion de sustrato y la velocidad de reaccién (Copeland
2000).
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Figura 5: Curva cinética de la reaccion enzimética (Pefa y col 2004).
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2.3.2.1 Representaciénde Linewaver-Burk

Esta representacion es la mas usada para calcular los parametros cinéticos.
Se basa en una simple conversion matematica de la ecuacién de Michaelis-

Menten.

a1 (2)

<l-=
<

:

<

-

Representando la inversa de la velocidad frente a la inversa de la
concentracion de sustrato se obtiene una linea recta a partir de la cual se pueden

calcular la KM(pendiente) y la v (ordenada en el origen).

Sin embargo, este tratamiento de los datos puede dar como resultado un
gran error en la medida, puesto que son los puntos de baja concentracién de
sustrato los que presentan mayor importancia en la regresion linear, siendo
también dichos puntos los que llevan asociado un error de medida mayor (es mas
dificil medir velocidades bajas). Por lo tanto, una pequefia desviacion en la
velocidad a concentraciones de sustrato bajas dard como resultado un gran

cambio en los parametros calculados.

2.4 Proceso sol-gel

El proceso sol-gel ha sido ampliamente usado como una alternativa
tecnolégica para la preparacion de una gran variedad de formas que incluyen
monolitos, polvos, revestimientos y fibras [Sung-Seen 2003], ademas, este

proceso se puede llevar a cabo a bajas temperaturas, obteniendo materiales
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homogéneos, guimicamente inertes, porosos, transparentes y mecanicamente
estables [Mackenzie y col. 2007; Laurent y col. 2010]. El proceso sol-gel implica la
hidrélisis de los precursores moleculares constituyentes y la policondensacion
posterior a una forma similar al vidrio [Galceran y col. 2007]. En un tipico proceso
sol-gel, una suspension coloidal, o un sol, se forma a partir de las reacciones de
hidrélisis y de polimerizacion de los precursores, que son por lo general sales
inorganicas de metales o compuestos de metales organicos tales como alc6xidos
de metales. La polimerizacién completa y pérdida de disolvente conduce a la
transicion del sol liquido en una fase de gel sélido [Chen y Mao 2007; Gupta y col.
2008]. Estas reacciones de hidrdlisis y condensacion pueden ser expresadas

esquematicamente como [Jolivet J. 2000; Pierre 2002]:

M (OR),+H,0 -M(OR),_4(OH)+R(OH) (hidrolisis)

M (OR) ,+M(OR) ,.1(OH)—M,0(0OH), ,+ROH (condensacion)

El método Sol-Gel, consiste basicamente en la formacién de redes
compuestas por elementos inorganicos, que se obtienen a partir de la hidrolisis del
alcéxido, alcohol y agua (solucion homogénea) llamada sol (A), que es una
solucion coloidal. El “sol” tiene un didmetro aproximado de 100 A (Angstroms). En
el sol se forman micelas suspendidas en el liquido, las cuales van aumentando de
tamafio en funcion del tiempo y en un sistema de agitacion constante, hasta la
formacion del gel (B), este es un sistema polimérico que tiene una apariencia
gelatinosa y cuando se seca a una temperatura de aproximadamente 70°C, se
forma un polvo (C) que aun conserva las propiedades de un coloide. Brinker y col.,
describen el siguiente procedimiento para desarrollar el método Sol-Gel: es
necesario preparar una solucién coloidal en fase liquida, la cual debe de contener
iones metalicos disueltos. Surgen reacciones de hidrélisis que forman una solucion
organometdlica o sol, la cual esta compuesta por cadena polimérica, con iones
metalicos y oxigeno. De la solucién se forman particulas de 6xido amorfo, las
cuales producen una capa superficial de gel rigido. El proceso de gelacion inicia

con la formacion de agregados fraccionados hasta formar por su union una red
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tridimensional. Si las dimensiones mas pequefias del gel son mas grandes que
unos pocos milimetros, el objeto es generalmente Illamado monolito.
Alternativamente, la gelacion puede ser producida por la evaporacion rapida del
solvente, como ocurre durante la preparacion de peliculas o fibras. El gel es
sometido a un proceso de secado y después es calcinado. Las temperaturas de
sinterizado son por lo general bajas debido a que algunos polvos pueden ser
altamente reactivos a la temperatura. Temperaturas de calcinado mas elevadas

permiten la produccion de vidrios y vidrios ceramicos.

Cuando se dan tratamientos térmicos entre 800 y 1000 °C el xerogel, que
es el gel secado a condiciones atmosféricas una vez eliminado el sol residual,
cambia sus propiedades texturales (area, porosidad, tamafio de particula, etc.) y
se obtiene una ceramica (D). La formacion de particulas uniformes (E), requiere de
tiempos prolongados de envejecimiento y de un sistema estable para obtener un

monolito.

Recientemente, la quimica sol-gel ofrece nuevas e interesantes
posibilidades en el campo de biosensores, para la inmovilizacion de una gran
variedad de biomoléculas, en especial para la inmovilizacién de enzimas, debido a
sus caracteristicas especiales como inercia quimica, rigidez fisica, alta estabilidad
térmica, biodegradacion, transparencia O6ptica, pueden ser preparados en
condiciones ambientales y mantienen la actividad catalitica de la enzima [Kim y
Lee 2003; Wang y col. 2007; Yu y col. 2003; Galceran y col. 2007].

2.5 Oxidodetitanio

El titanio es el noveno elemento mas abundante en la corteza terrestre y
tiene lugar en la naturaleza sélo en combinacion con otros elementos como
oxigeno para formar TiO, (US Geological Survey, 2002). Naturalmente

encontramos formas de diéxido de titanio que son usualmente combinadas con
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hierro (FeTiO3 o FeO-TiO) y conteniendo otras impurezas. Por lo tanto el TiO;

(titania) usado como fotocatalizador es fabricado por medios sintéticos.

Generalmente, existen tres fases cristalinas para las nanoparticulas de TiO;
(Figura 6): rutilo, anatasa y broquita [Watson y col. 2004; Macwan y col. 2011,
Yodyingyon y col. 2011]. Las fases anatasa y rutilo presentan estructura
tetragonal, mientras que la estructura brookita es ortorrombica. La fase rutilo es
estable a la mayoria de las temperaturas y presiones de hasta 60 Kbar, las
estructuras brookita y anatasa se transforman a la fase rutilo después de alcanzar
un cierto tamafio de particula, la fase rutilo llega a ser mas estable que la fase
anatasa cuando se tienen tamafios de particula mayores de 14nm, cuando la fase
rutilo es formada se presenta en mayor cantidad que la fase anatasa, la actividad
de la fase rutilo es generalmente muy pobre [Gupta 2011, Macwan y col. 2011].
Muscat y col. (2002) encontré que la fase anatasa es mas estable que la fase
rutilo. La fase anatasa dentro de las fases cristalinas del TiO, es conocida como
una de las mejores cataliticamente hablando, debido a que posee una actividad
fotocatalitica mas alta que una fase rutilo (Linsebigler y col. 1995). La broquita es
una fase de incidencia natural y es relativamente dificil sintetizarla (Neppoliana
2005).

Figura 6: Estructuras cristalinas del TiO, (a) Rutilo y (b) Anatasa (Londeree 2002).
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En la actualidad, las nano-particulas de éxido de titanio se han propuesto
como una interfaz potencial para la inmovilizacion de biomoléculas, las cuales son
aplicadas en la fotoquimica y electroquimica, debido a que forman una pelicula
porosa, y aumentan con ello el area superficial, por su conductividad de iones
oxigeno, retienen la activad biologica [Zhong y col. 2011; Chavhan y col. 2012].
Por otra parte, los biosensores basados en las peliculas compuestas de 6xido de
titanio exhiben buena estabilidades a largo plazo debido a la excelente

biocompatibilidad de la pelicula de 6xido de titanio [Lee y col. 2007].

2.6 Nanotubos de Carbono (NTC)

Los nanotubos de carbono (NTC), descubiertos por lijima y Ichihashi 1991,
han atraido ungran interés en la mayoria de las areas de la ciencia y la ingenieria,
debido a su comportamiento Unico, incluyendo sus propiedades estructurales,
fisicas, quimicas y eléctricas, lo que los hace un material muy atractivo para una
amplia gama de aplicaciones. Los NTC pueden mostrar un caracter metalico,
semiconductor y de transporte de electrones, ademas, de poseer un nlcleo hueco

y tener el mayor médulo elastico que cualquier material conocido [Wang 2005].

Los NTC son una de las formas alotrépicas del carbono, junto con el grafito,
el carbén amorfo, el diamante, y los fullerenos (Figura 7). Los NTC se construyen
a partir de unidades de carbono sp? y presentan una estructura transparente con
celosias de panal hexagonal, siendo varios nanémetros de diametro y muchas
micras de longitud. Su estructura puede considerarse procedente de una lamina
de grafito enrollada sobre si misma hasta formar un cilindro, con diametros

exteriores que varian de 0,4 a 5nm [Rivas y col., 2007].
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Figura 7: Forma alotropicas del carbono (Diaz del Castillo 2012).

2.6.1 Tiposdenanotubosdecarbono

Dependiendo de la naturaleza y el tamafio del catalizador asi como la
temperatura, la fuente de carbono, y de las condiciones de sintesis, los
nanotubos pueden clasificar en dos tipos diferentes segun sea el numero de
capas, en NTC DE pared simple y NTC de pared mdiltiple.

» Nanotubos de carbono de pared simple (NTC-S): Consiste en una sola hoja
de grafito enrollada formando un cilindro hueco (Figura 8a) por lo cual,
presentan excepcionales propiedades derivadas de la perfeccion cristalina
en su estructura y unidimensionalidad, este tipo de nanotubos se
encuentran covalentemente enlazados a tres atomos de carbono vecinos
mediante hibridaciéon tipo sp? el cuarto enlace del carbono queda
deslocalizado entre los demas atomos Poseen diametros de 1-2nm [Cruz-
Delgado y col., 2007; Wang y col., 2005].
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» Nanotubos de carbono de pared mualtiple (NTC-M): Consisten de varias
hojas de grafito enrolladas concéntricamente con un espacio entre ellos de
0.36nm (Figura 8b). De igual manera presenta una hibridacion tipo sp?, en
este tipo de nanotubos el cuarto enlace del carbono forma enlaces débiles
del tipo Van der Walls con las demas hojas de grafito lo que le confiere
también un caracter semiconductor a la estructura formada. El diametro
varia entre 10-20 nm [Cruz-Delgado y col., 2007; Wang y col., 2005].

Figura 8: Tipos de nanotubos dependiendo en ndimero de capas. (a) nanotubo de
carbono de pared simple; (b) nanotubo de carbono de pared multiple (Farias 2010).

2.6.2 Propiedades delos nanotubos de carbono

» Eléctricas: los NTC presentan un amplio margen de conductividades, en
funcién de sudiametro, quiralidad y el nimero de capas de su composicion.
Pueden ser semiconductores o conductores en funcion de su quiralidad,
como los NTC-S, mientras que los NTC-M, son siempre conductores, ya

que en todos los casos alguna de sus capas serd de tipo conductor.
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>

Ademas son materiales piezoeléctricos, que pueden expandirse o
contraerse con la aplicacion de un wvoltaje eléctrico [Benavides-Castillo
2013].

Tenacidad: Los nanotubos son los elementos con mayor resistencia fisica
encontrados sobre la tierra, en términos de elasticidad, consecuencia del
tipo de enlaces covalentes entre los carbonos del nanotubo. Los NTC son
las fibras méas fuertes que se conocen. Un solo nanotubo perfecto es de 10
a 100 veces mas fuerte que el acero. Por encima de una tensiéon muy
elevada, los nanotubos sufren una deformacion plastica, lo que quiere decir
gue es una deformacion permanente [Diaz del Castillo 2012].

Térmicas: Todos los nanotubos son buenos conductores térmicos,
poseyendo una propiedad especial llamada "conduccion balistica". Se
predice que los nanotubos podran transmitir alrededor de 20 veces mas
calor que metales como el cobre [Dias del Castillo 2012].

Mecéanicas: Las propiedades mecénicas de los NTC son excelentes;
poseen alta dureza, tenacidad, resistencia mecanica, flexibilidad vy
elasticidad (aunque hay que aplicar grandes fuerzas para deformarlos).
Ademas, son muy ligeros. Poseen un modulo de Young de hasta 1 TPa (5
veces superior al del acero convencional), una elongacion del 10%, una
resistencia a la traccion de 50 GPa (10 veces superior a la del acero
convencional) y una densidad de 1,35 g/cm3 (6 veces inferior a la del acero
convencional). Estas propiedades son muy superiores a las de cualquier
material conocido.

Quimicas: Al estar los nanotubos formados por carbono puro, estos poseen

la rigueza quimica del carbono. Permiten el acoplamiento de estructuras

quimicas en las paredes y en los extremos de los nanotubos, lo que genera

modificaciones de sus propiedades. Este hecho abre un gran campo de

posibilidades tales como favorecer el transporte de electrones si se acoplan

estructuras quimicas en ambos extremos de un nanotubo metalico o conseguir

que un nanotubo sea soluble en un determinado tipo de solvente, lo que facilita

su dispersion en una matriz para formar compuestos. Ademas, los NTC son
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hidréfobos, es decir, repelen el agua. Esta propiedad podra permitir el

desarrollo de compuestos hidréfobos.

Recientemente, NTC han atraido gran interés debido a su comportamiento
anico, como notables propiedades mecéanicas, eléctricas y sus propiedades
quimicas especificas, con lo cual pueden facilitar la transferencia de electrones,
por lo que, proporcionan una via para la fabricacion de biosensores. Varios
electrodos modificados basados en NTC han sido utilizados para la deteccion de
biomoléculas, compuestos inorganicos y organicos. Debido a que estos, tienen
una gran capacidad de absorcién, excelente conductividad, gran area especifica,
alta estabilidad, y especialmente la biocompatibilidad y la capacidad para facilitar
la transferencia de electrones del sitio activo de las enzimas y mejorar la actividad

relativa de las mismas, con lo cual, son adecuados para su inmovilizacion.

2.7 Sistemasdeinmovilizacion

La eleccion del método de inmovilizacion depende de muchos factores,
tales como la naturaleza del elemento bioldgico, el tipo de transductor utilizado, las
propiedades fisicoquimicas del analito y las condiciones de operacién en el que el
biosensor puede funcionar, y todas estas consideraciones son necesarias para
gue el elemento bioldgico exhiba su maxima actividad en su microambiente
inmovilizada (Singh y col. 2008; Kausaite-Minkstimiene y col. 2011; Akyilmaz y col.
2003). Los métodos de inmovilizacion comprenden métodos fisicos,
fundamentalmente por adsorcion o por atrapamiento, y métodos quimicos, ya sea
mediante unidn covalente o por entrecruzamiento o cross-linking. Dentro de cada
uno de estos métodos existen numerosas variantes y ademas, también es posible
utiizar combinaciones de diferentes métodos de inmovilizacién (Karim vy
Fakhruddin 2012).
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En la Figura 9 se presentan los esquemas correspondientes a los

principales métodos de inmovilizacion.

% Adsorcion: Es la forma mas sencilla y rapida de preparar enzimas
inmovilizadas. En general la adsorcion puede dividirse en dos clases:
fisica y quimica. Muchas sustancias absorben enzimas en sus
superficies, por ejemplo: la alimina, carbon, arcilla, celulosa, caolin,
gel de silice, vidrio y colageno.

< Enlace covalente: En este método, el enlace se produce entre un
grupo funcional en el material con la matriz de soporte.

< Atrapamiento: Se refiere a la mezcla del biomaterial con una solucion
de mondmero Yy luego polimerizado a un gel, atrapando el biomaterial.

% Cross-linking: Para este método, por lo general, el biomaterial esta

enlazado gquimicamente a soportes sélidos o de otro material de apoyo

como agente de reticulacion para aumentar significativamente la unién

(Zhao y Jiang 2010; Karim y Fakhruddin 2012).

Wb ang

Adsorcion. Atrapamiento.

i Wig

Entrecruzamiento. Unién covalente.

Figura 9: Representacion esquemaética de los diferentes métodos de
inmovilizacion de enzimas. (Gonzalo 2006).
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2.8 Caracteristicas que debenpresentarlos biosensores

» Sensibilidad.- Alta para ciertos analitos como los xenobiéticos con
efectos sobre la salud, incluso a concentraciones de partes por billon (ug/L).

» Selectividad.- Alta, para que el dispositivo interaccione
exclusivamente con el compuesto de interés y no con otros. Mediante
elementos de reconocimiento especificos.

» Confiabilidad.- Alta, los sistemas de transduccién se disefian de
manera que no puedan ser alterados ( 0 lo sean minimamente) por la muestra.

» Tiempo de vida.- Largo, que no obligue al empleo del dispositivo por
cortos periodos desde su frabricacion ni a sustituciones frecuentes del mismo.
Lo que depende de su estabilidad quimica, fisica y mecénica.

» Bajo costo de produccion, operaciény mantenimiento.

» No pretratamiento de la muestra

» Tiempo de andlisis.- Capaces de medir en tiempo real o muy corto,
posibilitando una actuacidén rapida, controlando parametros importantes de

manera inmediata y automatica.

2.9 Compuestos Polifenolicos

Los polifenoles son moléculas que tienen una funcién importante en las
plantas y en la industria alimenticia. En este Ultimo caso, los polifenoles se utilizan

principalmente como colorantes y antioxidantes (Gémez y col. 2008).

Estructuralmente, los polifenoles son un conjunto de moléculas
heterogéneas que se caracterizan por su aromaticidad y por contener uno o varios
grupos hidroxilos unidos directamente al anillo aromatico. Ademas de las formas
solubles, encontradas principalmente en las vacuolas celulares, hay también
formas polimerizadas de solubilidad variable, como los taninos, o completamente

insolubles como las ligninas (Carralero y col. 2008).
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Existe en el ser humano un gran interés en el poder antioxidante de estas
moléculas naturales tras su ingesta, parte de la actividad biolégica de los
polifenoles se debe a su capacidad de formar parte del sistema antioxidante
celular, proporcionando importantes beneficios para la salud. Entre sus
propiedades mas relevantes cabe destacar su capacidad para inhibir los procesos
oxidativos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) reduciendo los riesgos de
enfermedades cardiovasculares, protegiendo los tejidos del dafio oxidativo y del
envejecimiento celular, asi como por su accién antiinflamatoria, reduciendo la
actividad de la enzima hialuronidasa, y sus propiedades anticancerigenas (Flores
y col. 2010).

Los polifenoles tienen caracteristicas estructurales que les confieren su
potencial antioxidante: la presencia de sustituyentes donadores de hidrégeno y la
posibilidad de deslocalizacion electronica. Debido a la deslocalizacion de los
electrones, los radicales resultantes son lo suficientemente estables como para no
desencadenar reacciones con radicales en cadena, neutralizan las especies

reactivas del oxigeno y los iones metalicos quelantes (Chawla y col. 2011).

En la industria alimentaria los polifenoles se usan para incrementar su
tiempo de conservacién, que puede limitarse debido a la oxidacion de las grasas,
la cual no sélo es indeseable a nivel organoléptico del alimento, por la aparicion
del sabor/olor a rancio, sino también debido a que puede tener implicaciones en la
salud humana, ya que la exposicion a radicales libres aumenta el riesgo de

padecer las enfermedades cronicas antes mencionadas (Carralero y col. 2008).

Por otro lado, las propiedades organolépticas de ciertas frutas, y la calidad
de algunos alimentos y bebidas, dependen de la concentracién y tipo de
compuesto polifendlico presente. Un ejemplo, lo encontramos en el aceite de oliva.
Los polifenoles al tratarse de antioxidantes naturales, ralentizan o previenen los
procesos de descomposicion de aceites y grasas. De ahi que la determinacion de
estos compuestos sea importante en la evaluacion de la calidad del aceite, ya que
son parcialmente responsables de su estabilidad a la auto-oxidacion y de sus

caracteristicas organolépticas (Flores y col. 2010).
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Respecto al vino, su composicién es extremadamente compleja ya que en
su matriz se han identificado un gran nimero de compuestos polifendlicos. El vino,
en especial el vino tinto, contiene un alto numero de acidos fendlicos (cumarinico,
cinamico, cafeico, feralico y vanilico), trihidroxi estilbenos (resveratrol y polidatina),
y flavonoides (antocianinas, catequina, epicatequina, miricetina, y quercetina). De
entre todos los compuestos, los polifenoles de la uva se encuentran en la piel,
especialmente en las células epidérmicas, y en las pepas, siendo su concentracién

mas baja en la pulpa (Gomez, 2008).

Por lo cual, se estan realizando numerosas investigaciones a nivel mundial
con el fin de conocer la cantidad y el tipo de polifenoles presentes en los
alimentos, ya que muchos de los efectos saludables de los mismos, se deben en

realidad a su alto contenido en polifenoles (Carralero y col. 2008).

2.10 Métodosdedeterminacion

Debido a las distintas aplicaciones de los compuestos fendlicos es
importante disponer de métodos analiticos que permitan su identificacion y
cuantificacion. En la actualidad se dispone de varios métodos para el analisis de
compuestos polifendlicos, que se basan en técnicas de separacion como la
cromatografia liquida (HPLC), la electroforesis capilar (CE) o los métodos

colorimétricos (métodos de Folin-Ciocalteau) (Chawla y col. 2011).

Los métodos colorimétricos son capaces de permitir la realizacion de una
gran variedad de reacciones que se pueden utlizar para su deteccion
espectrofotométrica. Las reacciones mas comunes son las de copulacién o
condensacion que generan especies intensamente coloreadas que son facilmente
analizables por espectrofotometria. Los fenoles con sustituyentes en la posicién
para-, no se pueden determinar por estos métodos, por tener desactivada la
posicibn mas activa tanto para las reacciones de condensacibn como de

copulacién. Por otra parte, se trata de una técnica con baja especificidad, ya que
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la reaccion de color tiene lugar con cualquier grupo hidroxilo oxidable y ademas se

determina la cantidad total de fenoles sin distinguir entre ellos.

En lo que se refiere a las técnicas més utilizadas para la caracterizacion de
compuestos fendlicos, los sistemas de deteccibn mas empleados son
espectrofotometria UV-Vis con fotodiodos en serie, espectrometria de masas,
deteccion electroquimica y Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). La
electroforesis capilar ha sido incorporada como alternativa o complemento de las
separaciones cromatograficas para el andlisis de compuestos fendlicos en
distintas matrices, ya que es una técnica de alta resolucién, sin paso de

derivatizacion previo y cortd tiempo de analisis (Flores y col. 2010).

Las desventajas de estos métodos es su alto coste y de varios pasos en las
etapas de operacion. Existe por tanto una necesidad de disponer de técnicas de
estimacion de polifenoles para fines determinados, tales como la monitorizacion de
los mismos en tiempo real en alimentos almacenados, en la manipulacién o en su
proceso (Chawla y col. 2011). Respecto a la calidad alimentaria, hoy en dia los
métodos electroquimicos constituyen una alternativa interesante para la deteccién
de distintos compuestos de interés, especialmente los fendlicos, sustancias electro
activas facilmente oxidables. Estos métodos analiticos son poco costosos,
sencillos, utilizan cortos tiempos de analisis, su determinacion es en tiempo real y
se tiene una buena reproducibilidad. Por estas razones, los métodos
electroquimicos constituyen una alternativa para la deteccion de compuestos
fendlicos, y dentro de estos métodos se encuentran los que utilizan biosensores
(Flores y col. 2010).
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2.11 Técnicas Electroquimicas

2.11.1 Espectroscopia de Impedancia EIS

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) fue descrita por
Lorenz and Shulze en1975. Esta técnica consiste en la medida de la impedancia
que presenta un sistema electroquimico a diferentes frecuencias, mide la
oposicion de un circuito o de un componente eléctrico al paso de una corriente
eléctrica sinusoidal alterna (Ronkainen y col., 2010; Bartlett 2008; Lorenz and K.
D. Schulze 1975). Ha sido utilizada para explicar los mecanismos de corrosion, la
caracterizacién de transporte de carga a través de membranas e interfaces de
membrana/solucion, y la optimizacion de las baterias, entre otras (Lisdat F., y
Schafer D., 2008). En el campo de los biosensores, es utilizada para la deteccion
de acontecimientos de unién sobre la superficie del transductor. También de la
deteccidon de procesos de bioreconocimiento, se trata de una herramienta valiosa
para caracterizar las modificaciones de la superficie, tales como lo que ocurre
durante la inmovilizacion de biomoléculas en el transductor, ademas los métodos
de impedancia son poderoso porgue son capaces de muestrear la transferencia de
electrones a alta frecuencia y transferencia de masa a baja frecuencia (Lisdat y
Schéafer, 2008; Ronkainen y col., 2010).

La impedancia eléctrica como principio de transduccién ha sido aplicada en

una gran variedad de problemas biolégicos, fisiolégicos y médicos.

La resistencia eléctrica (R) es la capacidad de un elemento de circuito para
resistir el fluo de corriente eléctrica. La ley de Ohm (Ecuacion 1) define la

resistencia en términos de la relacion entre la tension, E, y la corriente, 1.
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R =

E 1
7 (D)

Si bien, esto es una relaciéon bien conocida, su uso esta limitado a un solo
elemento de circuito - la resistencia ideal. Un resistor ideal tiene varias

propiedades de simplificacion:

» Sigue la ley de Ohm en todos los niveles de corriente y tension.
» Suvalor de la resistencia es independiente al de frecuencia.

» Las sefales de tension y corriente a través de un resistor estan en fase.

El mundo real contiene elementos que presentan un comportamiento
mucho mas complejo. Estos elementos obligan a desechar el simple concepto de
resistencia. En su lugar se utiliza el de impedancia, que es un parametro del
circuito mucho mas general. Al igual que la resistencia, la impedancia es una
medida de la habilidad de un circuito para resistir el flujo de la corriente eléctrica. A
diferencia de la resistencia, la impedancia no esta limitada por ninguna de las

condicionantes expuestas anteriormente.

La impedancia electroquimica se mide generalmente mediante la
aplicacion de un potencial de corriente alterna (CA) a una celda electroquimica y a
continuacion, la medicion de la corriente a través de la celda. Supongamos que
aplicamos un potencial de excitacion sinusoidal. La respuesta a este potencial es
una sefial de CA. Esta sefial de corriente puede ser analizada como una suma de

funciones sinusoidales (una serie de Fourier).

Impedancia electroquimica se mide normalmente utilizando una sefial de
excitacion pequefia. Esto se hace para que la respuesta de la celda es pseudo-
lineal. En un sistema lineal (0 pseudo-lineal), la respuesta de la corriente a un
potencial sinusoidal serd una sinusoide a la misma frecuencia pero desplazada en
fase (Figura 10).
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Figura 10: Respuesta de una corriente sinusoidal en un sistema lineal.

La sefal de excitacidon, expresado como una funcion del tiempo, tiene la

forma:

E = E sen(wt) (2)

Donde E es el potencial en el tiempo t, Ep es la amplitud de la sefal, y w es la

radianes

frecuencia radial. La relacion entre la frecuencia w radial (expresado en W) y

f la frecuencia (expresada en herzt) es:

w=2nf (3)

Variando la frecuencia w, de esta sefial de potencial, E, desde 0—« se
obtiene la respuesta del sistema esta vez en corriente I. la respuesta en régimen
permanente de un sistema lineal a una sefal de excitacion de tipo sinusoidal es
otra sefial sinusoidal, de la misma frecuencia que la primera, pero que difiere de

ella en los valores de amplitud y angulo de fase:
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I = I sen(wt + ¢) %)

Una expresion analoga a la ley de Ohm nos permite calcular la

impedancia del sistema en:

E E,sen(wt) sen(wt)

-1 I, sen(wt+ ¢) =2 sen (wt+ ¢) ®)

Por consiguiente, la impedancia se expresa en términos de una magnitud,

Zo, y un desplazamiento de fase, ®.

Con la relacién de Euler,

exp(j@) = cos¢p + jsend (6)

es posible expresar la impedancia como una funcion compleja. El potencial se

describe como,

E = E, exp(jwt) (7)

y la respuesta de corriente como,

I = Iy exp(jot — ¢) ®)

La impedancia se representa entonces como un nimero complejo,

E
Z(w) = 7= Zyexp(jop) = Z,(cos¢p + jseng) €C))

Entre las diferentes representaciones graficas de los datos impedimétricos,

la mas comun es la representacion del diagrama de Nyquist, en la que la parte
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imaginaria de la impedancia —Z', se representa frente a la parte real Z'". En esta
grafica cada punto corresponde a una frecuencia diferente. Los resultados también
pueden ser interpretados mediante diagramas de Bode, en los cuales el logaritmo
de la magnitud de la impedancia ( log| Z | y el desfase (@) se grafican respecto al

logaritmo de la frecuencia (log w).
2.11.2 Diagrama de Nyquist

Esta es la forma mas usual de representar graficamente un diagrama de
impedancia. Las graficas de Nyquist (Figura 11) consisten en representar la parte
de la impedancia imaginaria en negativo, -Z~ (convencion utilizada en
electroquimica) frente a la parte real de la impedancia, Z'. De esta forma,
podemos obtener informacion util sin necesidad de realizar ningun ajuste de los
datos experimentales ya que basta con colocar algunas lineas rectas sobre el
diagrama y podemos obtener la resistencia del electrolito, la resistencia de
transferencia de carga o resistencia de Faraday, y otros parametros

electroquimicos.

-400
-350 4 o0 o O 0O a

-300 4 o o

-230 1 =
2004 4 =
1504 ©

-100 |

g/munn Hz
-a0
0.01 Hz
0 . : i S

0 200 400 G600 400

Z' (Ohms)

Z (Chmsl

Figura 11: Diagrama de Nyquist, grafica de las magnitudes de impedancia
imaginaria (Z) e impedancia real (2), a diferentes frecuencias.
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2.11.3 Diagramas de Bode

Corresponde al diagrama donde se representa el angulo de desfase entre la
parte real y la parte imaginaria de la impedancia frente al logaritmo de la
frecuencia de excitacion (Figura 12 y 13 respectivamente). Con esta
representacién, los posibles picos que pudieran aparecer tienen especial interés
por su relacion con el nimero de posibles reacciones que se estan realizando, y si
estas tienen un caracter “difusivo”, ya que en este caso a baja frecuencia la grafica

tenderia a 45°.

6000 -
5000 4 %
4000 - °
N 3000 -
2000 - 5

1000 - s

D T T [ I I T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 100000 1E+08

Frecuencia (Hz)

Figura 12: Diagrama de Bode (magnitud del médulo Z vs log frecuencia).
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Figura 13: Diagrama de Bode (angulo de fase © vs log frecuencia).

Dependiendo del comportamiento del angulo de fase y el médulo, se tendra
un comportamiento resistivo o capacitivo. En el proceso resistivo, la sefal del
potencial (Eo) Y la respuesta de corriente (lp) estan en fase, es decir el angulo es
igual a cero y valor de Z es igual a la magnitud del resistor; en el proceso
capacitivo, se tiene un desfasamiento del angulo de 90° a diferentes valores de
frecuencia.

Un proceso resistivo, esta asociado a procesos de conduccién y ejemplo de ello es
la conductividad en el electrolito y/o a una transferencia de electrones a través de
la interfase metal-electrolito. En el proceso capacitivo, se da principalmente un
desfasamiento del potencial y la corriente y esta relacionado con un fendmeno de
generacién de un campo eléctrico que esta asociado a procesos electroquimicos

gue produzcan polarizacién o separacion de carga en algun lado del sistema.
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2.11.4 Circuitos equivalentes

Debido a que la impedancia se determina generalmente a diferentes
frecuencias en lugar de solo una, un espectro de impedancia permite la
caracterizacion de las superficies, capas o membranas, asi como el intercambio y
procesos de difusion. Los datos de EIS son comunmente analizados mediante el
ajuste a un modelo de circuito eléctrico equivalente. La mayoria de los elementos
del circuito en el modelo son elementos eléctricos comunes, tales como
resistencias, condensadores e inductores. Para que sean Utiles, los elementos en

el modelo deberian tener una base en la electroquimica fisica del sistema.

En tales circuitos, una resistencia idealmente describe una trayectoria
conductora tal como la generada por la conductividad mayor del sistema o el paso
de transferencia de carga debido a una reaccién del electrodo, mientras que la
capacitancia generalmente describe la region de polarizacién de carga espacial en
el sistema, asi como la modificacién de una superficie de electrodo debido a
procesos de adsorcién o la deposicion de una capa de polimero (Fernandez-
Sanchez y col., 2005).

Los elementos utilizados en los circuitos equivalentes son presentados en
la Tabla 2.
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Tabla 1: Elementos eléctricos comunes de circuitos eléctricos equivalentes.

Elemento Equivalente Impedancia
Resistor R
Capacitor (C) 1/jwC
W (Warburg absoluto) 1/YOV(jw)

O (Warburg limitado) Tanh(BV (jw))/ YO (jw
Q (CPE) 1/YO(jw)a

Elemento de fase constante

2.11.4.1. Circuito Capacitivo

Un metal cubierto con un revestimiento intacto generalmente tiene una

muy alta impedancia. El circuito equivalente para tal situacion es en la Figura 14.

0

R

—W

Figura 14: Circuito puramente capacitivo.

El modelo incluye una resistencia (debido principalmente al electrolito) y
la capacitancia de revestimiento en serie. Un diagrama de Nyquist para este

modelo se muestra en la Figura 15.
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Figura 15: Tipico grafico de Nyquist para un recubrimiento.

El valor de la capacidad no puede determinarse a partir del diagrama de
Nyquist. Se puede determinar por un ajuste de la curva o de un examen de los
puntos de datos. Notese que la interseccion de la curva con el eje real proporciona

una estimacion de la resistencia de la solucién.

El mismo modelo se muestra en el diagrama de Bode en la Figura 16.
Observe que la capacitancia puede estimarse a partir de la grafica, pero el valor

de resistencia de la solucién no aparece en el grafico.

& 5
| | | | | 0.1 1 10 100 1000 1= 1061 10
v .
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1
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Figura 16: Tipico grafico de Bode para un recubrimiento.
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2.11.4.2 Circuito de Randles simplificado

El circuito Randles es el circuito equivalente mas simple que describe una
celda electroquimica. De esta forma, un sistema electroquimico simple se puede
representar por una resistencia, R, en serie con un elemento Zw y en paralelo
con un condensador, Cq, que simula la interfase electrodo/disolucion y esti a su
vez en serie con una segunda resistencia, Rs, tal como se muestra en la Figura
17, (Fernandez-Sanchez y col., 2005). Este circuito propuesto por Randles, explica
satisfactoriamente un gran nimero de sistemas electroquimicos, Rs representa la
resistencia 6hmica entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia y
engloba la resistencia del electrolito, la resistencia de los hilos utilizados para
conectar la célula al sistema de medida, etc. La doble capa eléctrica electrodo-
disolucion es como un condensador, y se representa en el circuito equivalente
como Cy, Rct €s la resistencia a la transferencia de carga ion/electron y, por tanto,
de su valor depende la velocidad de transferencia electronica entre el electrodo y
la disolucién, y la llamada impedancia de Warburg Z,,, que refleja la influencia del
transporte de masa de las especies electroactivas en la impedancia total del

sistema.

Rs Il

Figura 17: Tipico grafico de Bode para un recubrimiento.
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La Figura 18 es el diagrama de Nyquist para un tipico circuito de Randles
simplificado.
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Figura 18: Diagrama de Nyquist para un tipico circuito de Randles simplificado.

El diagrama de Nyquist para un circuito de Randles simplificado es siempre
un semicirculo. La resistencia de la solucién se puede encontrar mediante la
lectura del valor de eje real en la interseccion de alta frecuencia. Esta es la
interseccion cerca del origen de la gréfica. El valor real del eje en el otro (baja
frecuencia) de intercepcion es la suma de la resistencia a la polarizacion y la
resistencia de la solucion. Por consiguiente, el diAmetro del semicirculo es igual a
la resistencia a la polarizacion.

En la Figura 19 es la representacion grafica para un circuito de Randles
simplificado.
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Figura 19: Diagrama de Bode para un tipico circuito de Randles simplificado.

5.11.5 Voltimetria Ciclica

Voltimetria ciclica es un método para investigar el comportamiento
electroguimico de un sistema. Fue reportada por primera vez en 1938 y descrito
tedricamente por Randles. Es una de las técnicas que mas se emplea para
estudiar mecanismos de reaccion, ya que aporta informacion rapida acerca del
comportamiento redox de las especies, de las reacciones quimicas en que
participan (mecanismos de reaccion, reacciones quimicas acopladas) y en la
determinacion de parametros termodinamicos. En un tipico experimento de
voltametria ciclica, se aplica un voltaje al electrodo de trabajo en una forma de
onda triangular desde un valor inicial a un limite predeterminado donde la
direccion de exploracion se invierte y la medicién de la corriente resultante. El
experimento de voltametria ciclica implica la aplicacion de un potencial al

electrodo de trabajo que cambia con los tiempos como se muestra en la Figura 25.
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Figura 20: La forma de onda de potencial aplicado al electrodo de trabajo en el
experimento de voltametria ciclica (Compton y Banks, 2007).

Tal y como se aprecia en la Figura 20 se inicia desde un potencial de
partida y se realiza un barrido creciente de potencial, con una velocidad de barrido
constante, hasta un potencial V2, que se conoce como potencial de corte anodico.
Una vez llegado a ese potencial se invierte el barrido de tal forma que se hace un
barrido decreciente de potencial desde el potencial V2 hasta el potencial V1,
denominado potencial de corte catdédico. Finalmente se vuelve a hacer un barrido

creciente hasta alcanzar el potencial de partida.

Las velocidades de barrido simétricas triangulares pueden variar desde

unos cuantos milivolts por segundo hasta cientos de volts por segundo.

La corriente en el electrodo de trabajo se llama corriente faradica, es decir,
la cantidad de electricidad que pasa (carga) es proporcional al nimero de moles
de reactante convertido. Las superficies de los electrodos donde se llevan a cabo
los procesos estan clasificados como electrodos de transferencia de carga, ya que
el grado de reaccion depende de la carga medida que pasa a través de la

superficie del electrodo. La reaccidon redox que tiene lugar en la solucién se puede
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expresar como:0 + ne~ < R, donde O y R son las formas oxidadas y reducidas
de las especies redox, respectivamente. Cuando, la reversibilidad del proceso se
debe a que la transferencia de electrones es mas rapida que el resto de procesos
gue tienen lugar, como por ejemplo la difusion, la separacion de los potenciales de

pico deben de cumplir con la siguiente relacion:

RT

|E,q — Epc|=2.218 — (12)

Donde: Epa es el potencial de pico anodico, Epc, potencial de pico catodico,
R es la constante universal de los gases, T es temperatura absoluta en Kelvin, F
es la constante de Faraday y n es el nimero de moles de electrones transferidos

en la reacciéon

Para un proceso de transferencia de carga en las mismas condiciones
reversibles, como en la ecuacion (25) la densidad de corriente pico I, se describe

mediante la ecuaciéon de Randles-Sevcik:

|, =(2.69*10%)*n”2*A*C*D 2+ /2 (13)

Donde nes el nimero de moles de electrones transferidos en la reacciéon, A
es el area del electrodo, C es la concentracién de analito (en moles/cm?®), D es el

coeficiente de difusion, y v es la velocidad de barrido del potencial aplicado.

Por otra parte, la voltamperometria puede proporcionar informacion del
mecanismo Yy cinética, que incluye el reconocimiento de los intermedios en las
reacciones redox organicos. El voltamograma ciclico tipico de un proceso

reversible se muestra en la Figura 21.
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Figura 21: Voltamperograma ciclico reversible.

Como aprecia en la figura anterior durante el barrido positivo, el pico de
potencial catodico y la corriente pico anddico se obtienen. Esta es la direccion de
la exploracién donde las especies electro-activos se reducen en la superficie
electrodo. Como se invierte la exploracion, se obtiene una corriente de pico
anodico negativo y pico de potencial anddico. En esta direccion, especies
reducidas se reoxidan en la superficie del electrodo.

La intensidad de la corriente de los picos es proporcional a la cantidad de
especie electroactiva presente en la disolucién de la celda electroquimica. Por lo
tanto, la voltametria es una técnica que puede ser usada para realizar analisis
cuantitativos y cualitativos. Ya que en funcién de la situacion de los picos
podremos distinguir entre distintas especies electroactivas y en funcion de la
magnitud de dichos picos podremos determinar si hay una mayor o menor

cantidad de dicha especie (Lojou y Bianco 2006, Gileadi y col. 1975, Faulkner
1980).
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2.12 Técnicas de Caracterizacion

2.12.1 Difraccion de rayos X

La aplicacion de la difraccion de rayos X a la investigacion de la estructura
de la materia, tuvo su origen en 1912, cuando los primeros materiales cristalinos
fueron expuestos a este tipo de radiacion, dando lugar a un diagrama de difraccién
caracteristico de la muestra (llamado patron de difraccion). En la actualidad, a casi
100 afios de ese descubrimiento, la difraccién de rayos X es un método de analisis
estructural que ha revolucionado el entendimiento de la quimica, la fisica, la
mineralogia y la biologia. La difraccion de rayos X (Figura 27), esta basada en la
dispersion (scattering), que consiste en que el fotdn incidente es desviado de su
direccion original de propagacion con igual (dispersion elastica) o menor
(dispersidn inelastica) energia, por y colisién con electrones. Cuando sobre un
atomo incide un haz de rayos X, puede considerarse, desde un punto de vista
geométrico, que éste se comporta como un radiador puntual que dispersa
elasticamente (sin modificar su longitud de onda) la radiacién en todas las
direcciones del espacio [Albella y col., 2000]. Si ahora el haz de rayos X se incide
sobre un cristal, es decir, sobre una agrupacion de atomos periédicamente
ordenados en el espacio, entre las ondas dispersadas por cada uno de ellos se
producen fendbmenos de interferencia que, normalmente, en la mayor parte de las
direcciones, seran del tipo destructivo, cancelandose la resultante en mayor o
menor proporcién. Sin embargo, en determinadas direcciones, y debido
precisamente a la ordenacion periddica de los atomos, puede ocurrir que las
ondas dispersadas estén en fase y se refuercen mutuamente. Este fendmeno de
refuerzo recibe el nombre de difraccion. Para comprender mejor esto supongase
gue el haz de radiacion que incide sobre un cristal determinado, esta compuesto
por un numero muy grande de ondas denominado frente de ondas. Antes de
impactar el cristal, todas las ondas estan en fase entre si, es decir, los maximos y

minimos de amplitud coinciden en la misma ubicacion de la trayectoria del flujo.
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Una vez que los rayos inciden sobre el cristal se puede producir interferencia
constructiva o destructiva. Las condiciones necesarias para que se produzca
difraccion vienen determinadas por la ley de Bragg. Como en las sustancias
cristalinas se pueden considerar distintas familias de planos paralelos y
equidistantes entre si. Consideremos una de estas familias con indices de Miller
(hkl) y espaciado dng (Figura 22).

HiLZ OF RAY S X
HAZ OF RS X OIFRACTADD

INCIDENTE

PLANES DEL /

— -
CRITAL (hil) g

d hkl

Figura 22: Difraccion de los Rayos X por los planos de un cristal.

Si sobre estos planos incide un haz de rayos X monocromatico, con longitud
de onda A (de algunos Angstroms), en una direccion que forma un angulo 6 con la
superficie de los planos, solo se producira refuerzo cuando el angulo de
incidencia, la longitud de onda de la radiacién, el espaciado de la familia de planos

cumplan la siguiente relacion, llamada ley de Bragg:

nA = d,, sen@

Doénde:
n.- es un numero entero (lo que indica que solo para numeros enteros de
longitudes de onda ocurre la difraccion.

A.- la longitud de onda de los rayos X.
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dnu.- la distancia entre los planos de la red cristalina.

6.- el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.

Dicho de manera sencilla, la interferencia entre las dos ondas que se
muestran en la Figura 22, es constructiva cuando la diferencia de trayectoria entre
las dos ondas (que llamaremos At, la cual es la suma de las distancias CB y BD),
es igual a un nimero entero (n) de longitudes de onda. Entonces si se analizan los
triangulos formados ACB Y ABD obtenemos que At = CB+ BD = 2dsen 6, lo que
deduce la ley de Bragg.

La direccion en la que sale el haz difractado forma también un angulo con la
superficie de la familia de planos que difractan, es decir, un angulo con la direccion
de incidencia del haz de rayos X. Ademas, la direccion del haz incidente y la
direccion del haz difractado estan contenidas en un plano que es perpendicular a
la familia de planos, que difractan. Como en un cristal hay distintas familias de
planos, con distintos espaciados, existiran también distintas direcciones de
difraccion. Al ser el conjunto de espaciados de un cristal caracteristico para cada
especie cristalina, entonces si no hay dos sustancias cristalinas que tengan todos
sus espaciados iguales, podemos decir, que no existen dos sustancias cristalinas
gue tengan un diagrama de difraccién idéntico. Se dice que el diagrama de

difraccion es la huella dactilar de las sustancias cristalinas.

CONTADOR

TUBO DERAYOS X

Figura 23: Principales componentes de un Difractémetro de Rayos X.
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2.12.2 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido (MEB) es una técnica de andlisis que
se emplea para obtener informacion superficial de las muestras, mediante el
empleo de electrones (Allen ycol., 1993). EI microscopio electrénico de barrido es
hoy en dia una herramienta esencial para la investigacion ya que se utiliza para
varias propositos como por ejemplo: para el estudio de la morfologia y topografia
de elementos, un analisis quimico de la muestra a analizar, etc. Este instrumento
utiliza voltajes cercanos a los 20,000 voltios, las lentes magnéticas utilizan un haz
muy fino de electrones para penetrar repetidamente la muestra y se produce una

imagen ampliada de la superficie observada en la pantalla del monitor.

Este tipo de microscopio se caracteriza por producir imagenes
tridimensionales, y se puede tener una ampliacion de 100,000 veces o0 mas. Otra
caracteristica es en que la imagen no es obtenida una sola vez, sino que un
estrecho haz de electrones va barriendo la muestra en sentido longitudinal. En el
microscopio electrénico de barrido, dos partes son fundamentales, la columna y la
camara para colocar las muestras, el emisor de electrones es un filamento que se
calienta de acuerdo a las necesidades de la muestra, el cual emite un haz de
electrones que viajan a través de la columna en un ambiente de alto vacio, hasta
incidir con la superficie de la muestra, ocasionando una interaccién entre dichos
electrones y los atomos de la muestra, generando varios tipos de sefales tales
como: electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X
caracteristicos, electrones Auger, luz visible, etc. Todas estas sefales eléctricas
se producen simultaneamente pero cada una de ellas es captada por diferentes

detectores (Figura 24).
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Figura 24: Microscopio Electronico de Barrido.

2.12.3 Espectroscopia de Infrarrojo

Una de la técnicas de caracterizacion estructural mas empleadas en el
estudio de materiales, es la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR), debido a que proporciona informacion del tipo de enlaces quimicos
involucrados en la estructura del material, esta informacion la proporciona por
medio de bandas de absorcién debido a los diferentes modos vibracionales de los
grupos funcionales, facilitando asi la identificacion de estos mismos. La region
infrarroja del espectro incluye radiacion comprendidas entre los nUmeros de onda
12800 y 10 cm™ aproximadamente, lo que corresponde a longitudes de onda de
0.78 a 1000 um. Desde el punto de vista de las aplicaciones, asi como de los
instrumentos, la region infrarroja se divide en: infrarrojo cercano, medio y lejano,
de las cuales la mas usada en la caracterizaciéon de materiales es la regiéon del
infrarrojo medio comprendida entre los 4000 y 670 cm™. La espectroscopia de IR
mide los cambios vibracionales que experimentan las moléculas al absorber la
energia electromagnética, estos cambios o movimientos pueden clasificarse en

modos de estiramiento, donde la longitud del enlace cambia de una manera
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periddica durante la vibracion; o modos de doblamiento, donde el &ngulo entre los

enlaces cambia de forma periddica durante las vibraciones.

Como se observa en la Figura 25, los modos de estiramiento se dividen a su
vez en simétricos y asimétricos, por otra parte los modos de doblamiento se

dividen en:

» Mecimiento: que ocurre cuando la unidad estructural se balancea en el
plano de simetria de la molécula.

> Tijereteo: que es cuando los dos atomos unidos a un atomo central se
alejan y se acercan uno respecto de otro, deformando el angulo de
valencia.

> Alabeo: se presenta cuando la unidad estructural se balancea en el plano
perpendicular al de simetria de la molécula.

» Torsion: manifestandose cuando la unidad estructural gira en vaivén
alrededor del enlace que la une con el resto de la molécula.

» Acoplamiento vibracional: Ademéas de las vibraciones mencionadas, se
puede dar el caso de una interaccién entre ellas, si los enlaces vibrantes

estan unidos a un atomo central.
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Figura 25: Modos vibracionales por absorcion infrarroja.

Los espectros vibracionales se deben a la elasticidad del enlace covalente
entre dos atomos, cuya rigidez estd determinada a través de la constante
caracteristica (k) para cada enlace. Para la obtencion de los espectros infrarrojos,
se utilizan espectrometros con interferometros y trasformada de Fourier (IR-FT).
La radiacion de infrarrojo es analizada por medio de un interferbmetro de
Michelson (Figura 26), que consiste en un montaje 6ptico en el que se produce el
fendbmeno de interferencia de ondas electromagnéticas.

c [ ccpeio FLO
-

= '
!

ESPEIO DIVISOR DE HAZ

POSICION DEL ESPEJO MOVIL

Figura 26: Interferometro de Michelson.
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En la operacion del espectrometro IR-FT, la radiacion policromatica de la
fuente de infrarrojo (la cual consta de un filamento de Nernst) es y colimada por un
espejo y el haz resultante se divide en el espejo divisor; la mitad del haz pasa al
espejo fijo y la otra mitad se refleja en el espejo movil. Después de reflejarse los
dos haces se recombinan nuevamente en el divisor del haz. Cuando el espejo
movil esta posicionado de tal manera que los dos caminos Opticos son iguales,
simultAineamente todas las longitudes de onda de la luz proporcionan una
interferencia constructiva. Si el espejo mévil se encuentra en alguna otra posicion,
una longitud de onda dada puede interferir constructiva o destructivamente,

dependiendo si los haces de los dos caminos épticos estan o no en fase.

2.12.4 Espectroscopia RAMAN

La aplicacion de la espectroscopia RAMAN para el analisis quimico en el
“‘mundo real” fue impedido por varios problemas fundamentales y técnicos como
los picos de intensidad, la interferencia de la fluorescencia y la ineficiencia de la y
coleccion y deteccion de luz. Los prospectos para los analisis quimicos de rutina
tomaron mayor importancia para el afio de 1986 con la introduccién del método de
transformacion de Fourier-RAMAN, servicios de carga, computadoras pequefias y
los laseres de infrarrojo cercano. Con la introduccion de todo esto, vinieron a quitar
los impedimentos anteriores y a hacer que la espectroscopia RAMAN renaciera en

el contexto del analisis quimico.

Un espectro RAMAN consiste en la dispersion de la intensidad detectada
contra la energia (Figura 27). Cada pico consiste en un cambio dado RAMAN por
la energia de la luz incidente . Si sucede que la molécula se encuentre en un
estado vibracional excitado cuando un protdn incidente es dispersado, el proton
gana energia cuando es dispersado, que conduce a la dispersion RAMAN
antimovimientos. Los picos RAMAN de movimiento y los antimovimiento son
posicionados simétricamente a los picos Raleigh, pero sus intensidades son muy
diferentes, excepto por las vibraciones de energia bajas. En 1986 la evolucion de

la instrumentacion RAMAN fue evolucionando. Al ir obteniendo mayores
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resultados, fue la necesidad de integrar a los espectrometros RAMAN laseres,
espectrometros, accesorios para las muestras y software que complementara el
sistema. Estos nuevos instrumentos no fueron mas capaces que los sistemas

previos, pero eran mas faciles de utilizar.

laser rejection fAlter
-

]

\ =t wavelength analyzer

collection optics i

sample

detector

L 4

laser

} computer ‘

Figura 27: Espectrémetro Raman.

En adicion a la reduccién de la fluorescencia, el analisis RAMAN también
provee precision en la frecuencia y muchos otros beneficios. Antes de 1986 los
espectrometros RAMAN utilizaban laseres de Argon o Kriptdon, que requeria una
energia eléctrica de 208 a 480 V y un sistema de enfriamiento. Como los costos
de mantenimiento eran muy altos y como los laseres utlizados eran muy
impracticos para andlisis de rutina, se implementd el uso de laseres de diodo de
Nd: YAG (ltrio-Aluminio-G), ya que son mas pequefios, tienen sistema de aire
enfriador, necesitan un consumo eléctrico de 110 V y su costo de mantenimiento
es mucho mas bajo. Ejemplos comunes son: Nd: YAG (1064 nm), Doble Nd:YAG
(532 nm) y laser de diodo Al:GaAs (750 a 900 nm). No solo estos laseres son
utilizados para los analisis de rutina en instrumentos analiticos, también operan en

infrarrojo cercano donde la fluorescencia es menos prominente (Richard 2000).
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3.

v

Capitulo Ill. METODOLOGIA

1 Materialesy Reactivo

Nanotubos de carbon. Fueron sintetizados en un reactor automatizado por
deposicion quimica de vapor (CVD por sus siglas en inglés) con flujo de
gases controlado. Proporcionados por el Laboratorio de Materiales
Nanoestructurados CINVESTAV-IPN, Querétaro. Responsables: Dr. Juan

Francisco Pérez Robles, M.C. Luz Ma. Reyna Avilés Arellano.

Isopropoxido de titanio Sigma-Aldrich
Electrodos de grafito

Enzima lacasa de Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (5 U/mg) Sigma-
Aldrich.

Nafion 117 Sigma-Aldrich.

Acido sulfirico (H.SO4) concentrado JT Baker.
Acido nitrico (HNO3) al 70% JT Baker.

Solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 M pH 6.8).
Glutaraldehido 0.5% Sigma.

Cloruro de Potasio 1M (KCI).

Ferrocianuro de Potasio 0.1M (K4 [Fe(CN)]Je).
Ferrocianato de Potasio 0.1M (K3 [Fes (CN)®)).

1,2-Dihidroxibenceno (Catecol) ReagentPlus®, 299% Sigma.

Todos los reactivos fueron de grado reactivo.
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3.2 Sintesis de 6xido de titanio por sol-gel
La sintesis de la fase anatasa del 6xido de titanio se llevo a cabo mediante
el método propuesto por Kochana y col. 2008, con algunas modificaciones. A 200
ML de isopropoxido de titanio se le adicionaron 2 mL de 2-isopropanol acidificado
con 80 pL de HCIl y 160 uL de acido acético bajo agitacién constante. A la solucion
del precursor se le adicionaron lentamente 2.4 mL de agua desionizada fria,
agitando vigorosamente durante 1h. Posteriormente la solucion se dejo envejecer

durante 15 dias antes de ser usado.

3.3. Oxidacion de los nanotubos de carbono (NTC)

Los NTC fueron oxidados con una mezcla de &cidos (H2SOs y HNO3) en
proporcion 3:1 (v/v), los cuales fueron sonicados en bafio durante 3 h,
posteriormente se filtraron lavandolos con agua desionizada para la remocidon de
impurezas Yy los residuos de acidos. Una vez limpios se secaron en horno a 80°C
durante 48 h.

3.4 Preparacion de los biosensores

3.4.1 Pretratamiento del electrodo de grafito

Antes de llevar a cabo la modificacion de la superficie electrédica, se aplico
un pretratamiento de limpieza para eliminar impurezas y obtener una superficie
limpia y reproducible. Para lo cual, se puli6 el electrodo con papel de lija no. 1500,
posteriormente con alimina hasta acabado espejo, seguidamente se lava con
agua destilada, se introduce en bafio ultras6nica durante 10 min en una solucion
de acido clorhidrico, etanol y agua alternativamente. Por Ultimo se deja secar la

superficie al ambiente.
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3.4.2 Electrodo Composito con nanoparticulas de Titania

Electrodo NAF/LAC: Se mezclaron las cantidades apropiadas de Nafion-
Lacasa, de la cual se tom6 una alicuota depositdndola en la superficie del
electrodo de grafito, dejando secar al aire durante 24 hr.

Electrodo TiO,/LAC: se tomO una alicuota de la suspension del sol de
titania, mezclandola con lacasa, para depositarla sobre la superficie
cubierta con titania, dejando secar al aire.

Electrodo TiO./NAF/LAC. De la suspension del sol de titania se tomd una
alicuota mezclandola con Nafion, una vez realizada la mezcla se tomo6 una
alicuota de una suspension de lacasa, se mezcld con la suspension de
TiO2/NAF anterior, se agito durante 1 min en ultrasonico, finalmente se
tomd una alicuota de la suspension final y se depositd sobre la superficie

del transductor.

3.4.3 Electrodo Composito con nanotubos de carbono

Electrodo NTC/GA: Los NTC se dispersaron en la solucion de
glutaraldehido (al 25% v/v), posteriormente la mezcla fue sonicada durante
60 min. Del composito obtenido se tomé una alicuota la cual fue depositada

en la superficie del transductor de grafito, dejé secar aire durante 48 hr.

Electrodo GA/LAC: Se realiz6 un composito de GA (al 25% v/v), el cual se
mezcld con la cantidad adecuada de lacasa (20 mg/ml), del cual se tomé
una alicuota la cual fue depositada en la superficie del electrodo, de igual

manera dejo secar al aire durante 48 hr.
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» Electrodo de NTC/LAC/GA: Del composito realizado de NTC/GA, se mezclé
la cantidad adecuada con enzima lacasa (20 mg/ml), para formar el
composito NTC/LAC/GA, el cual fue sonicado durante 5 min,
posteriormente una cantidad adecuada fue depositada en la superficie del

transductor, dejando secar durante 48 horas.

3.5 Métodosde Caracterizacion

3.5.1 Difraccion de Rayos-X (DRX)

Se realiz6 difraccibn DRX para determinar la presencia de las fases
cristalinas del TiOy, y los NTC, para lo cual, se utilizé un difractometro de rayos X
marca RIGAKU modelo DMAX/1200, el cual trabaja con linea de cobre Cu-K4 con

longitud de onda A=1.5406 angstroms, para realizar los andlisis.

3.5.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia del sol-gel de TiO; sintetizado y los NTC fueron examinados
utilizando microscopia electronica de barrido (MEB). El equipo que se utilizd para
realizar estas caracterizaciones fue un Microscopio Electrénico de Barrido marca
JEOL JSM -7600F. Para lo anterior, se tomaron muestras de los diferentes
minerales y se colocaron en un porta muestras para posteriormente ser bafadas
con cobre y de esta manera poder hacer las observaciones sin dificultad. A las
mismas muestras se les realizd6 un microanalisis elemental mediante una sonda

acoplada al microscopio.
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3.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Esta técnica fue utilizada para la caracterizacion de las microparticulas de
liquidos del TiO,, Nafion y Lacasa. Para realizar los espectros FTIR de las
microparticulas de liquidos se utilizd un espectrofotometro marca Bruker IR Tensor
27 en el cual las muestras se corrieron en un rango de nimero de onda de 400 a

4000 cm?, con 23 ciclos de barrido y 4 cm™ de resolucién.

3.5.4 Espectroscopia RAMAN

Para el andlisis de las muestras mediante espectroscopia Raman se
realizaron mediante un sistema de Alta Resolucion Marca Horiba, Modelo Lab
Ram HR Evolution, usando una Linea de Excitacion 632.8nm (laser de He Ne
5mW), Objetivo de 50X donde el Spot es de 2 micras.

3.6 Técnicaselectroqguimicas

3.6.1 Pruebas de Impedancia (EIS)

Para la obtencién de los espectros de impedancia se sumergieron los
electrodos de trabajo, el de referencia y el auxiliar en una célula que contiene una
mezcla de K4Fe (CN)g/KsFe (CN)s 0.1 M, de cada uno de ellos en medio cloruro
potasico 1 M, para simular una prueba redox. El Rango de escaneado de

frecuencia fue de 0,01 Hz a 100 kHz y la amplitud fue 5 mV.
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3.6.2 Medidas de Voltametria Ciclica (VC)

3.6.2.1. Solucion de ferrocianuro de potasio

Los experimentos se llevaron a cabo en una celda electroquimica que
contenia 40mL de 0.1M K4Fe (CN)g/KsFe (CN)s y 1 M KCI. Se realizaron 3 ciclos,
con un barrido de potencial de -0,5 V a +0,7 V, con una velocidad de barrido de
potencial de 100 mV/s.

3.6.2.2. Estudio de concentraciones

Para la medida de las concentraciones se prepard, una disolucion de
compuesto fenélico (Catecol y acido galico) 102 M empleando como disolvente
disolucion buffer de fosfato (SBP) 0,1M pH=6.68. Esta disolucion sera la disolucion

madre de la cual se adicionan a la celda electroquimica cantidades crecientes.

Para llevar a cabo las pruebas se realiz6 una primer voltametria ciclica con
40 ml de SBP en la celda que constituyeron el ensayo en blanco. Se realizaron 3
ciclos y se hace un barrido desde -0,5 V hasta +0,7 V, con una velocidad de
barrido de potencial de 100 mV/s. posteriormente se afadieron 30uL de la
disolucion a la celda electroquimica, bajo las mismas condiciones que se llevd a

cabo el ensayo en blando.

3.7 Determinacion de compuestosfendlicos mediante Reactivo
Folin-Ciocalteu

Se basa en la interaccion de los polifenoles con el reactivo Filin activado
con el carbonato de sodio. La reaccion entre el reactivo Folin y los polifenoles se
realiza en medio basico. Como resultado da un rango de colores; da una
coloracién azul, cuyo maximo de absorcion es a una longitud de onda de 765 nm.

La intensidad del color es proporcional a la concentracion de polifenoles.
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3.7.1 Preparacion de la curva de calibracion

Para la elaboracion de la curva de calibracidén se prepar6 una solucién stock
de 0.1 mg/mL de catecol, de la cual se realizaron diluciones de 0 a 200 pL, en
intervalos de 20 pL completando el volumen de cada uno a 2000 L,
posteriormente a cada disolucion se le adiciono Na,COs al 20% vy reactivo de

Folin IN. En la Tabla 2 se muestran los valores de las diluciones preparadas.

Tabla 2: Relacion de volumen afadido.

Concentracion Solucién Reactivo Na,CO; al 20 Agua
Catecol stock (uL) Folin (uL) % (uL) destilada (uL)
(Hg/mL)

0 0 125 1250 625
0.025 5 125 1250 605
0.05 10 125 1250 585
0.075 15 125 1250 565

0.1 20 125 1250 545
0.125 25 125 1250 525
0.15 30 125 1250 505

0.2 40 125 1250 485

0.3 60 125 1250 465

0.4 80 125 1250 445

0.5 100 125 1250 425

Para la medicién de las muestras (té y café comercial), se hizo una dilucion
de la muestra original 1:10 en agua destilada. De la cual se tom6 una alicuota de
122 pl de extracto, se diluyo con 500 pl de agua, se le adicionaron 125 pl del
reactivo de folin—ciocalteu, se mezclaron manualmente por 5 min y se le
adicionaron 1250 pl de carbonato de sodio (Na,COs al 20 %). se incubaron por 2 h
a temperatura ambiente protegiéndose de la luz y se leydo a 760nm en
espectrofotometro. Los resultados se expresaron como mg equivalente de acido
galico/gramo de muestra (mgEAG/Q).

Con base en los datos de concentracion contra absorbancia se generé la

curva de calibracién la cual se muestra en la Figura 28. En esta figura, se observa
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que la interpolacién de los correspondientes puntos genera una linea recta, lo que
indica que el seguimiento de la reaccion se puede realizar correctamente

utilizando esta correlacién de concentracion con la variable absorbancia.
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Figura 28: Curva de calibracion para concentracién de catecol (ug/ml).
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Capitulo IV. RESULTADOS

4.1 Difracciéon de Rayos X

4.1.1. Grafito

El difractograma del grafito se muestra en la Figura 29, en el cual se

observan los picos caracteristicos en el angulo 20 a 26.5°,42.3°, 44.5°, 50.70°,

54.66°, 59.89°, 77.49°,83.61° y 100.128°, los cuales coinciden con el patrén de
difraccion 00-056-0159 correspondiente al grafito.
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Figura 29: Espectro de difraccién de Rayos X del grafito.
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4.1.2 Polvo de 6xido de titanio

A partir del andlisis de difraccion de rayos-X de la muestra realizada por el
método Kochana y col. 2008, se indican las fases cristalinas del 6xido de titanio
(Figura 30), los picos fueron observados a 26: 25.4, 37.8, 46.8, 53.6°, los cuales
son los picos caracteristicos de la fase anatasa del TiO,, la cual es la fase
predominante de la muestra, lo cual podemos confirmarlo debido a la ausencia de
los picos caracteristicos de la fase rutilo los cuales estan en el angulo de 260
identificados como: 27, 32, 54, 57° (Kontos y col. 2005; Moradi y col. 2012; Llano y
col. 2007; Uekawa y col. 2012).
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Figura 30: Espectro de difraccion de Rayos X, del polvo de TiO,, en el cual se
muestran los picos de anatasa, obtenida por el método sol-gel.
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4.2 MicroscopiaElectronicade Barrido (MEB)

En la Figura 31a y 31b, se muestras las micrografias del 6xido de titanio
sintetizado por el método sol-gel, en la cual se aprecian particulas de diferentes
tamarfios las cuales van desde las 1 micras hasta 100 nanometros, formando

aglomeraciones de tamafos irregulares. Por otra parte, en la Figura 31c, se
observa la enzima inmovilizada en las particulas de titania, esta se aprecia debido

a la luminiscencia de la enzima lacasa.

Figura 31: Micrografias de: TiO,, a) 10000x, b) 40000x, y c)biosensor TiO,/NAF/LAC 10,000x.
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4.3 Tamano de Particula

La Figura 32 muestra la distribucion del tamafio de particula del 6xido de
titanio, en la cual se puede observar una distribucion muy uniforme, presentando
un estrecho rango el cual estd concentrado en el rango de 0.012 a 0.096 pm
(aproximadamente 12 a 96 nm), y el tamafio promedio se ubica en 0.066um
(66nm). Por otra parte, el valor de area superficial obtenido por el método BET fue
de 441.07m?/g, el cual es significativamente méas alto comparado con lo reportado
por Watson y col 2004, Kontos y col 2005; y Choi y col 2006. EIl resultado
obtenido implica que las particulas tienen un buen potencial para su aplicacion en
la fabricacidén de peliculas compuestas de TiO,, con baja resistencia y una gran

retencion organica.
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Figura 32: Distribucién del tamafio de particula del TiO..

4.4 Espectroscopiade Infrarrojo (IR)

4.4.1 Di6xido de titanio

En la Figura 33 se muestra el espectro de infrarrojo para el 6xido de titanio
sintetizado, observandose las bandas alrededor de 650 y 783 cm%, las cuales son
caracteristicas del modo de vibracion del grupo funcional Ti-O-Ti (Chen vy col.,
2007; Ochoa y col., 2009), en la banda alrededor de 933 cm™ es caracteristico de
la formacién de la red O-Ti-O [Porkodi and Arokiamary 2007].EIl pico en la banda
de alrededor de 1273 cm™ es caracteristico de la formacion de la red de Ti-O-Ti
(Watson y col., 2004). La banda de 1463 cm™ puede ser asociada a tensiones C-H
lo cual indica la presencia de grupos organicos residuales asociados con el 4cido
acético utilizado durante la sintesis (Hernandez y col., 2011). El pico a 1643 cm

se debe a la flexién de las moléculas de agua absorbida (Hernandez y col., 2008;
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Zubieta y col., 2012), por ultimo, la banda alrededor 3433 cm™ es atribuida a la
tension vibracional de los grupos —OH del agua (Chen y col., 2007; Attar y col.,
2008; Hernandez y col., 2008; Zubieta vy col., 2012).
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Figura 33: Espectro de infrarrojo del sol-gel de TiO,.
4.4.2 Nafion

En la Figura 34 se presenta el espectro de Nafion, los enlaces de la cadena
principal del politetrafluoroetileno de naturaleza hidrofébica producen dos bandas
de absorcion fuertes en 1214 cm™ y 1155 cm™; estas bandas son asignadas a
estiramientos asimétricos y simétricos del enlace C-F, el resto de los picos del
enlace C-F pertenecen a las cadenas laterales unidas por enlaces éter aparecen
en forma de un pico muy débil a 707 cm™. (DonJie et al. 2009). Los picos dobletes
en 829 y983 cm™, y el pico a 1053 cm™ son caracteristicos de la cadena lateral en
el Nafion, y se asignan a los las vibraciones simétricas de enlaces C-O-C yS-O y
a la vibraciéon de estiramiento de los grupos -SOgs-, respectivamente. Por otra
parte se observan dos bandas caracteristicas de la presencia de moléculas de
agua localizadas en 3396cm™ y 1640 cm™ (Beltran et al 2012; Luo et al 2008).
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Figura 34: Espectro Infrarrojo Nafion
4.4.3 Lacasa

El espectro FTIR de lacasa (Figura 35) muestra las cinco bandas
principales: la banda centrada a 3300 cm™ asociada a las vibraciones OH del
agua, la banda alrededor de 2800 cm™ se atribuye a los enlaces C-H, la banda
correspondiente al enlace peptidico N-H a 1630 cm ', la banda de las
vibraciones de estiramiento de aminas C-N se localiza en 1350 cm™, y una fuerte
banda a 1100 cm™ debido a C-O-C (Tavares y col., 2015; Wang y col., 2012).
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Figura 35: Espectro de Infrarrojo de lacasa.

4.4 4 Biosensor TiO/NAF/LAC

El analisis FTIR del biosensor TiO2/NAF/LAC, se presenta en la Figura 36
en el cual estan presentes los enlaces de las bandas principales de Ti-O-Ti, Ti-OH,
CF, SO, como se ha mencionado en los apartados anteriores, con los resultados
obtenidos comprobamos que el material composito, no afecta a los grupos
quimicos de la enzima, lo que demuestra que la buena biocompatibilidad de TiO,,

con esta.
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4.5 Espectroscopiade RAMAN

Los espectros Raman de las nanoparticulas de TiO, se muestran en las
Figura 37, en donde las bandas colocadas a 145, 398, 517 y 639 cm™, son
caracteristicas de la fase anatasa del TiO, (Figura 37a), en la Figura 37b, se
muestra el espectro Raman de la enzima lacasa en donde no hay bandas
presentes, debido a la luminiscencia propia la enzima, la Figura 37c, pertenece al

biosensorTiO2/NAF/LAC, en el cual solo se aprecian las bandas asociadas a la
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Figura 37: Espectros Raman de: (a) TiO,, (b) Lacasa y (c) biosensor TiO,/NAF/LAC.
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4.6 Medidas deimpedanciaelectroquimica (EIS)

La microscopia de impedancia electroquimica es una poderosa herramienta
para el estudio de las propiedades de interfaz de la superficie de los electrodos
modificados. Las mediciones de impedancia de los diferentes biosensores, asi
como del transductor de grafito (EG, NAF/LAC, TiO2/LAC, y TiO2/NAF/LAC), se
llevaron a cabo en un potencial de circuito abierto, con una solucion buffer de
fosfatos (pH 6,68) que contenia 5mM K3z[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] en un rango de

frecuencia de 1 x102 a 1x10° Hz.

La respuesta de impedancia se representa como diagramas de Nyquist, que
consisten en dos partes: una parte es la seccion de semicirculo, que se encuentra
a frecuencias altas correspondiente al proceso limitado por transferencia de
electrones (Rct) y a la capacidad de la doble capa (Cq) del electrodo modificado.
La otra parte del diagrama de Nyquist pertenece a la seccion lineal, la cual retne
la informacion relacionada al proceso de transferencia electronica limitado por la
difusion (Rs y Ws) dada en la solucién situado a bajas frecuencias. Esta segunda
seccion se utiliza para analizar la respuesta detallada electroquimica de los
electrodos modificados mediante el uso de componentes de Nyquist individuales o

mezclados (Mayorga-Martinez y col., 2013).

4.6.1 Biosensores recubiertos con TiO»

En la Figura 43 se representan las respuestas obtenidas por EIS en graficos
de Nyquist para el electrodo de grafito sin modificar, asi como para los
biosensores TiO2/NAF/LAC, NAF/LAC y TiO2/LAC.

El electrodo de grafito exhibe casi una linea recta en los espectros de
Nyquist (Figura 38 curva a), que es caracteristico para una etapa limitante del
proceso electroquimico. El semicirculo a altas frecuencias aparece cuando se

hace la deposicion del composito NAF/LAC (Figura 38 curva b), lo cual nos indica

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas 75



UMSNH

una resistencia de transferencia de carga (143.40 Ohm), este incremento es
atribuido a las propiedades no conductoras de la enzima lacasa, (Kumar y col.,
2008; Alarcén y col., 2010; Mayorga-Martinez y col., 2012). La disminucion del
diametro del semicirculo disminuye con el composito TiO»/LAC obteniendo una
baja resistencia a la transferencia de electrones (16.03 Ohm) en la interface del
electrodo (Figura 38 Curva c). Este incremento en la transferencia de electrones
sobre la superficie del electrodo es originado por la monocapa de TiO», debido las
propiedades semiconductoras de este. Finalmente se puede observar que la
adsorcion de lacasa en la mezcla de TiO2/NAF/LAC (Figura 38 curva d) esta
relacionado con la disminucién del semicirculo, aumentado la transferencia de
electrones (9.44 Ohm), debido a la rapida difusion/migracién de la pelicula
TiO2/NAF, en comparacion con la pelicula de NAF/LAC. Por otra parte, podemos
observar que la adsorcion de la Lacasa sobre el composito TiO2/NAF, se relaciona
con la disminucién en el semicirculo, que es indicativo que la Lacasa ha sido

inmovilizada sobre la matriz de titania.
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Figura 38: Diagrama de Nyquist para las medidas de Impedancia.
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En los procedimientos experimentales, a partir de las graficas de Nyquist se
puede calcular la resistencia a la transferencia de carga y la capacidad de la doble
capa con la ayuda de los circuitos equivalentes. Con respecto al EG y EG-
TiO,/PVA como son procesos de una sola constante de tiempo pueden ser
modelados mediante un circuito eléctrico equivalente que consiste en la
resistencia de la celda (Rs) en serie con un paralelo R,(CPE (Figura 39a), donde:
Rct representa la resistencia a la transferencia de carga, y el CPE supone que es
una capacitancia no ideal. Utilizando esta aproximacion los valores obtenidos para
Rct =41 KQ y para CPE=20.08 mF, estos valores son semejantes a los obtenidos
par diferentes tipos de electrodos de carbono (De Luca y col 2005; Filipe y col
2004). En la Figura 44b, se representa el circuito equivalente para los electrodos
EG-PVA y EG-TIiO,, y EG-LAC a diferencia del circuito anterior se hizo la adicion
de un capacitor y un Warbunrg, debido a que presenta dos constante de tiempo (el
semicirculo y la linea recta, los cuales representan la resistencia a la transferencia
de y difusion), los valores para R¢i= 13.40 MQ y para CPE=17.49 mF, los cuales
son mayores a los obtenidos por electrodos anteriores, lo cual coincide con lo

obtenido en el diagrama de Nyquist.
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Figura 39: Circuitos equivalentes para ajustar los espectros de impedancia
electroquimica, (a) barra de grafito; (b) NAF/LAC; TiO,/LAC; y TiO,/NAF/LAC. Dénde: R1,

resistencia del electrolito; Ws, Warbunrg; R2, resistencia a la transferencia.
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4.7 Medidas de Voltimetria Ciclica(VC)

Para evaluar las propiedades electroquimicas en la superficie de la barra de
grafito y los diferentes electrodos modificados y sin modificar se empled la técnica
de voltametria ciclica, se llevé a cabo en una solucion de [Fe (CN)¢®* ~ / [Fe
(CN)g]* 0.1 M disuelta en 0,2 M KCl a una velocidad de barrido 100 V/s en un
rango de -0.5 a 0.70 V, para el electrodo de grafito sin modificar, asi como para los

biosensores dopados con TiO, como para los de NTC.

En la Figura 40 se puede observar los bien definidos picos para los
biosensores TiO2/NAF/LAC y TiO2/LAC, y para la barra de grafito, estos se deben
a la conduccién del grafito y a las propiedades de semiconductor del TiO», en
cambio para para el biosensor NAF/LAC presenta una muy pequefa corriente de
pico en el voltamperograma, lo cual es atribuido a que el Nafion esta rodeado
parcialmente por regiones hidréfobas de iondmero sulfonato perfluorado, lo que
dificulta la transferencia de iones Yy las propiedades no conductoras de la enzima
(Kochana 2012; Zhong et al. 2011). También se aprecia que los biosensores
TiO2/NAF/LAC y TiO2/LAC presentan una menor reversibilidad asicomo una mejor
respuesta en la corriente de pico, que el electrodo NAF/LAC, esta conducta puede
ser atribuida a que la enzima lacasa quedo adsorbida en la matriz de titania, por lo
cual no obstruye el paso de electrones de la sonda electroquimica, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en la técnica de impedancia

electroquimica (Yang et al. 2005).
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Figura 40: Voltimetria Ciclica en 0.1M [Fe(CN)]*/[Fe(CN)¢]*, en una solucion de
0.2M KCI a un barrido de potencial 100 v/s.

4.8 Respuestaelectroquimicade catecolenlos biosensores

Para evaluar las caracteristicas de deteccion electroguimica se utilizé el
catecol como compuesto fendlico. La Figura 41 muestra los voltamperogramas
ciclicos de catecol en una solucion buffer pH 6.68 del biosensor NAF/LACA (a);
TiIO,/LAC (b) y TiO2/NAF/LAC (c) en ausencia y presencia de catecol a una
concentraciéon de 25 pmol L™t. Como era de esperar no se observan picos de
reduccidén-oxidacion para la barra de grafito en ausencia de lacasa. En las Figuras
41 curvas (a), (b) y (c), con la adicién de 25 pmol L, se obtuvo un pico de
oxidacion y reduccion bien definidos para los tres biosensores, con lo cual se
comprobd las propiedades cataliticas de los electrodos modificados para la
oxidacion del biosensor, por lo tanto, pueden ser utilizados para realizar un estudio

de concentracion y ser aplicado para la determinacién de acido galico.
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Figura 41: Respuesta de los diferentes biosensores, en 25 pM de catecol.

4.9 Estudiodeconcentraciones

Se realizaron adiciones sucesivas de concentraciones crecientes a la celda

electroguimica de distintos antioxidantes (catecol), partiendo de una disolucién
madre de antioxidantes a una concentracién 10 M, en una celda electroquimica,

gue contenia 40 mL de solucion buffer de fosfato (SBP; 0,1 M pH=6.68). Los
voltamperogramas ciclicos de catecol obtenidos (Figura 42), presentan un
evidente aumento tanto en el pico de reduccién como en el pico de oxidacion, lo
cual es producido debido a la reaccion enzimatica. También se puede notar que a
medida que aumenta la concentracion de antioxidante los picos sufren

desplazamientos notables en cuanto a su Intensidad de corriente para los tres

biosensores.

————————————
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Figura 42: Respuesta voltamétrica de los biosensores en SBP 0.1M, con distintas
adiciones de disolucion de catecol.

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas analiticas de los tres
biosensores, en términos de sensibilidad, limite de deteccién y rango lineal. Los
biosensores basados en NAF/LAC, y TiO,/LAC presentan él mismo limite de
deteccion de 1.25 upM, con un factor de correlacion de 0.9984 y 0.9952
respectivamente, mientras que el biosensor basado en TiO,/NAF/LAC, tiene el
menor limite de deteccion de 0.75uM con un factor de correlacion de 0.9968. Por
otra parte, la respuesta lineal obtenida para los biosensores NAF/LAC y TiO,/LAC
esta en el rango 1.25-175uM, mientras para el biosensor TiO2/NAF/LAC,
presentan una menor respuesta lineal en el rango de 0.75-175 pM. La sensibilidad
de los biosensores fue determinada obteniendo 2.8, 2.6 y 2.43uA/uM para
TiO2/NAF/LAC, NAF/LAC; TiO2/LAC, respectivamente. La alta sensibilidad la

presento el biosensor de TiO2/NAF/LAC, lo cual es atribuido a la buena
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biocompatibilidad alrededor de la enzima y a la naturaleza porosa de la pelicula

composito por el sol-gel del 6xido/Nafion.

Tabla 3: Caracteristicas analiticas de los diferentes biosensores.

Sensibilidad | Rango Lineal | Limite de deteccién | Factor correlacion

Biosensor MA L/pmol UM UM
(TiOo/NAF/LAC) 2.8 0.75-175 0.75 0.99682
(NAF/LAC) 2.6 1.25-125 1.25 0.99844
(TiO,/LAC) 2.43 1.25-150 1.25 0.9952

La estabilidad del biosensor es considerada como una de las caracteristicas
principales, por lo que, su estabilidad a largo plazo fue estudiada. En la Tabla 5 se
muestran los resultados obtenidos durante 60 dias, en términos de sensibilidad,
para el biosensor TiO2/NAF/LAC. De los resultados obtenidos podemos resaltar
gue el biosensor va perdiendo gradualmente su actividad a lo largo de los 60 dias,
manteniendo solamente el 34%, este resultado demuestra que la pelicula del sol
de titania es muy eficiente para retener la actividad de la enzima lacasa. La
estabilidad a largo plazo que presenta el biosensor de TiO,, se debe a que el
proceso de inmovilizacion en el sol-gel de titania no involucra ningn compuesto
aditivo que pueda hacer una modificacién quimica en las moléculas de la enzima,
por lo que la enzima puede mantener su actividad biolégica en gran medida (Yu y
col., 2003; Lee y col., 2007).
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Tabla 4: Estabilidad del biosensor TIO,/NAF/LAC.

Biosensor TiO,/NAF/LAC

Dias Sensibilidad @ % de Actividad

pA L/umol
1 2.8 100%
8 2.3 82%
15 1.98 71%
22 1.67 60%
30 1.39 50%
38 1.32 47%
45 1.18 42%
53 1.05 36%
60 0.95 34%

Para efectos practicos, el biosensor TiO,/NAF/LAC se utiliz6 para
determinar el contenido total fendlico en infusiones de té y café. Los resultados
obtenidos fueren comparados con el meétodo espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteu. La cuantificacion se llevdo a cabo sobre el estandar de catecol y los
resultados se expresaron como mg de catecol por 100 g de muestra. En la Tabla
6, se resumen los resultados obtenidos, en donde se observa que el biosensor
TiO2/NAF/LAC obtiene un menor valor que con el método Folin-Ciocalteu, esta
diferencia, puede ser atribuida al diferente agente oxidante que se usa, es decir,
una enzima (Biosensor) o un compuesto quimico (Método Folin-Ciocalteu), que es
utiizado en cada caso. Por una parte, la enzima oxida especificamente a los
compuestos difendlicos en particular a los compuestos en posiciones orto, meta y
para, mientras que el método Folin-Ciocalteu puede oxidar no solamente a
compuestos fendlicos, sino a cualquier otra especie reducida en la muestra, es

decir, aminas aromaticas, acido ascorbico, Cu () y Fe (ll) (lbarra-Escutia y col.,
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2010]. Por otra parte, el biosensor basado en lacasa proporciona una muy buena
alternativa a los métodos convencionales para la deteccién de fenoles, ademas,
de que las muestras analizadas no requieren ningun tratamiento previo. Lo
anterior concuerda con lo reportado por Carralero Sanz y col 2005, en la deteccion
de fenoles en muestras de vino, de igual manera Chang y col., 2002, para la

estimacion de fenoles totales en muestras de agua.

Tabla 5: Contenido equivalente de Fenoles en infusiones de té y café, determinados por el
método amperométrico propuesto (Biosensor TiO2/NAF/LAC), y el método
espectrofotométrico (Folin-Ciocalteu). CEF: Contenido equivalente de fenoles.

Muestras CEF CEF
TiO,/NAF/LAC @ Folin-Ciocalteu

Té 1l 4.47 131.06

Té Verde McCormick 5.18 26.74
Té Limodn Vitte 4.81 31.09

Té ManzanillaMcCormick 5.13 43.97
Té Hiervabuena Vitte 5.32 22.08
Té Limon hoja 14.14 25.19
Té Muicle 5.48 113.21

Café soluble 6.08 51.74

Café insoluble
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4.10 Biosensores desarrollados con Nanotubos de carbén

Debido a su naturaleza intrinseca, las principales caracteristicas de patron
de difraccién rayos X de nanotubos de carbono son similares a los de grafito. En la
Figura 43 se muestra el difractograma de nanotubos de carbono, en el cual se
aprecian claramente los picos de difraccion caracteristicos del Carbono con
estructura hexagonal a 20:26.0, 44.0, 51 y 80° que podemos comprobar con los

datos extraidos del programa PCPDFWIN.

50 Nanotubos de carbono (NTBC)

26.0

Intensidad (u. a.)

30 T T T T T T T
20 40 60 80

2 0 (grados)

Figura 43: Espectro de Rayos X de NTC.
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4.11 MEB parananotubosde Carbono (NTC)

Los resultados por microscopia electrénica de barrido nos muestran
aglomerados de NTC con estructura tubular, ademas se observa que el diametro
de los nanotubos varia de 17.2 a 67.6 nm (Figura 44 a y b). En la Figura 44 c, se
muestra la morfologia del composito NTC/LAC/GA, en donde se observan
pequefias estructuras de forma globular, indicando con ello la inmovilizacién

exitosa de la enzima lacasa en la superficie de la capa de NTC/GA, esto

concuerda con lo reportado por Chawla y col. 2012.

Figura 44: Imagenes MEB de Nanotubos de carbono: (a) NTC 100,000x; (b) diametro de NTC
100,000x; (c) biosensor NTC/LAC/GA 100,000x.
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4.12 Espectroscopiade Raman

La espectroscopia Raman es una herramienta que se utiliza para
proporcionar informacion estructural sobre los NTC antes y después de su
oxidacion. El andlisis espectroscopico se muestra en la Figura 45, en el cual se
muestra la banda-D (1308 cm?) y la banda-G (1564 cm™), para los nanotubos
antes y después de la oxidacién (Curvas a y b, respectivamente), estas son las
tipicas bandas de los nanotubos de carbono de pared mudltiple. El aumento en la
intensidad (Curva b), se debe al tratamiento &cido recibido durante la oxidacion,
debido a la eliminacion de atomos de carbono amorfo [Guadarrama-Fernandez y
col., 2014]. Por otra parte, la disminucién de la intensidad, para los nanotubos sin
oxidar (Curva a) puede ser atribuida a la ruptura de algunos enlaces y la insercion

de grupos quimicos en los NTC durante la oxidaciéon [Malarvizhi y col., 2012].
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Figura 45: Espectro Raman de nanotubos: (a) sin funcionalizar y (b) oxidados (c)
Biosensor NTC/GA/LAC.
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4.13 Medidasde ImpedanciaElectroquimica

Mediante de la solucion redox Ks[Fe(CN)sl/K4Fe(CN)s] como sonda
electroguimica, se obtuvieron los diagramas de Nyquist de los diferentes
electrodos modificados con nanotubos de carbono (NTC) en el rango de
frecuencia de 102 a 10° Hz fueron obtenidos (Figura 46). El electrodo de grafito
presenta casi una linea recta propia de los sistemas de una sola etapa sin
presentar ninguna resistencia a la transferencia de carga, al modificar la superficie
del transductor de grafito con GLUT/LAC se presentd un semicirculo a altas
frecuencia aumentando drasticamente la resistencia a la trasferencia de carga
alrededor de 79.20 Ohm, debido como se mencion0 anteriormente a las
propiedades no conductoras tanto del glutaraldehido (GLUT) como de la enzima,
los cuales bloquean el intercambio de electrones entre la sonda redox y la
superficie del electrodo. Después el transductor se revistié con una mezcla de
NTC/GLUT, con lo cual, el diametro del semicirculo disminuyo
considerablemente, trayendo con ello una menor resistencia a la trasferencia de
electrones (13.56 Ohm), esto es atribuido a que los NTC interactian como una
interface en la transferencia de electrones entre la sonda redox y el electrolito,
finalmente la enzima lacasa fue inmovilizada en el composito NTC/GLUT, el
didmetro del semi-circulo en los diagramas de Nyquist, fue menor que el obtenido
en el composito cuando se inmovilizo solo en glutaraldehido, mejorando con ello la
transferencia de electrones, y disminuyendo la resistencia a la transferencia de
carga (33.14 Ohm), esto debido a que los nanotubos de carbono aceleran la
transferencia de electrones entre los sitios electro-activos de la enzima ( Deng y
col., 2009; Jiang y col., 2009).
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Figura 46: Diagrama de Nyquist para las medidas de Impedancia de los diferentes
electrodos de NTC.

4.14 Medidasde VoltimetriaCiclica

En la Figura 47 son presentados los voltamperogramas ciclicos (CV)
para estudiar el comportamiento electroquimico de la barra de grafito y los
electrodos modificados a una velocidad de barrido de 100 mV s El
voltamperograma para la barra de grafito muestra un comportamiento ciclico
reversible (Figura 52 curva a), propio para este sistema [Liu y col., 2006; Li y
col., 2011), la corriente de pico disminuye drasticamente al modificar la
superficie del electrodo de grafito con una mezcla de glutaraldehido y lacasa,
donde tampoco hay aparicién del pico anddico, debido a las propiedades no
conductoras de la lacasa, las cuales obstruyen la transferencia de electrones
(Zhong y col., 2011), cuando se recubre con la mezcla de NTC-GLUT (Figura
47 curva c), la corriente de pico aumenta y solo se obtiene la aparicion del pico

catddico, lo cual corresponde a una reaccidn irreversible e indica que le
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Glutaraldehido actia como una capa inerte que bloquea la transferencia de
electrones. Cuando la enzima lacasa es inmovilizada en el composito
NTC/GLUT, se obtiene comportamiento quasi-reversible, con una menor

corriente de pico, esto se debe a las propiedades de conduccion que presentan

los NTC.
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Figura 47: Voltametria ciclica en 0.1M [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* y 0.2M KCl a 100 V/s,
para biosensores con NTC.
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4.15 Estudiode concentraciones deNTC

De igual manera para los biosensores desarrollados con nanotubos de
carbono, se realizaron adiciones sucesivas de concentraciones crecientes a la
celda electroquimica de catecol, partiendo de wuna disolucion madre de
antioxidante a una concentracién 10° M, en una celda electroquimica, que
contenia 40 mL de solucion buffer de fosfato (SBP; 0,1 M pH=6.68). Los
voltamperogramas ciclicos de catecol obtenidos (Figura 48), presentan un
evidente aumento tanto en el pico de reduccion como en el pico de oxidacion, lo
cual es producido debido a la reaccion enzimatica. También se puede notar que
a medida que aumenta la concentracion de antioxidante los picos sufren
desplazamientos notables en cuanto a su Intensidad de corriente para los dos
diferentes biosensores, teniendo una mejor respuesta el biosensor desarrollado

con nanotubos, debido a las propiedades conductoras de estos.

300

200 +

100 4

LAC/GA

80

-120

Intensidad/pA

-160

-200

-240 4

-280

-0.8

02 0.0
Potencial/V

-0.6 -0.4 0.2 04 0.6

-0.8

Potencial/V

disolucion de catecol.

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas 91

0.6



UMSNH

Las caracteristicas analiticas de los dos diferentes biosensores son
mostradas en la Tabla 7, en términos de sensibilidad, limite de deteccion y rango
lineal. Como se observa las mejores caracteristicas las presenta el biosensor
NTC/LAC/GA, con una sensibilidad de 2.81 y un factor de correlacién de 0.9948,
mientras que el biosensor LAC/GA mostro 2.11 y un factor de correlacion de
0.9949, en cuanto a limite de deteccion los biosensores obtuvieron 0.5 y 2.5 uM
para NTC/LAC/GA y LAC/GA respectivamente, en cuanto al rango lineal el
biosensor NTC/LAC/GA, exhibe el mas amplio rango lineal. Esto se debe, a las
distintivas propiedades de los nanotubos de carbono, en especial a la buena
biocompatibilidad, la gran area superficial, elevada conductividad eléctrica, con lo
cual, mejoran la capacidad de transferencia de electrones entre la especie
electroativa, mejorando con ello las propiedades de los electrodos (Diaconu y col.,
2010; Pérez y Merkogi 2008).

Tabla 6: Caracteristicas analiticas de los diferentes biosensores.

Sensibilidad Rango lineal Limite de Factor
deteccion de Correlacion
Biosensor MA L/pmol UM UM
NTC/LAC/GA 2.81 0.5-150 0.5 0.9948
LAC/GA 2.11 2.5-175 2.5 0.9949

De igual manera, se estudio la sensibilidad a largo plazo del biosensor
NTC/LAC/GA durante 45 dias, en la Tabla 8 se muestran los resultados, en donde
se observa que después de los 45 dias el biosensor conserva solamente el 33%
de su actividad. Con los resultados obtenidos se demuestra que el método para
inmovilizar la enzima en los NTC es capaz de retardar la desnaturalizacion de
lacasa, y, principalmente se debe al microambiente del biosensor, que tiene buena

biocompatibilidad de lacasa existente (Ya y col., 2011).
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Tabla 7: Estabilidad del biosensor NTC/LAC/GA.
Dias | Sensibilidad @ % Actividad

MA L/pmol
1 2.81 100%
8 2.72 97%
15 2.62 93%
22 2.53 90%
30 2.43 86%
38 1.41 50%
45 0.95 33%

Se utilizé el biosensor NTC/LAC/GA, para evaluar el contenido total de
fenoles en muestras de té y café. Los resultados obtenidos se expresaron en
equivalentes de catecol por cada 100g de muestra, estos, fueron comparados por
el método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, utilizando catecol como estandar.
Los datos son reportados en la Tabla 9, en donde se observa que los resultado
obtenidos con el biosensor (NTC/LAC/GA), son menores, lo cual concuerda con lo
reportado con el biosensor de TiO,/NAF/LAC, esto de igual manera se debe a, que

la enzima lacasa oxida en particular a los compuestos fendlicos.

Tabla 8: Contenido equivalente de fenoles en infusiones de té y café, determinados
por el método amperométrico propuesto (biosensor NTC/LAC/GA), y el método

espectrofotométrico (Folin-Ciocalteu). CEF: contenido equivalente de fenoles.

Muestras CEF CEF
NTC/LAC/GA | Folin-Ciocalteu

Té Verde McCormick 37.41 131.07
Té Limdn Vitte 7.29 26.75

Té Manzanilla McCormick 7.24 31.10
Té Hiervabuena Vitte 7.53 43.98
Té Limén hoja 7.63 22.09

Té Muicle 16.05 25.20
Café soluble 17.52 113.22
Café insoluble 13.10 51.74
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Capitulo V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos, el método sol-gel propuesto para sintetizar
nano-particulas de TiO,, proporciona un proceso de inmovilizacién suave
para enzima lacasa, y un microambiente biocompatible alrededor de esta,

por lo cual, retiene su actividad biologica.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que los tres
biosensores  compositos  enzimaticos  (TiO2/LAC; NAF/LAC vy
TiO,/NAF/LAC), tienen buena sensibilidad hacia el catecol en el orden de
MA/UM, comparado con lo reportado por otros autores los cuales lo han
obtenido en orden de pA/mol, presentando las mejores propiedades
analiticas el biosensor de TiO/NAF/LAC. Esto se debe a las propiedades
semiconductoras del TiO; y a la pelicula compuesta por TiO,/NAF, la cual,
es muy eficiente para evitar la salida de lacasa de la pelicula, por lo cual se

tiene buena estabilidad a largo plazo.

El biosensorTiO2/NAF/LAC, desarrollado presenta buena estabilidad y
exhibi6 un buen desempefio en términos de tiempo de respuesta,
sensibilidad, estabilidad a largo plazo, proceso de fabricacion fue simple y
puede ser utilizado para la determinacion precisa del contenido fendlico sin

ningan tratamiento previo de la muestra.

La aplicacion del biosensor en infusiones de té y café, muestra que el
biosensor es confiable para una rapida y fiable deteccion del contenido
fendlico de las muestras, sin hacer un proceso de extraccion, comparando

con el método de Reactivo Folin-Ciocalteu.
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El biosensor desarrollado con NTC, demostré que el composito NTC/GA,
presento una gran sensibilidad para la deteccion de catecol, ademéas de
mostrar buenas caracteristicas tales como un mayor tiempo de respuesta,

mayor sensibilidad, menor limite de deteccion.

De igual manera que el biosensor desarrollado con nano-particulas de
titania, el biosensor NTC/GA/LAC, al ser probado en muestras de té y café,
presento buena afinidad hacia los compuestos fendélicos, comparandolo con

el método Folin-Ciocalteu.

Como conclusidn final se puede comprobar que al usar una nano-estructura
ya sea TiO, o NTB, ambas tienen buena sensibilidad y estabilidad en el

desarrollo de biosensores amperométricos para la deteccion de catecol.

Por otra parte, ambos biosensores al ser utilizados para la deteccién de
polifenoles en infusiones de té y café, muestran gran afinidad hacia estos

compuestos.
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