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“La verdad siempre se halla en la simplicidad y no en la multiplicidad y confusion
de las cosas.”

Isaac Newton

“Nada en la vida debe ser temido, solamente comprendido. Es hora de
comprender mas y temer menos...”

Marie Curie
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Resumen

El incremento de la actividad humana lleva consigo el aumento de productos
quimicos liberados en el medio ambiente, siendo este uno de los principales
causantes en la pérdida de biodiversidad, riesgos naturales y de amenazas en la
salud humana. En el presente trabajo de tesis se plantea la modificacion de
electrodos de grafito con nanotubos de carbono, para la posterior inmovilizacion de
la enzima microperoxidasa-11 sobre su superficie a partir del método fisico, creando
asi un biosensor enzimatico. Posteriormente mediante el uso de diversos métodos
como: voltamperometria ciclica, espectroscopia UV- Vis y microscopia de fuerza
atomica se determinaron las mejores condiciones de fabricacién y almacenamiento,
asi como definir las caracteristicas Unicas del biosensor GE-MWCNT-MP-11. El
proyecto forma parte del desarrollo de biosensores para la determinacion de
compuestos de interés ambiental. El estudio planteado permitird establecer en el
laboratorio de Bioinorganica Aplicada de la BUAP, la metodologia para la
inmovilizacién de enzimas sobre transductores electroquimicos elaborados a base
de materiales carbonaceos, ademas de contribuir al entendimiento de los procesos

guimicos y electroquimicos involucrados durante su anclaje a la superficie.



Abstract

The increase in human activity brings with it an increase in chemical products
released into the environment, this being one of the main causes of biodiversity loss,
natural risks and threats to human health. In the present thesis project, it's proposed
the modification of graphite electrodes with carbon nanotubes, for the subsequent
immobilization of the enzyme microperoxidase-11 on its surface from the physical
method, thus creating an enzymatic biosensor. Subsequently, through the use of
various methods such as: cyclic voltammetry, UV-Vis spectroscopy and atomic force
microscopy, the best manufacturing and storage conditions were determined, as well
as defining the unique characteristics of the GE-MWCNT-MP-11 biosensor. The
project is part of the development of biosensors for the determination of compounds
of environmental interest. The proposed study will allow to establish in the BUAP
Applied Bioinorganic Laboratory, the methodology for the immobilization of enzymes
on electrochemical transducers made from carbonaceous materials, in addition to
contributing to the understanding of the chemical and electrochemical processes

involved during their anchoring to the surface.
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Justificacion

Debido al constante cambio en las tecnologias de produccién y desarrollo, los
desechos y residuos que se arrojan sin medida en el entorno, asi como la emergente
oleada de componentes ambientales modificados que afectan la integridad y
desarrollo del ser humano, que ademas se vuelven una preocupacion de caracter
médico, ambiental y biologico [1]. Esto nos lleva a la urgente creacion de
plataformas que permitan transformar con precision la sefial producida por la
interaccion entre el analito y la superficie de ésta a una facilmente medible. Una de
las plataformas mayormente utilizadas como elemento transductor son las de grafito
epoxi (GE), estas se utilizan para el desarrollo de sensores electroquimicos, los
cuales se encuentran entre los mas empleados [2]. Retrospectivamente estos
electrodos carecen de reproducibilidad y repetitividad experimental, para eludir esta
complicacion se ha incorporado a la superficie del material nanotubos de carbono
los cuales debido a sus propiedades estructurales Unicas permite una mejor
transferencia de electrones y una mayor area de contacto, asimismo por su buena
biocompatibilidad permite agregar elementos como enzimas que gracias a su alta
selectividad de sustrato objetivo facilitan la deteccion de especies en especifico. Un
pequefio contratiempo en el desarrollo de estos electrodos esta presente en la
metodologia para desarrollarlos, ya que ésta depende de diversos factores y
procedimientos complejos no totalmente reportados. Por estas razones es
necesario realizar investigacion cientifica que desemboqgue en la consolidacién de
metodologias para generar dichos transductores de la manera mas simple. En la
presente tesis, se propone el desarrollo y caracterizacion de plataformas
(electrodos) electroquimicas a base de materiales carbonaceos. Los electrodos de
grafito epoxi seran funcionalizados con nanotubos de carbono y la enzima
microperoxidasa 11. La inmovilizacion de la enzima se realizard mediante el método
fisico, prescindiendo con esto de la funcionalizacion de la superficie de los
nanotubos de carbono con moléculas de anclaje. Lo anterior no se encuentra
reportado en literatura para esta enzima, y posee multiples beneficios para ser
utilizado como elemento transductor para la determinacion de compuestos de

interés ambiental.
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Hipotesis

La oxidaciébn de nanotubos de carbono adiciona grupos quinoides sobre su
superficie, estos grupos funcionan como moléculas de anclaje a la enzima
microperoxidasa 11 a través de su interaccion con alguno de los residuos
aminoacidicos por posibles interacciones pi. De esta forma, se pueden desarrollar
templetes los cuales serdn capaces de anclar a la microperoxidasa-11 presentando
un mayor control en el proceso de adsorcion y simplicidad de elaboracion.

12



Objetivos
Objetivo general

Inmovilizar la enzima microperoxidasa-11 sobre la superficie de nanotubos de
carbono multicapa (MWCNT) mediante el método fisico, previamente depositados

sobre electrodos de grafito epoxi.

Objetivos especificos

= Identificar las condiciones necesarias para la adsorcion de la enzima
microperoxidasa-11 sobre electrodos de grafito-epoxi nanotubos de carbono
(GE/MWCNT) a valores de pH por arriba y por debajo de su punto isoeléctrico
(4.6).

= Desarrollar una metodologia simple, de bajo costo y facilmente reproducible
para la adsorcion de la enzima microperoxidasa-11 sobre electrodos de
grafito-epoxi nanotubos de carbono(GE/MWCNT).

» Estudiar la adsorcidon de la microperoxidasa-11 sobre electrodos de
GE/MWCNT en su estado monomérico y oligomérico (2 y 50 uM).

= Caracterizar de una forma electroquimica, fisica y espectroscopica los
electrodos GE/MWCNT-MPX-11 obtenidos.

13



Introduccién

La diseminacion de una gran variedad de compuestos quimicos en practicamente
todos los compartimientos ambientales ha provocado la necesidad de detectarlos y
cuantificarlos. Sin embargo, la deteccidén de estos compuestos se ve obstaculizada,
ya sea por la presencia de especies interferentes o bien porque se encuentran

presentes en concentraciones pequefias.

Entre los métodos disponibles rutinarios para la deteccion de gran variedad de
compuestos quimicos se encuentran los métodos cromatogréficos vy
espectroscopicos [2]. Estos presentan una elevada sensibilidad y exactitud. No
obstante, son costosos, complejos, no portatiles, el andlisis de las muestras
consume mucho tiempo y generan problemas medioambientales asociados. Asi,
uno de los mayores retos de la quimica ambiental y analitica, es el desarrollo de
nuevos dispositivos que permitan la deteccién y cuantificacion de sustancias
guimicas en el menor tiempo y al menor costo, sin arriesgar la sensibilidad y la

eficiencia requerida.

Los sensores representan una alternativa interesante para inspeccionar de forma
rapida, eficiente, automatizada, y econdmica, la presencia de diferentes especies
guimicas. Son dispositivos miniaturizados capaces de detectar y cuantificar con
precisibn uno o multiples compuestos, y se construyen basicamente por un
elemento transductor (electrodo) que es el encargado de detectar la sefal entre el
analito y su superficie, para luego transformarlo a una sefal electronica que resulta
facil de procesar [3]. Los hay de dos tipos dependiendo de la informacion que son
capaces de transformar

- Fisicos: los cuales detectan cambios en parametros como la temperatura,

presion, flujo de masa.

- Quimicos: detectan cambios en el pH, concentracion, composicion.
Los sensores quimicos son capaces de suplir a la instrumentacién analitica
sofisticada que es de coste elevado y presenta problemas a la hora de hacer
pruebas de campo (in-situ) o analisis continuos (on-line). Estos constan de dos

componentes basicamente: un sistema de reconocimiento y un transductor. El

14



receptor puede ser fisico, quimico o bioldgico dependiendo de la naturaleza de las

reacciones involucradas en la deteccion [4].

Los sensores quimicos con receptores biol6gicos son conocidos como biosensores
y se clasifican dependiendo del receptor utilizado, pudiendo ser, enzimas, ADN,
células o anticuerpos. Por otra parte, segun el tipo de transductor utilizado el

biosensor puede ser Optico, piezoeléctrico, térmico o electroquimico [5].

El desarrollo de biosensores electroquimicos ha probado ser un area dindmica y
con alto potencial de crecimiento en la deteccidon de analitos de interés ambiental
debido a que se aprovecha la sensibilidad de las técnicas electroquimicas hacia la
deteccidon de diversos analitos electroactivos [6]. Aunado a esto, la inmovilizaciéon
enzimatica permite la conservacion de su actividad catalitica, incrementando su

estabilidad y la posible reutilizacion del biosensor.

Dentro de las enzimas redox mas comunmente utilizadas en el desarrollo de
biosensores estd la Microperoxidasa-11, la cual ademas de ser estable y
econOmica, a diferencia de otras peroxidasas (que también tienen al grupo hemo en
su estructura molecular) ha demostrado tener a su grupo hemo mayormente
expuesto, lo cual hace que la transferencia de electrones sea mas directa que

cuando se utilizan otro tipo de enzimas [7].

Asi mismo, los transductores con base en nanotubos de carbono presentan mayor
sensibilidad, mayores limites de deteccion y una cinética de transferencia

electrénica mas rapida en la deteccion de material biolégico de interés ambiental.

Por todo lo previamente indicado, en la presente tesis se detallan metodologias
funcionales y efectivas, llevadas a cabo en el laboratorio para el desarrollo del
electrodo con dupla GE/MWCNTSs, para posteriormente la inmovilizacion de la
enzima, obteniendo el biosensor electroquimico GE/MWCNTs/MP-11. Para lograr
esto, se empleod el surfactante CTAB para lograr las suspensiones de los MWCNTS,
posteriormente la estabilidad de los electrodos fue analizada a través voltametria
ciclica, para posteriormente realizar lecturas para completar el analisis de

adsorbancia y composicién a través de UV-vis, Raman y AFM.
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Antecedentes

A los canarios se les atribuye el ser los primeros biosensores; ya que estas aves
eran utilizadas antiguamente en las minas de carbon para detectar gases toxicos
como se puede observar en la Imagen 1. Los canarios en presencia de monéxido
de carbono o metano morian antes que las personas y como solian cantar en la
mayoria del tiempo el hecho de que no lo hicieran se convertia en una alarma

sonora.

Imagen 1 Obreros de una mina llevando consigo un canario en una jaula.

Leland C. Clark Jr. K (posteriormente reconocido como el padre del criterio del
biosensor) finaliza sus trabajos con el electrodo de 0, en 1956, posteriormente en
1962 con la ayuda de Lyon combinan enzimas y sensores electroquimicos creando
el primer biosensor. Este consistia en un electrodo de 0, con la enzima glucosa

oxidasa inmovilizada.

Més adelante, Guilbault y Montalvo con bases en la inmovilizacion de la enzima
ureasa sobre un electrodo selectivo de amonio pudieron explicar y detallar el primer

electrodo enzimatico potenciomeétrico.
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Pero fue hasta 1975 cuando se abre el mercado para los biosensores, entrando en
venta el primer analizador de glucosa basado en la deteccion amperométrica de
peroxido de hidrégeno (agua oxigenada) en Ohio.

Ademas, en este mismo afio la pregunta: ¢ por qué no se utilizan las bacterias como
factor bioldgico en los biosensores para medir la proporcién de alcohol en una
muestra? Causaria un enorme revuelo en grandes empresas medioambientales,
siendo esta la principal causa para el posterior desarrollo de electrodos microbianos,

transductores térmicos y termistores enzimaticos.

En 1984, se publicé un articulo sobre el uso de ferroceno y sus derivados como
mediador inmovilizado para su uso con oxidorreductasas (glucosa oxidasa para la

deteccion de glucosa).

Posteriormente en 1988 los investigadores polacos Matuszewski y Trojanowicz,
son los primeros en laborar en un biosensor enzimatico hecho a base de grafito,
especialmente pasta de carbono; adicionando glucosa oxidasa al disefo,
conformada por polvo de grafito y un aceite de silicona. A partir de entonces, para
la preparacion de la parte transductora de los biosensores se usan una gran
cantidad de aglutinantes, como lo son diversos aceites como: parafina, mineral,

fenilmetilsilicona, Nujol y diversas resinas epoxicas.

En 2004 es fabricado un biosensor de glucosa por Abdollah Salimi, en este trabajo
se planteaba la idea de inmovilizar la glucosa oxidasa sobre el &rea de un electrodo
de grafito modificado con nanotubos de carbono. Los nanotubos ofrecian una
sobresaliente actividad electrocatalitica, de reduccion y oxidacion de peroxido de
hidrogeno liberado por la actividad enzimatica entre la glucosa oxidasa y la glucosa,
dando sitio a una deteccién sensitiva de glucosa. A este trabajo se le atribuye un

limite de deteccién de 50 uM, debido a la detecciébn amperométrica de la glucosa.

Este mismo afio Xi Luo Liang y Jing Juan elaboran un biosensor enzimatico para la
medicion de glucosa. Usando una técnica de deposicion electroforética lograron

combinar las nano particulas de oro con hidrogel de quitosano, mostrando una alta
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afinidad con la enzima usada y teniendo como caracteristica un rango de deteccién

de 2.7 M para la glucosa en 7 segundos.

Y en 2007 un electrodo mezclando nanotubos de carbono y polvo de grafito en
fracciones iguales fue creado por Bayandori y Kazemzad, utilizando también una
pequefia parte en peso de resina epodxica, el electrodo resultante mostré una mejora

y un excelente comportamiento electroquimico.
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Capitulo 1. Biosensores
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Un biosensor es un dispositivo capaz de proporcionar informacion cualitativa o
cuantitativa sobre una muestra a partir de reacciones bioquimicas especificas
usando como elemento de reconocimiento un material de procedencia bioldgica,
que al estar en contacto con el analito generan un cambio particular que es
reconocido por un transductor que convierte la sefial en una facilmente medible
(Imagen 2) [8].

.

-~

Elemento de
reconocimiento =

Imagen 2 Representacion de un biosensor

Los elementos de reconocimiento, usualmente se dividen dependiendo de la

estructura del receptor, clasificandose como en la tabla 1.

Elemento de reconocimiento

Catalitico Afinidad
% Células +« Anticuerpos
% Enzimas % Proteinas
% Tejidos % Receptores
+« Acidos nucleicos

Tabla 1 Clasificacion del elemento de reconocimiento

Los transductores se pueden clasificar en electroquimico, 6ptico, térmico, acustico,
piezoeléctrico, magnético, calorimétrico y mecéanico, siendo los primeros tres los

transductores tradicionales mayormente utilizados.

1.1Biosensores electroquimicos enzimaticos

Para el caso de los biosensores enzimaticos (BE), se utiliza como elemento de
reconocimiento una enzima, estos son reconocidos por su elevada selectividad, es
decir, la capacidad de reconocer un tipo de compuesto en particular en una mezcla
donde otros estan presentes, lo cual hace que sean utilizados en matrices tan

complejas como lo es la sangre, los alimentos e inclusive el agua.
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Normalmente, un biosensor enzimatico cuantifica la concentracion del analito a
partir del efecto producido por la reaccion catalizada. Como consecuencia de la
reaccion enzimatica pueden ocurrir diversos cambios como en el color,
concentracion de protones o electrones en la muestra, un desprendimiento,
captacion de gases, emision de luz o de calor, o bien la produccién de compuestos
de productos electroactivos. Todos esos cambios son transformados por medio de
un transductor a una sefial amplificada, la cual es medible por el usuario final [9].

A la fecha los biosensores enzimaticos basados en transductores electroquimicos
son los mas populares, esto es por la combinacion de técnicas electroquimicas con
la selectividad de los procesos de reconocimiento biolégico, dando asi lugar a
dispositivos con ciertas ventajas como el bajo coste y tiempos de respuesta cortos
[10].

El funcionamiento de un biosensor enzimético electroquimico es el siguiente, el
analito se difunde a través de la solucion hasta entrar en contacto con el centro
activo de la enzima, donde reacciona generando un producto, con propiedades
redox; oxidandose y reduciéndose sobre el electrodo generando un producto que
difunde nuevamente a la solucién. Existen diferentes métodos para la trasferencia
de electrones entre la enzima y el transductor amperométrico lo que dio lugar a

desarrollar biosensores electroquimicos de primera, segunda y tercera generacion.

Los de primera generacion se basan en la — i
medida de uno de los productos o del
cofactor de la reaccion (Imagen 3). Este tipo
de biosensores necesitan potenciales de
deteccién elevados, lo que lleva consigo
desventajas como el provocar que otros
componentes presentes en la solucion
lleguen a oxidarse o se reduzcan generando

interferencias en el analisis [11].

Imagen 3 Biosensor de primera generacion
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Estas dificultades dieron paso a los biosensores de segunda generacién en el cual

ya se incorpora un mediador que se encarga de la transferencia electronica entre el

centro activo de la enzima y la superficie del electrodo, el mediador puede estar

inmovilizado en el electrodo o libre en la

solucion, el desarrollo de esta metodologia

minimizo la interferencia debido a que los ‘

potenciales redox del mediador son

cercanos a cero (Imagen

mediadores comiUnmente utilizados son el

ferroceno y sus

tetracianoquinodimetano, guinonas y

ferri/ferrocianuro y el azul de metileno, ya

derivados,

Los

gue estos tienen un bajo peso molecular, el Electrodo

cual tiene como finalidad acoplarse entre el

centro activo de la enzimay la superficie del Imagen 4 Biosensor de segunda generacién

electrodo.

Por su parte los biosensores de tercera generacion realizan la transferencia de

o 6

Imagen 5 Biosensor de tercera generacion

electrones del centro activo y la superficie del
electrodo de manera directa (Imagen 5). Este
tipo de biosensores muestra mayor selectividad
debido a que se trabaja a potenciales muy
proximos al de la enzima lo que minimiza
considerablemente interferentes que se
encuentre en el medio, la dificultad de estos
biosensores radica en su construccion ya que la
mayoria de las enzimas tienen el centro activo
en su interior lo que hace imposible el contacto

directo entre la superficie del electrodo.
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1.2 Tipos de inmovilizacion enzimatica sobre soportes o templetes

El anclaje o unién de la enzima a un soporte usualmente se produce mediante

métodos fisicos o covalentes.

En la adsorcion fisica, la fuerza electromotriz de interaccion entre la enzima y el
soporte pueden ser fuerzas de Van der Waals y por puentes de hidrogeno. En este
tipo de interacciones los factores que influyen en la adsorcion son: el pH del medio,
la fuerza idnica y el diametro de poro. Respecto a las ventajas que exhibe la
adsorcion de la enzima mediante este método es su preparacion sencilla, su bajo
coste, y la no afectacién de especificidad enzimatica. No obstante, dentro de las
grandes limitaciones de la metodologia se encuentra el hecho que la unién de la
enzima al soporte es débil, provocando la filtracion de la misma del sustrato, al seno
de la disolucion [12].

En la adsorcion covalente, es imprescindible la activacion o funcionalizacion de la
superficie del soporte mediante grupos quimicos que reaccionen con los nucledfilos
de las proteinas y de esta forma conseguir el anclaje de la enzima a la superficie.
Respecto a sus grandes ventajas, se encuentra el incremento de la estabilidad de
la proteina a la superficie, mientras que dentro de sus limitantes se encuentra: su

alta complejidad, altos costos, y posible pérdida de actividad enzimatica [13].

El método 6ptimo de integracién de los componentes del biosensor sera aquel que
permita una respuesta rapida, sensible, selectiva, reproducible, precisa, exacta, y

gue le dé estabilidad al dispositivo.

1.3 Microperoxidasa-11

Las microperoxidasas son el hemo férrico que contiene la familia de peroxidasas
(enzimas que cataliza la oxidacion de un amplio niumero de sustratos organicos e
inorganicos, utilizando el poder oxidante del peroxido de hidrégeno) que se aislan
del citocromo C por digestion enzimatica. El citocromo C humano es una proteina

hemo que tiene un peso molecular de 12,38 kDa y se encuentra en la membrana
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interna de la mitocondria celular como componente de la cadena de transporte de

electrones [14].

Las microperoxidasas se denominan en consecuencia dependiendo del nimero de
residuos de aminoacidos en la cadena polipeptidica. La microperoxidasa 11 (MP11)
es un undecapéptido de 1,8 kDa aislado a partir del citocromo C de mamifero.
Contiene los residuos de aminoacidos 11-21 con el resto hemo unido
covalentemente a la cadena polipeptidica (Imagen 6). Al igual que las peroxidasas,
MP-11 tiene la quinta posicién de coordinacion del hierro ocupada por la histidina,

mientras que el sitio distal esta expuesto y disponible para la reactividad del

sustrato.

H:
?Hg T?IHz : PI{H.Q
(I:Hz {l:=0 (F;O

(I:HJ ?I‘Ig QHZ fl:H3 C‘Hz

HBCCH [, CHy gy 45 §H2 4 HOCH 5, G2 o
H:N —Val-Gln-Lys—Cys-Ala-Gln-Cys-His - Thr-Val -Glu-C
11 ! 13 ! ! ! i8 ' 21 OH
CH, CH; CH, CH;

NH /

I
COOCH COOH

Imagen 6 Estructura molecular de la microperoxidasa 11

En la elaboracion de biosensores, la microperoxidasa-11 es usada en la catalisis de
la oxigenacion de una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos mediante
peréxido de hidrégeno o compuestos relacionados. Por otra parte, debido a que el
hierro o mejor conocido como el grupo prostético se encuentra lo suficientemente
expuesto, la microperoxidasa-11 presenta la capacidad de transferir electrones
directamente entre la enzima y el substrato utilizado como templete para su
inmovilizacién, permitiendo con esto la construccién de biosensores de tercera

generacion [15].
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1.4 Inmovilizacion de peroxidasas sobre nanotubos de carbono

Como vemos en la Imagen 7, existen dos clases de nanotubos de carbono,
diferenciables por la forma en que tienen dispuestas sus capas: los nanotubos de
pared Unica (CNTs) con un didmetro de orden de 1nm y una longitud bastante
mayor a su diametro, y los nanotubos multicapa (MWCNTS) que consisten de una
matriz de dos o mas capas cilindricas concéntricas de grafeno separadas
aproximadamente por 0.35 nm con un didmetro de 2 hasta 100 nm y una longitud

bastante considerable [16].

Imagen 7 Tipos de nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono poseen propiedades Unicas, las cuales resultan muy
superiores a las que presenta el carbono en forma de grafito; por ejemplo: el grafito
es por naturaleza muy quebradizo y no puede ser usado como material estructural,
mientras que los nanotubos de carbono poseen un elevado modulo de Young (1.26
TPa) que le confiere la capacidad de soportar presiones desde 50 hasta 200 GPa,
clasificandolo como uno de los materiales mas resistentes descubiertos hasta el

momento [17].

Debido a que el grafito tiene una estructura plana, sus propiedades térmicas,
acusticas y electrénicas son altamente anisotropicas, es decir, que sus propiedades
varian dependiendo de la direccion de sus estructuras cristalinas, mientras que los

nanotubos de carbono constituidos por una sola capa de atomos, ofrecen
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fantasticos niveles de conduccion electronica proveniente de los electrones libres
pi de cada atomo de carbono. Ademés, debido a la geometria tubular nanométrica
que presentan los nanotubos de carbono, cuando un electrén entra dentro de su
estructura, no encuentra resistencia alguna, lo que hace que el valor de resistencia
a la conduccion eléctrica sea considerablemente pequefio; es este efecto balistico
el que canaliza el movimiento del electron, optimizandolo, hasta el punto de poder

ser considerados como conductores “moleculares” [18].

Los dos tipos de nanotubos de carbono CNT y MWCNT se han utilizado para
fabricar sensores electroquimicos [19]. Las propiedades electrénicas especiales de
los MWCNTSs le confieren la capacidad para promover la reaccion de transferencia
de electrones cuando se utiliza como un electrodo en una reaccion electroquimica,
esto los hace de especial interés en la comunidad de investigadores
electroguimicos, ya que esto proporciona un nuevo enfoque para su aplicacion en
la modificacion de superficies electrodicas para disefiar nuevos sensores

electroquimicos y materiales electrocataliticos nuevos [20].

Aungue son considerados materiales relativamente nuevos, en la actualidad los
nanotubos de carbono han sido incorporados en una gran diversidad de
transductores electroquimicos incluyendo a aquellos a base de grafito. La
incorporacion de los MWCNTSs se ha realizado principalmente de manera superficial
sobre el sustrato, disminuyendo de esta forma la cantidad de material utilizado y
con ello los costos de produccion. Los transductores a base de nanotubos de
carbono obtenidos presentan mayor sensibilidad, mayores limites de deteccion y
una cinética de transferencia electronica mas rapida, con gran desempefio en

inmovilizacién de biomoléculas como las enzimas [21].

Dentro de las enzimas inmovilizadas sobre la superficie de los nanotubos de
carbono se encuentran las peroxidasas; respecto a los mecanismos involucrados
en el proceso de inmovilizacibn de las peroxidasas se encuentran aquellas
gobernadas por interacciones electrostaticas y por la formacién de puentes de

hidrogeno.
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Asi, la incorporaciéon de enzimas a nanomateriales como los nanotubos de carbono
combina las propiedades cataliticas y de reconocimiento de las enzimas con las
propiedades cataliticas del nanomaterial en si.
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Capitulo 2. Materiales y metodos
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2.1 Equipos y reactivos

En este apartado se describen todos los equipos y reactivos, técnicas y procesos

experimentales utilizados en esta tesis.

Las sustancias y reactivos utilizados en el presente desarrollo experimental fueron
de grado analitico, estos fueron empleados sin modificacion o intervencion alguna
a menos que se especifique lo contrario. Los reactivos y soportes de caracter
genérico comunmente empleados en el desarrollo experimental genérico no son

detallados en este apartado.
Productos comprados en EPOTEK

e Resina epOxica o parte A, con peso especifico de 2.7

e Endurecedor o parte B, con peso especifico de 1.22
Productos comprados en Sigma Aldrich

e Grafito sintético de tamarfio de grano de 20 um.
¢ MWCNTSs de tamafio promedio de 25 nm.
e Surfactante CTAB

e Enzima microperoxidasa-11

Las medidas electroquimicas se realizaron con un potenciostato PGZ301 Dynamic
EIS Voltammetry de Radiometer analytical. El software usado como interfaz fue
VoltaMaster 4 version 7.0.8. Se us6 una configuracién de tres electrodos, un
electrodo de referencia (SCE), un contra electrodo (Pt), el electrodo de trabajo fue
el obtenido en el método de la presente tesis, utilizando una celda electroquimica

casera.

Las lecturas de adsorbancia se realizaron con un espectrofotometro UV/vis Varian

Cary 5, utilizando el software Cary winuv.

Se utilizé el modelo POWER PAC 3000 como fuente de potencial para los depdsitos,
de la marca BIO RAD capaz de proveer voltaje, corriente o potencia constante por

minuto o por hora.
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Se trabajo con el horno FELISA, para el pos curado de los electrodos, utilizandolo
a 100°C constantes. Y el sonicador BRANSON 2500 para los experimentos que

requerian una técnica de sonicacion.
Para la lectura de AFM se utiliz6 un microscopio respectivamente.

2.2 Electroforesis

La electroforesis tiene como principio separar las particulas o moléculas en relacion
al movimiento inducido por un campo eléctrico, el campo eléctrico resulta de la
aplicacion de una fuerza sobre las particulas la cual es proporcional a su carga o
potencial de superficie. Por lo tanto, la fuerza resultante induce una velocidad

distinta en las diferentes macromoléculas.

El principal enfoque del movimiento electroforético es el potencial eléctrico en la
superficie de la macromolécula y la relacion de ese potencial con la velocidad del
objeto en el campo eléctrico, el potencial de superficie se define por la relacién de

la superficie de la molécula con el medio que la rodea (Imagen 8).

Las macromoléculas usualmente también son separadas en base a su carga, esto
es posible debido a que cuanto mas grande sea una molécula mayor sera su

superficie y por consiguiente el potencial de superficie.

A B R Las capas de la
 Ps | macromolécula y la del
co,[4] t e :
| CO+H, T | solvente, son denominadas
e
o o en conjunto doble capa
° eléctrica. Usando estos
| S—
términos, al aplicar el campo
Anode Cathode T o . _
eléctrico la porcion negativa
Membrane Anode Cathode -
y positiva de la doble capa
Imagen 8 Esquema de una celda electroforética se separan Aunado a esto

uno de los principales problemas en la electroforesis es la generacién de calor

debido a la resistencia eléctrica del medio.
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Tipos de Electroforesis

De frente movil

Imagen 9 Electroforesis de frente movil

e EI campo eléctrico se aplica a disoluciones o suspensiones

e Las macromoléculas de la muestra estan presentes en toda la disolucion

e Las particulas se mueven de forma libre por el medio

e Las sustancias que se desean separar son introducidas a un dispositivo o
recipiente, posteriormente son disueltas en un soporte liquido de fuerzas
i0nicas adecuadas.

e Se colocan los electrodos en ambos extremos del dispositivo, entre los que
se crea un campo eléctrico, provocando que las moléculas de la muestra

cargadas emigren hacia los electrodos de polaridad opuesta.

Zonal
Fuenfede  Electrodol
alimentacion

Muestrg_ ~ Gel

Imagen 10 Electroforesis zonal

e La muestra comunmente se desplaza sobre un soporte solido (papel o gel)
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e La muestra es aplicada como mancha y sus componentes migrar a través
del disolvente
e Tiene como objetivo analizar mezclas, purificacion o para detectar cambios

de movilidad o conformacion

Continua

compartimento

: pocillos donde se aplican las muestras
superior

con tampon |
y el catodo Ry
Ry cétodo @
handas - \,‘ =
en las que - \3 }
se separan R < - 3
los componentes =231 gel colocado
] entre placas
colorante l 1| de vidrio
indicador
del frente
de avance S @

compartimento
inferior
con tampon
y el anodo

Imagen 11 Electroforesis continua

e La muestra es aplicada también en una zona

e La muestra es suministrada continuamente a lo largo del proceso

e Solo existe un tipo de gel con condiciones establecidas

Debido al alcance y simplicidad de la misma se emple6 la electroforesis continua
para la separacion de las suspensiones utilizadas ya que presenta una interaccion

directa y sin necesidad de un puente de migracion de las particulas.

2.3 Voltametria ciclica

Es una técnica con una gran importancia en la electroquimica, la voltametria ciclica
se basa en la aplicacion de un barrido de potencial, entre un electrodo estacionario
inmerso dentro de una solucién en reposo y medir la corriente resultante. Teniendo
como resultado una sefial en forma triangular. Estas velocidades de barrido

simétricas triangulares van desde milivolts por segundo hasta cientos de volts por
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segundo. Esta voltametria basicamente consta de barrer el potencial del electrodo
de trabajo en direccion de ida y vuelta entre un par de valores sefialados. En la
Imagen 12 podemos visualizar un voltamperograma completo con las formas de las

ondas anddicas (oxidacion) y catddicas (reduccion).
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Imagen 12 Vista tipica de un voltamperograma
Los parametros importantes en un voltamperograma ciclico son las magnitudes de
la corriente anddica en el pico anddico i,,, de la corriente catddica en el pico
catddico i, el potencial del pico catodico E,., el potencial del pico anodico E,,, ¥
el potencial de semipico E, ,, que es potencial al cual la corriente es la mitad de la

corriente del pico correspondiente.

Una vez que se usa la voltametria ciclica para aprender un sistema por primera
ocasion es habitual empezar a realizar experimentos cualitativos con el objetivo de
conocer al mismo, procediendo después con los semi-cuantitativos y al final
cuantitativos para lograr de esta forma obtener los parametros cinéticos de interés.
En un andlisis tipico cuantitativo se acostumbra obtener voltamperogramas en un

extenso rango de velocidades de barrido e intervalos de potencial.

Comunmente, en los voltamperogramas hay una cierta cantidad de picos y por

medio de la variacion de las velocidades de barrido e intervalos de potencial
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podemos observar como estos aparecen y desaparecen, notando las diferencias
que existen entre el primer y los barridos subsecuentes se determina como los
procesos representados por los picos estan relacionados, al mismo tiempo que de
la dependencia de la velocidad de barrido y amplitud del pico explica el papel de la
adsorcion, difusién y reacciones quimicas acopladas dentro del proceso en estudio.

En nuestro caso, se uso un potenciostato PGZ 301 VoltaLap (Imagen 13).

Imagen 13 Potenciostato PGZ 301 VoltalLap

2.4 Espectrometria ultravioleta-visible

La espectrometria ultravioleta-visible conocida también por espectrofotometria UV-
vis implica la espectroscopia de fotones en la zona de radiacion ultravioleta-visible.
Esta utiliza una longitud de onda que va de los 380nm a los 780nm, teniendo por lo
tanto luz en los rangos visible y ultravioleta (UV) cercano e infrarrojo (IR) cercano.
En esta zona del espectro electromagnético, las moléculas son sometidas a

transiciones electronicas (Imagen 14).
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Imagen 14 Esquema de funcionamiento espectrometria

Uno de los principales usos del UV-vis es en forma cuantitativa, esto para escoger
las concentraciones de especies (absorbentes) en solucion, y de la cual se ayuda

de la ley de Lambert-Beer:
A - _loglo(l/lo) =E&EC* L
Donde:

e A es la absorbancia medida.
e [, es laintensidad de la luz incidente a una determinada longitud de onda.
e | eslaintensidad de transmision.

e L lalongitud de ruta a través de la muestra.

c la concentracion de las especies absorbentes.

Para cada especie y longitud de onda, € es una constante conocida como
absortividad molar o coeficiente de extincion. Esta constante es una propiedad

fundamental molecular en un solvente dado, a una temperatura y presion particular

2.5 Espectrofotémetro ultravioleta-visible

El espectrofotometro UV-vis es el instrumento utilizado en la espectrometria

ultravioleta-visible. Este instrumento es el encargado de medir la intensidad de la
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luz que pasa por una muestra (I), para posteriormente compararla con la intensidad

de luz previa de pasar a través de la muestra (I).

Se denomina transmitancia a la relacion de I /1,, y es expresada comunmente como
(%T), y es sumamente importante para fundamentar la absorbancia (4), la cual se

define como:
A = —log(%T)

Las muestras que se utilizaron en esta tesis, fueron liquidas. Posteriormente fueron
colocadas en una celda transparente denominada “cubeta”. Las cubetas
usualmente son rectangulos elaborados de cuarzo de una alta calidad, con una
anchura interior de 1 centimetro. Esta anchura se utiliza como la longitud de ruta,
(L), usada en la Ley de Lambert-Beer. Por tal motivo el conocer concentraciones de
varias especies es posible, en el caso de la presente tesis se corroborara la
concentracion del péptido microperoxidasa-11 y la concentracion de alguna otra

sustancia necesaria. (Imagen 15)

Imagen 15 Espectrofotéometro Variant Cary
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2.6 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman forma parte de la categoria de espectroscopia vibratoria.
Esto quiere decir que examina una muestra quimicamente, por medio de la
utilizacion de la luz para producir movimiento molecular y posteriormente la
interpretacion de esta relacion. En términos generales la espectroscopia Raman se
basa en la dispersion inelastica de la luz que se genera una vez que la materia es
irradiada por una fuente de luz monocromatica. Luego de que esta luz interactia
con la muestra una seccién bastante pequefia de ella cambié su longitud de onda

(llamado efecto Raman).

El espectro Raman contiene lo que se conoce como “bandas o sefiales”, las cuales
son Unicas para cada grupo funcional o sustancias en especifico. Es tan exacto que
se utiliza para proporcionar informacion como polimorfismo, contaminaciones y
defectos, composicion quimica, cristalinidad e inclusive para cambios en la presion

y en la temperatura.

Por las razones mencionadas es posible detectar la presencia y conformacion de
los nanotubos de carbono y otros compuestos sobre la superficie de los electrodos

de grafito-epoxi.
2.7 Microscopio de fuerza atomica (AFM)

El microscopio de fuerza atdmica trabaja en la interaccion local entre la punta que
se ubica en su vertice y la superficie de la muestra, proyectando imagenes
tridimensionales de la superficie a analizar teniendo como ventaja una alta

resolucién espacial en tiempo real.
Todos los AFM’s tienen 5 elementos fundamentales (Imagen 16):

e Punta: comunmente elaboradas de silicio o nitruro de silicio son
seleccionadas dependiendo del tipo de muestra y de las propiedades que se
requieran obtener.

e Escaner: Teniendo un disefio en forma de tubo y elaborados principalmente
con un material cerdmico piezoeléctrico, los escaneres son reconocidos por

contar con 3 grados de libertad, lo cual ayudard en la expansion de una
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direccidn y contraccion en otra como resultado del voltaje que es aplicado a
sus electrodos.

e El detector.

e El sistema de control electrénico.

e El sistema de aislamiento de vibracion.

Fologetocwr
-' ESPe0 pyjvisor de haces Diodo
H—< Laser
L \\)% Lente
- v {7
__ Vi
Z / x - i | l‘
/ —
X { ]
I; L ages Cantilever
Y i r ™ Muestra
1+
Tubo scanner
piezoelécinco

Imagen 16 Esquema de funcionamiento del microscopio AFM

El Microscopio de fuerza atomica monitorea el area de la muestra a través de una
punta de afilada la cual se ubica al final de un cantiléver o vértice. Conforme la punta
recorre la superficie, estas ocasionan la deflexion del cantiléver al cual se le hace
incidir un laser, al mismo tiempo un fotodetector mide estas deflexiones las cuales

son traducidas posteriormente por un software (Imagen 17).

b ——
Ta gesme =
2 -
S
scanner piezoeléctrico

Imagen 17 Interaccion entre la punta del cantiléver y la muestra

muest
=
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Dependiendo de las caracteristicas de operacion de acuerdo a propiedades fisicas
de la muestra y por medir, se utilizan distintos modos de operacion por el AFM, entre

ellos se encuentran:

X/

% Contacto: Mide la topografia de la muestra deslizando la punta sobre su
superficie.

% Tapping: También conocido como contacto intermitente, este mide la
topografia de la muestra tocando intermitentemente su superficie.

+ Imagen de Fase: Proporciona una imagen contrastada generada a traves de

las diferencias de adhesion en la superficie de la muestra.

Por mencionar algunos, esta técnica de analisis nos permitira evaluar las
propiedades superficiales de los electrodos y su composicién después de aplicadas

las modificaciones que en esta tesis se plantean.
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Capitulo 3. Electrodo GE-MWCNTs
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3.1 Elaboracién del electrodo grafito-epoxi (GE)

La elaboracion de los electrodos de grafito-epoxi consiste en lo siguiente [22]:
Primeramente, para volatilizar impurezas se precuro el polvo de grafito por 24 horas.

Se prepard un numero deseado de filamentos de cobre de seccion transversal de
1mm, del mismo modo se prepara el mismo numero de tubos capilares micro
hematocrito con seccion transversal interna de 1.1-1.2 mm y externa de 1.5-1.6 mm,
posteriormente se pesd y se mezclé 0.62 gr de la resina epdxica con 56 pL del
endurecedor y 0.4 gr del polvo de grafito del tamafio deseado hasta que se obtiene
la consistencia deseada; la mezcla obtenida se retaca dentro de los tubos capilares
a los cuales previamente se les introduce un filamento de cobre por un extremo
contrario a donde se incorporara la mezcla grafito-epoxi (GE), posteriormente se
comprimié la mezcla y el filamento dentro del tubo capilar para generar un 6ptimo
acoplamiento entre ambas superficies, seguidamente se depositaron los electrodos
preparados dentro del horno por un lapso de 2.5 horas (este proceso nos ayudé a

acelerar la solidificacion de la mezcla).

Los estudios y analisis de las diferentes variables entre las relaciones grafito-resina-
endurecedor fueron previamente realizadas por el laboratorio de Bioinorganica
aplicada de la BUAP.

| Precurado del

polvo de
grafito
durante 24hrs
a100°C

Llenado del
electrodo con la
mezcla epoxica

h Curado del
= electrodo

durante 2.5
hrs a 100°C

usando un tubo de
microhematocrito
de 1mm de didmetro

Imagen 18 Proceso de elaboracion del GE.
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Por ultimo, una vez obtenidos los electrodos con la dupla de grafito-epoxi estos son
pulidos mecénicamente con lijas de agua de grados 300, 1200 y 3000

sucesivamente, esto con el fin de:

e Eliminar material excedente.

e Eliminar perturbaciones en la superficie sensitiva del electrodo.

Lo cual nos permitira una mejor respuesta electroquimica y posteriormente facilitara
el agregado de otros compuestos. Obteniendo en la siguiente imagen, en la cual se
logra ver un voltamperograma del electrodo GE-MWCNTSs sirviendo como blanco
para comparar futuras elaboraciones de la dupla, ya que no se observa ningun

interferente.

GE
0.4

0.2
0.0+
-0.2 H

-0.4

Corriente (nA)

-0.6

-0.8 4

T T T T T T T T
-08 06 -04 02 00 0.2 0.4 06 0.8
Potencial (V) vs SCE

Grdfica 1 Voltamperograma de electrodo de grafito-epoxi en buffer de amplio espectro pH4 a una velocidad de 0.1 mV.
3.2 Elaboracién de una suspension de nanotubos de carbono

Un requerimiento para lograr un depésito de los nanotubos de carbono sobre la
superficie de los electrodos de GE mediante la técnica de electroforesis es la

dispersibn homogénea de este material, el cual tiene que ser en algun tipo de

disolvente neutro (comunmente agua).
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Los MWCNTSs tienden a formar grumos o conglomerados, como resultado de las

grandes fuerzas electrostaticas y de Vander Walls que actuan sobre ellos [23]

debido a esta desventaja es necesario dispersarlos. Existen dos mecanismos

eficientes para dispersar nanotubos:

Métodos mecéanicos como ultrasonicacion y centrifugacion, los cuales
pueden separar nanotubos, pero conllevan procesos de fragmentacion,
porque la eficacia o porcentaje de dispersion de los nanotubos disminuye.

Proceso de funcionalizacién, el cual consiste en ligar de manera fisica o
quimica ciertas moléculas o grupos funcionales en la superficie de los
nanotubos alterando su energia superficial y de este modo mejorar su
compatibilidad con el disolvente reduciendo asi su tendencia a formar
conglomerados [24]. Algunos ejemplos de estos procesos es la adicion de
grupos carboxilicos y la modificacion superficial mediante la adsorcién de
moléculas surfactantes, las cuales a partir de efectos estéricos previenen la

agregacion de los nanotubos de carbono [25].

Para este proceso, se elaboré una suspension de nanotubos de carbono utilizando

una combinacion del método de funcionalizacion por oxidacién y el uso de un

surfactante. Siguiendo

El proceso de funcionalizacion con grupos acidos COOH- y posterior interaccion

con el surfactante consiste en:

1.

Poner en contacto directo 2 gr de nanotubos de carbono en una solucién de
acido sulfurico y acido nitrico, en una relaciéon 3:1, durante 48 horas.
Después de esto la solucion se filtr6 hasta obtener un pH neutro.
Posteriormente el producto obtenido se dejé secar durante 4 horas a
temperatura ambiente en un espacio confinado (evitando contaminacion por
agentes externos)

Envasado y rotulacion.

Posteriormente se agregaron 0.01 gr de nanotubos de carbono secos y

funcionalizados en 100 ml de agua bidestilada.
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6. Y como ultimo paso se agregd 0.04 gr de surfactante CTAB como medio
dispersor sonicando la mezcla [26].

Como se representa en la Imagen 19, a simple vista se puede observar que la

disolucion obtenida presenta turbidez total, obteniendo asi una dispersion

homogénea de nanotubos de carbono. Después de obtener esta suspension se

almacena en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.

Imagen 19 Suspension homogénea de nanotubos de carbono
3.3 Electroforesis al electrodo GE usando la suspension de MWCNTs

Se utilizé la técnica de electroforesis usando la suspension de nanotubos de
carbono como el medio acuoso en el cual se llevé a cabo el depdésito electroforético
de los nanotubos de carbono sobre la superficie de los electrodos GE, dando como
resultado ser estable respecto al tiempo y una suspension que permanece
inalterada por los valores altos de potencial o corriente, favoreciendo asi el proceso
de depdsito de los nanotubos.

Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: como catodo se uso el electrodo
de trabajo GE y como anodo una placa de acero inoxidable 300 (Imagen 20). La
distancia entre electrodos fue de 2cm y un valor de potencial de 7V a 7 minutos de

deposicion [27].
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Imagen 20 Deposicion electroforética de nanotubos de carbono sobre electrodos de grafito-epoxi

Una vez transcurrido el tiempo de depdsito, el electrodo integramente depositado
es sometido a dos pretratamientos (Figura 21):

1. El electrodo se sumerge en una disoluciéon de NaHCO3 a 0.01 M durante 30
minutos en agitacion constante para remover el exceso del surfactante
CTAB utilizado durante el proceso de depdsito de nanotubos por el método
electroforético (curva b) [28]

2. El electrodo se sumerge en una disolucion EtOH/HCI (10/1 v/v) durante 90
minutos a 60°C (curva c), con el fin de extraer el CTAB remanente en la

superficie de los nanotubos de carbono [29, 30].

Imagen 21 Enjuagues de EtOH/HCl a 60°C y NaHCO3 a temperatura ambiente

Para verificar la eficacia de la suspension en la agregacion de nanotubos de

carbono, el electrodo fue evaluado mediante la técnica de voltametria ciclica con el
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fin de comprobar de manera indirecta que el depdsito de los nanotubos de carbono

se ha llevado a cabo.

Los parametros utilizados en todas las pruebas electroquimicas son las siguientes:
una ventana de potencial de -0.7 V a 0.7 V, una velocidad de barrido de 0.1 V/s y
como potencial inicial se utilizdé el potencial de reposo o de circuito abierto del
sistema [31].
En la Grafica 2 podemos observar el comportamiento electroquimico del electrodo
GE/MWCNTs en 0.1 M de buffer de amplio espectro a pH4 y 100 mV/s, después
de que es sometido a los pretratamientos. Para efecto de comparacién se muestra:
e Curva a: el perfil del GE en el medio.
e Curva b: nanotubos presentes sobre la superficie de GE con el primer
pretratamiento (NaHCO3).
e Curva c: nanotubos presentes sobre la superficie de GE después del
segundo pretratamiento (EtOH/HCI).
En las curvas b y ¢ se muestra un incremento significativo en la corriente obtenida,
y se observa la formacion de los picos a y a’. La presencia de estos picos y su
reversibilidad quimica sobre los nanotubos de carbono, ha sido reportada
previamente y se atribuye a la existencia de grupos oxigenados sobre la superficie

de los nanotubos de carbono [32].

25
20
15 ]

10 4

10 4

luA

15
20
25
En

35

-0.8 I 06 I -0.4 I -0.2 I 0.0 I 0.z I 0.4 06 I 0.a
E(V) vs SCE

Grdfica 2 VC de los electrodos a) GE, b) GE/MWCNTs-T1 (tratado con NaHCO3) y ¢) GE/MWCNTs-T2 (tratado con HCI-
etOH), en buffer de amplio espectro a pH4. v = 100 mV/s.
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Por su parte, la respuesta redox de la quinona-hidroquinona ha sido reportada
anteriormente en esta region de potencial bajo la reaccion 1 [33]. Estos grupos son
usualmente formados bajo procesos de oxidacién prolongada [34].

Quinona (Q): C4H 40, Hidroquinona: H,CzH 4,0,
C6H402 + 2H* + 2e & H2C6H402 (()pH=0) = 0.70 volt
Reaccion 1:

Q + 2H' + 2e © H,0

No obstante, los grupos carboxilicos y la quinona-hidroquinona se oxidan y se
reducen a potenciales muy cercanos [35], por lo que hasta este punto se considera
que la superficie de los GE/MWCNTs independientemente del tratamiento utilizado

puede contener estas dos especies.

Asi mismo, se evaluo la respuesta redox de los picos a y a" para el electrodo

GE/MWCNTSs-T2 a varios valores de pH y se grafico el potencial formal:

(E® = Epq — Ep,/2) vs pH (Gréfica 3)

0.12 4 )
® Potendal Fomal

0081 m=-0.0681
0.08
0.03 4

0.00

Coarriente (uA)
(=]

Potencial (V)

-0.03

-0.08 o

-0.09 4

_m T T T T T T
08 06 D04 02 00 02 04 08 08 g1z

potencial (V) vs SCE pH4 pHS pHE pHT

Grdfica 3 a) VC de electrodos GE/MWCNTs-T2 en buffer de amplio espectro a diferentes valores de pH, b) grdfico de EQ’
vs pH

El valor de la pendiente (m) del gréfico de E°vs pH es de -68 mV/pH. Lo que indica

en el caso de la presencia de quinonas que dos protones y dos electrones estan
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involucrados en el proceso de reduccion. No obstante, también concuerda con la
transferencia de cuatro electrones y cuatro protones para los grupos &cidos
carboxilicos [36].

Por otra parte, se utilizé la técnica de espectroscopia Raman para caracterizar el
efecto de los tratamientos NaHCO3y HCI-etOH sobre los nanotubos de carbono. La
figura representa los espectros Raman del polvo de nanotubos de carbono los
cuales fueron sometidos a tratamiento acido (H,S0,/HNO3) y disueltos en una
solucion conteniendo CTAB (filtrados directamente de la solucion de depdsito
electroforética) (a) y de su posterior tratamiento con NaHCOs (b) y HCI-etOH
durante una hora y media (c) en la region de los 400 a los 4000 nm con un laser de
longitud de onda de 532 nm.

En todos los espectros se puede distinguir claramente las sefales caracteristicas
de los nanotubos de carbono en los 1343, 1574, 2446 y 2676 cm™, adjudicadas a
las bandas D, G, D y 2D de las diferentes estructuras de los atomos de carbono
[37]. El grado de desorden de los nanotubos fue cuantificada mediante la relacion
de la intensidad relativa de las bandas D y G. El valor de la relacion Ipo/lc para cada
espectro evaluado en la figura fue de 0.826, 0.816 y 0.811 respectivamente, lo que
significa que el tratamiento con bicarbonato no adiciona defectos sobre las paredes
de los nanotubos de carbono ni incrementa el grado de funcionalizacion de los
mismos [37,38].

No obstante, el tratamiento con HCI-etOH, provoca una ligera disminucion de este
valor indicando la obtencién de nanotubos con mayor calidad estructural. Por otra
parte, en los sistemas MWCNt y MWCNt- NaHCOs, se observa una banda a los 692
cm* correspondiente a la presencia del CTAB en la superficie de los nanotubos de
carbono [39]; que desaparece cuando la superficie de los nanotubos es tratada con
HCIl-etOH, indicando que este tratamiento resulta eficiente en la remocién del
surfactante y ademas ocasiona un incremento en la calidad estructural del material

carbonaceo.
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e

Grdfica 4 Espectros Raman de a) MWCNTs-CTAB b) MWCNTs-CTAB tratamiento NaHCO3y ¢) MWCNTs-CTAB tratamiento
HCl-etOH.

Asi también se calcul6 los valores del area electroactiva o area real (Ae), para cada

electrodo de la gréafica 1 (Tabla 2).

Electrodo Ag / cm? Ac / cm?

GE/MWCNTs-T1 0.0078 cm? 0.1015 cm?
(tratado con NaHCO3)
GE/MWCNTSs-T2 0.0078 cm? 0.1231cm?

(Tratado con HCI —
etOH)

Tabla 2 Valores de drea geométrica y electroactiva.
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Los valores de Ae considera la rugosidad de los electrodos y fue calculada para cada
electrodo presentado en la grafica 1 mediante experimentos independientes, a
través de la respuesta electroquimica de la molécula sonda KsFe(CN)s sobre cada
electrodo en 0.1 M KCI a diferentes velocidades de barrido (20, 30, 40... 130 mV/s).
De los VCs obtenidos, se comprobd la cuasi-reversibilidad de los sistemas
electroquimicos evaluados mediante la medicion de la separacion entre los
potenciales de pico anddico (Epa) y catodico (Epc), Ep, el cual fue mayor de 59>n
mV>153. De esta manera, el calculo del area electroactiva fue realizado utilizando
la férmula corregida de Randles-Sevcik para este tipo de procesos

(cuasirreversibles) [40,41]:
L, = (2.99x10%)n(an,)/2ACDY/?v1/2
Donde:

e Ipase refiere a la corriente de pico anddica

e n es el nimero de electrones transferidos para el par redox Fe?*/Fe 3*
e a coeficiente de transferencia electronica

e A es el area electroactiva del electrodo

e D es el coeficiente de difusion

e v lavelocidad de barrido

e ( esla concentracion de la molécula sonda

Para 1.0 mM KsFe(CN)sen 0.1 M KCI, T=298 K, R=8.314 J/K.mol, F=96,480 C/mol,
n=1, D=7.6x10% cm?/s.

Asi, de la pendiente del gréafico Ipa vs v¥? se calculd el area electroactiva.

Como se observa en la Tabla 2, el area real del electrodo de GE es mayor a su area
geomeétrica, congruente con la rugosidad inherente del composito grafito-resina
epoxica. Cuando los nanotubos de carbono estan presentes en la superficie del GE,
el area electroactiva incrementa considerablemente (= 10 veces) respecto a la
obtenida para el electrodo GE, sugiriendo las propiedades de un supercapacitor

[42]. Lo anterior, como resultado de la gran area superficial por unidad de volumen
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gue presentan las nanoestructuras de MWCNT. No obstante, cuando el electrodo
GE/MWCNTs es tratado con la combinacién HCI-etOH, se obtiene un perfil estable
y se incrementa sustancialmente su reproducibilidad, comparado con el electrodo
tratado con HCOs, por lo que se eligié dicho electrodo para estudiar el proceso de

adsorcion de la enzima.
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Capitulo 4. Electrodo GE- MWCNTs — MP11
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4.1 Preparacion de la solucion microperoxidasa-11

Para este fin se disolvidé por agitacion lenta en buffer de amplio espectro a pH 4 y
pH 7, los valores de pH se eligieron considerando el punto isoeléctrico de la enzima
(4.80); de esta manera, a pH 4 la enzima se encuentra cargada positivamente,
mientras que a pH 7 se encuentra cargada negativamente, asimismo la enzima
microperoxidasa-11 se prepar6 a dos valores de concentracion. Las
concentraciones de enzima fueron 2 pM y 50 pM, valores a los cuales se encuentra

en estado mono/dimérico y oligomérico, respectivamente.

Para corroborar dichas concentraciones se emple0 la técnica de espectrofotometria
liquida UV-VIS la cual consisti6 en colocar dentro del espectrofotémetro una celda
contenida de buffer de amplio espectro en forma pura para poder determinar el
blanco de la prueba, seguido se procede a extraer de la solucion la cantidad
necesaria de enzima microperoxidasa-11 en relacion 1/10 en celda

respectivamente y adicionarla en la misma para obtener la lectura.

Se sabe que el coeficiente de extinciébn de la microperoxidasa-11 es &,y; = 116
para lo cual después de utilizar el método de escaneo [43]. En el software Cary
winuv Scan se obtuvo la siguiente banda y se rastre6 la absorbancia dada en este
punto y se procedid a calcular mediante la formula de Lambert-Beer la
concentracion obtenida en solucién. Por ejemplo: para el caso de la concentracion
de 2 uM, primeramente, una porciéon del péptido MP11 fue disuelta en buffer de

amplio espectro a pH 4 y se obtuvo la Grafica 5 y su correspondiente célculo:

La absorbancia obtenida en la longitud de onda de 407 nm fue de 0.02543 este
valor se multiplica por 10 debido a la relacion 1/10 que se depositd en celda y se

obtiene la concentracion con la siguiente ecuacion.

M= Abs
"~ (vol.celda)(cof.ext)

0.2543

M = =2.192 107 3uM
(Iem)(116 mM~1/cm™~1) i K
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Con lo cual se obtiene la concentracién de 2.2 uM con la que se trabajé en el
presente desarrollo, para las demas soluciones se empleé el mismo método para
cuantificarlas, todas las soluciones se obtuvieron de una solucién stock de 200 uM

de pH4 y pH7 respectivamente.

—— Buffer (Blanco) (A)
0.20 —— Microperoxidasa-11(B)

0.15
(407.00806, 0.02543)

0.05 1\

0.00 - ”KMM

-0.05

Absorbancia

T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Grdfica 5 Scan de buffer pH 4 en celda de cuarzo en ausencia de la enzima MP-11
banda(A) y en presencia de esta banda (B)

4.2 Adsorcion de microperoxidasa-11 sobre electrodos grafito-epoxi
nanotubos de carbono (GE/MWCNTS)

La adsorcion del péptido microperoxidasa 11 (MP11) sobre la superficie de los
electrodos GE/MWCNTs-2 se realiz6 mediante el método fisico, se sumergio el
electrodo en dicha disolucién durante 18 horas bajo agitacién constante a 4 °C [44].
Finalmente, el electrodo resultante (GE/MWCNTs-MP-11) fue enjuagado
exhaustivamente con buffer de amplio espectro y guardado a 4°C mientras no

estuviera en uso [45].
4.3 Cargas y concentraciones de la MP-11 sobre GE-MWCNTs

Uno de los principales problemas con la mayoria de las microperoxidasas es su

tendencia a agregarse en solucién acuosa [46]. De forma general se acepta que la
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agregacion de las MPs es causada por la union del grupo NH, de los residuos de
la valina y lisina del péptido al hierro del grupo hemo. En literatura no se encuentra
reportada con exactitud la concentracion a la cual la MP tiende a agregarse. Algunos
reportes establecen que ésta tiende a agregarse a concentraciones mayores de 10
UM, en donde el grupo amino de la valina 11 de una molécula de MPX-11 se
coordina con el hierro de otra molécula, permitiendo su dimerizacion o
polimerizacion. Otros articulos sugieren que su agregacion via péptido-hemo

comienza a 1uM.

Por otra parte, la MP-11 presenta un punto isoeléctrico de 4.80, por lo que a valores
de pH mayores que este valor, la enzima se encuentra en solucién cargada
negativamente y a valores menores su carga sera positiva. La imagen siguiente

recopila la distribucién de especies de la MP-11 como una funcién del pH:

312
337

II

NACMP-110.62.0.18 $=3/2.5=5/2
0=564,198(S=502)

NACMP-110.93.0.07 S=3/2:8=5/2 NACMP-110.77.0.23 $=32:8=5/2 NACMP-110.68.0.32 $=312:8=572
=586, 203 (S=52) 0=553,2.04 (S=572) g=564,1.98 (S=512)
1.77,226, 270 (S=112) 164,2.28(8=1R) 174,225, 281 (S=112)
NACMP-8 084:0.16 $=32.5=52 NACMP-8 0.89.0.11 S=3/2.5=572 NACMP-8 0.88.0.12 §=3/2.5=52
=567, 195 (S=512) 0=577,200(5%572) g=576,1.98 (5=512)
1.75,2.27, 271 (S=112) 150,2.29, 290 (S=112) 158, 2.28, 2.86 (S=112)

Imagen 22 Distribucion de especies de la MPs 11 en funcion del pH.
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En esta tesis, se experimentd el efecto que tiene el estado de agregacion y la carga
de la enzima MPX-11 en su adsorcién fisica y en su respuesta redox sobre la
superficie de los MWCNTSs. Para esto, la MPX-11 se disolvié en buffer de amplio
espectro a pH 4 y pH 7, a dos valores de concentracion. Las concentraciones de
enzima fueron 2 uM y 50 uM, valores a los cuales se encuentra en estado
mono/dimérico y oligomérico, respectivamente. Los VCs en buffer de amplio
espectro a pH 4 del electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 (Gréfica 6), obtenido de la

adsorcion de la MPX-11 en buffer de amplio espectro en las siguientes condiciones:

1) pH7 + 50 uM MPX-11 (Figura a)
2) pH 7 + 2 uM MPX-11 (Figura b)

3) pH 4 + 50 uM MPX-11 (Figura c)
4) pH 4 + 2 uM MPX-11 (Figura d).

0
N
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]
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LS T T T T T T T ]
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=]
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Grdfica 6 VC del electrodo GE/MWCNTs-MP-11 en buffer de amplio espectro a pH 4. La adsorcidn de la enzima fue
obtenida en buffer de amplio espectro bajo las siguientes condiciones: a) pH7 + 50 uM MPX-11, b) pH 7 + 2 uM MPX-11,
¢) pH 4 + 50 uM MPX-11, d) pH 4 + 2 uM MPX-11
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La presencia de los picos b y b” en todos los VC presentados en la Grafica 6
demuestra la eficiencia de la adsorcion fisica de la enzima, y revela la transferencia
de electrones directa entre ésta y la superficie de los nanotubos
independientemente del pH y el estado de agregacion que presenta la solucion. Asi
mismo, se descarta la posibilidad de que la adsorcion se lleve a cabo mediante
efectos entalpicos que incluyen interacciones electrostéticas entre la MP y el
electrodo.

Por otro lado, en las graficas 5 a, b y ¢, se observa un perfil voltamperomeétrico mas
angosto que el obtenido en ausencia de la proteina. Indicativo de que en estos
sistemas, los parametros A, &, y d que influyen en los valores de la capacitancia
estan siendo afectados. El sistema (a) proviene de disoluciones de adsorcion que
presentan mayor concentracion de enzima, por lo que su estado de agregaciéon en
solucion es oligomérica. Lo anterior puede estar relacionado con una alteracion en
la disposicion y la configuracion que adopten las moléculas de MP-11 en la
superficie de los MWCNTSs. Por ejemplo, su adsorcién en forma de agregados puede
expresarse en una menor permitividad al medio, en una alteracién en la distribucién
de cargas y finalmente una disminucion en el area real (rugosidad) por el
recubrimiento de los defectos superficiales del electrodo GE/MWCNTSs. El sistema
5b proviene de una disolucién de adsorcién con una concentracion de enzima a la
cual se encuentra reportado su estado monomérico o de dimerizacién, por lo que
se esperaria el mismo efecto presentado y previamente descrito para el sistema 4,
sin embargo, la VC a pH 4 exhibe igualmente una disminucion en la capacitancia.
Esto puede estar relacionado con la reorganizacion que presentan las moléculas de
MP en el sustrato, posiblemente con interacciones de repulsién que experimentan
las moléculas sobre la superficie 1o que ocasiona su agregaciéon en la superficie del

electrodo.

La Tabla 3 presenta los valores de algunos de los parametros mas importantes en
la caracterizacidon de la adsorcion fisica de la microperoxidasa sobre los electrodos
sintetizados en las condiciones de la Grafica 7. Los valores de recubrimiento y

desorcion fueron obtenidos de la Gréfica 7.
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Grdfica 7 Efecto del ciclado de potencial para el electrodo GE/MWCNTs-MP-11 en buffer de amplio espectro a pH 4 a partir
de la adsorcion de la enzima en las siguientes condiciones: a) pH7 + 50 uM MPX-11, b) pH 7 + 2 uM MPX-11, c) pH 4 + 50
uM MPX-11, d) pH 4 + 2 uM MPX-11

Condiciones Ep(V) Ce (F- -Eip2 Ri R mol- % desorcisn K (s%)
de cm?) (V) mol-cm?  cm™

modificacion

1: BAS | 0.111 205 0.25 3.81E-10 1.26E-10 33% 4
pH7+50 uM

MPX-11

2: BAS pH7+2 | 0.071 159 0.18 3.31E-10 2.86E-10 14% 5
UM MPX-11

3: BAS | 0.151 195 0.29 4.96E-08 2.79E-08 40% 8
pH4+50 uM

MPX-11

4: BAS pH4+2 | 0.174 242 0.20 1.03-09 9.49E-10 8% 6
M MPX-11

Tabla 3 Valores de separacidn de los picos (Ep), capacitancia especifica (Ce), potencial de media onda (E1/2),
recubrimiento inicial (Ri), recubrimiento final después de ciclado exhaustivo (Rf), porcentaje de desorcion de la enzima (%
desorcion ) y constante d
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De la Tabla 3, se observa que los valores menos negativos de Eui2 corresponden a
las soluciones de adsorcién mas diluidas, lo que infiere que la configuracion que
adopta la MP sobre los nanotubos de carbono en estos sistemas presentan menos
energia de activacion para conducir la TE con el electrodo. Por su parte, las mayores
cargas de enzima se presentan cuando se utiliza como sistema de adsorcién una
solucién de pH 4 independientemente de la concentracion de enzima disuelta. La
obtencién de una mayor bielectroactividad de las enzimas adsorbidas a este pH
inflere que su adsorcion puede estar relacionada a interacciones especificas

posiblemente por puentes de hidrégeno.

Respecto a las constantes méas altas obtenidas a pH 4 (sistema 3 y 4), son un
indicativo de la preservacion de estructuras activas de MP para lograr una eficiente

transferencia electrénica.
4.4 Efecto del pH de la MP-11 adsorbida sobre GE/MWCNTs
La respuesta redox de la MP-11 adsorbida sobre los electrodos GE/MWCNTSs bajo

las condiciones presentadas en la Tabla 3 fue evaluada a varios valores de pH [47]
(Grafica 8).
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Grdfica 8 VC de electrodos GE/MWCNTs-MP-11 en buffer de amplio espectro a diferentes valores de pH. La adsorcion de
la enzima fue obtenida bajo las siguientes condiciones en buffer de amplio espectro: a) pH7 + 50 uM MPX-11, b) pH 7 + 2
UM MPX-11, c) pH 4 + 50 uM

En la Gréfica 8, se observa que:

Tanto el potencial de pico catédico como anddico correspondientes a la
reaccion electroquimica de MPX-11 se desplazan negativamente con el
incremento en el pH de la disolucién

e Al aumentar el pH el proceso redox practicamente desaparece.

e En todos los sistemas se realizé un VC nuevamente a pH 4 después de
evaluar el pH méas alto (pH7), la sefial de la enzima reaparece, pero
exhibiendo una desorcion parcial de la enzima.

e Se deduce que al disminuir la disponibilidad prética se fomenta la desorcion

de la enzima y se alenta el proceso redox. Concluyendo que los protones

estan involucrados en el proceso de adsorcién posiblemente mediante la

formacion de puentes de hidrégeno.

Analizando la Gréfica 8, se propone la formacién de puentes de hidrégeno entre el
grupo carbonilo de las quinonas y la terminal amina de los residuos de valina y lisina
del péptido. De esta manera, cuando el pH de la solucién de ensayo tiende a la
neutralidad, se disminuyen las fuerzas electrostaticas y las interacciones de puentes
de hidrogeno entre las moléculas polares compiten por su atraccion, produciéndose
de esta forma la desorcion de la enzima. Por otro lado, la corriente pico catédica
(irc) méxima para todos los sistemas evaluados se obtiene a pH 4, lo que resulta
contrario a lo reportado en literatura, en donde el ipc maximo se observa a pH 7 [47,
48, 49]. Esta discrepancia puede ser adjudicada a la configuracion que la MPX-11
adopta sobre la superficie de los nanotubos. Para cada sistema presentado en la

gréfica 8, se obtuvo la pendiente (m) del grafico de potencial formal.
Potencial formal (E° = Epqe — Epc/2) vspH  (Tabla 4)

De los valores reportados en la Tabla 4 se observa que los electrodos GE/MWCNTs-

MP-11 provenientes de los sistemas 1 y 3 presentan una pendiente de -39 y -23
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mV/pH. Estos resultados son cercanos a la mitad del valor teérico de —59 mV pH-t
para un proceso reversible de transferencia de un electron acoplado a un proton, lo
que puede ser adjudicado a la formacién de dimeros de MP-11 correspondiente a
dos electrones y un proton sobre la superficie de los nanotubos. Por otra parte, para
los sistemas 2 y 4, los valores de m son de -48 y -44 mV/pH correspondiente a la

transferencia de un electron y un protén
Hemowp-11(Fe3*)+H+e-<& Hemowp-11(Fe?*)
Sistema

1: BAS pH7+50 pM MPX-11
2: BAS pH7+2 uM MPX-11

3: BAS pH4+50 pM MPX-11
4: BAS pH4+2 pM MPX-11

Tabla 4 Valores de m de los grdficos EO° vs pH para cada sistema presentado en la grdfica 8

Por lo tanto y tomando en cuenta el hecho de que los depdsitos en pH 4 presentan
una mejor respuesta electroquimica, asi como mejor resistencia a la desorcion, esta
modalidad de adsorcion presenta propiedades favorables para su estudio
exhaustivo y futuro desarrollo, asi como aplicacion para la deteccion de

contaminantes emergentes.
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4.5 Estudio por AFM

La morfologia superficial del electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 obtenido en solucion
de buffer de amplio espectro a pH 4 y 2 uM MPX-11, fue caracterizado mediante

AFM en su modo on top.

Imagen 23 Micrografias obtenidas mediante AFM modo on top de: a) Electrodo GE/MW(CNTs, b) GE/MWCNTs-MPX-11
sintetizado a partir de una disolucion conteniendo BAS pH 4+ 2 uM MPX-11, c) Imagen 3D-modo fase del electrodo
GE/MWCNTs-MPX-11 .

La Imagen 23 muestra las imagenes de AFM antes (a) y después (b) de la
modificacion fisica de los electrodos con la enzima MPX-11, asi como una imagen

en 3D del electrodo resultante (c).

En presencia de la enzima (Imagen 23b), desaparecen las caracteristicas distintivas
de los nanotubos de carbono y se identifica un recubrimiento uniforme globular por
la adsorciéon de la MPX-11. Un analisis mas detallado de la imagen 23b revela la

62



formacion de glébulos de tamafio promedio de 50 um y de semicirculos mas
grandes de = 0.22 um, conformados por el colapso de los glébulos mas pequefios.
Satterlee y Col. [50] reportaron a partir del analisis de microscopia de barrido por
tuneleo (STM), la adsorcion de MP-11 sobre Au(lll) a partir de una disolucion basica
de la enzima en forma pura y conteniendo tanto ligandos neutros (imidazol) como
idnicos (sulfuro de sodio, S%). En ausencia de un agente complejante, la MPX-11
forma clusteres redondos de aproximadamente 40-50 nm de didmetro y de 12 nm
de alto. En presencia del ligando neutro en la solucién de adsorcién, se forman
clusteres alargados de 6x15 nm y 2.2 nm de alto sobre la superficie de oro. Asi
mismo, en presencia del ligando i6nico, la MPX-11 se adsorbe como moléculas
individuales de 2.4x1.5 nm y 0.85 nm de alto (1.1x1.7x3.3 nm). De esta manera,
nuestros resultados concuerdan con la formacion de cliusteres redondos de
aproximadamente 40-50 nm de diametro, tal como se reporta para la adsorcion en
ausencia de ligandos. El colapso de estos clisteres en semicirculos mas grandes

se evidencia en nuestros resultados de AFM.
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Capitulo 5. Resultados y discusiones
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La grafica 9 muestra el VC del electrodo GE/MWCNTs-T2 antes y después de la
modificacion con MP-11. Cuando MPX-11 es adsorbida sobre la superficie de los
nanotubos de carbono (curva b), se observa la presencia de un par de picos redox
(cy c’) en el rango de potencial de 0.1 a -0.6 V vs SCE. Los picos corresponden al
centro activo Fe llI/Il de la microperoxidasa, lo que revela la transferencia electronica
directa (TED) entre el péptido y la superficie del electrodo. Por otra parte, la forma
y definicion que presentan los picos redox indican que la MPX presenta una

orientacion preferencial sobre los nanotubos de carbono.

Del valor del potencial a circuito abierto obtenido en presencia de la enzima
(Pca=0.254 V) se concluye que la adsorcién de MPX-11 se lleva a cabo en su estado
de oxidacion 3+ (Hemowp-11(Fe3")), lo que sugiere la conservacién de la

bioelectroactividad de la enzima.

El valor de potencial de media onda fue de E12=-0.20 V vs SCE, que resulta ser un
poco mas negativo que el valor de -0.11 V determinado para la enzima adsorbida
sobre un electrodo de grafito epoxi a las mismas condiciones. El desplazamiento de
este valor indica que el proceso es menos favorable sobre los nanotubos de
carbono, debido a posibles cambios conformacionales o bien un efecto en la
estructura de coordinacion de la MPX-11 durante su adsorcion sobre la superficie
del electrodo. La separacion de los picos (Ep) exhibidos para el electrodo
GE/MWCNTs-MP-11 a 100 mVs?t es de 172 mV, caracteristicos de un sistema
cuasi-reversible. Este valor, al igual que el obtenido para el potencial de media onda
sugieren la gran reorganizacion interna y externa que experimenta el centro redox

de la enzima, dificultando la transferencia electrénica.
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Grdfica 9 VC del electrodos GE/MP-11 en buffer de amplio espectro pH 4 antes y después de la inmovilizacion de la
enzima MP11.

Por otra parte, se observa que la amplitud de los voltamperogramas, que refleja la
capacitancia de la superficie (ic), es practicamente la misma para el electrodo antes
y después de la adsorcion de la enzima. De los valores de ic a -0.6 V para ambas
curvas y, considerando el area del electrodo obtenida antes de la adsorcién de la
enzima, se obtuvieron los valores de capacitancia especifica (Ce) en presencia (499
UF/cm2) y en ausencia de la MPX-11 (486 uF/cm).

El valor de la capacitancia es afectado directamente por el area del electrodo, la
constante dieléctrica (¢), e inversamente proporcional a la separacion entre las

placas (d) tal como se representa en la siguiente ecuacion:

De esta manera, los valores similares de la capacitancia expresada por los VC antes
y después de adsorber la enzima indica la poca influencia que tiene el adsorbato en

los pardmetros A, ¢, y d. Esto puede ser explicado de la siguiente manera:

La obtencion de los electrodos GE/MWCNTs-MP-11, se realizé en una solucion pH
4 conteniendo 2 uM de la enzima. De acuerdo a lo reportado en literatura, a esta

concentraciéon, la enzima se encuentra como monémero o formando dimeros.
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Aunado a esto, la acidez de la solucion reduce significativamente el fenomeno de
asociacion mediante la protonacién de los grupos amino e incrementa con ello la
estabilidad de su forma monomérica. Por tanto, es posible que, durante el proceso
de adsorcion fisica, las moléculas de la MP-11 presenten un determinado arreglo
sobre los MWCNTSs y cierta flexibilidad rotacional, que permita que la interface

formada sea libremente penetrada por el agua y el electrolito.

De esta manera, la oposicion al campo externo sera despreciable y, por lo tanto, la
permitividad dieléctrica no diferira significativamente del bulto de la disolucion.
Respecto al pardmetro d, se sabe que el grosor de una monocapa de enzima
adsorbida es comparable con la dimension que presenta la enzima en disolucién,
que para el caso de la MP-11 es de 5 nm de longitud y 2 nm de diametro. Si
consideramos que el grosor tipico de la doble capa para un electrolito z:z con una
concentracion de 0.1 M es de 1 nm, la longitud de la microperoxidasa excedera a la
de la doble capa formada por el medio y por tanto no se espera un cambio drastico
en la distribucién de las cargas y en consecuencia en el valor de d de la ecuacién
1. Finalmente, es posible deducir la formacién de una monocapa considerando el

efecto despreciable en el area del electrodo.

De la misma manera, se observa una disminucion en la corriente asociada a los
picos ay a’, lo cual puede indicar un bloqueo parcial de las especies oxigenadas en
el electrodo por la enzima. El bloqueo parcial indica que la enzima esta
interactuando especificamente con algin grupo funcional presente en la superficie
de los nanotubos de carbono (carboxilos o carbonilos), ademas de que revela la
permeabilidad de la pelicula de enzima formada por el medio; de acuerdo con lo

discutido en el efecto capacitivo de la enzima.
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Grdfica 10 VCs de los electrodos GE/MWCNTs-2 antes (a) y después de la modificacion con la enzima (b), en buffer de
amplio espectro a pH 4. v =100 mV/s.

Para mejor comparacion se ha adicionado la VC de la region no faradaica de ambos

sistemas

El recubrimiento superficial (IN) de la microperoxidasa electroguimicamente activa

fue de 1.05 x 10 mol-cm. Este valor fue estimado mediante el uso de la ecuacion:
I = Q/nFAQ
Donde:

- Q esla carga obtenida por integracion del pico catédico
- A el area electroactiva obtenida antes de la adsorcion de la enzima.

Es importante mencionar que el valor de recubrimiento obtenido en este trabajo, es
mayor que el reportado para la adsorcion fisica de microperoxidasa-11 en
nanotubos de carbono (8.4 x 10-1° mol-cm™) [51], y satisfactoriamente comparable

con la obtenida para su adsorcién covalente (1.22 X10-° mol-cm?) [52].
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Para determinar la estabilidad de la MP-11 inmovilizada, se realizaron varias
repeticiones de VC (Grafica 11). Se observa una gradual disminucion en la
intensidad de corriente de pico hasta el 100° ciclo, a partir del cual se mantiene
constante incluso después de 200 ciclos. El recubrimiento superficial de la enzima
después de 200 ciclos fue de 9.49 x 10-1° mol-cm2, correspondiente a una desorcién
del 8 %. La desorcion parcial de la enzima obtenida al inicio del ciclado, se debe
posiblemente a la remocién de la enzima excedente que no se encuentra en
contacto directo con la superficie de los MWCNT o bien producto de la débil
interaccidn enzima-superficie. No obstante, es importante resaltar la gran
estabilidad que presenta la adsorcién de la MP-11 sobre los electrodos sintetizados,
comparada con la obtenida en otros trabajos, en donde reportan que la corriente de

pico practicamente desaparece después de 35 ciclos.
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Grdfica 11 Efecto del ciclado de potencial en el electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 en buffer de amplio espectro a pH 4. v =
100 mV/s.

De la misma manera, se corroboro la estabilidad de la pelicula respecto al nUmero

de enjuagues y al almacenamiento. La Gréafica 12 muestra los perfiles
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voltamperométricos del electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 en buffer de amplio

espectro a pH 4 después de 4 enjuagues con agua destilada durante 2 minutos.
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Grdfica 12 Efecto del enjuague en el electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 en buffer de amplio espectro a pH 4 a 100 mV/s.

Como se observa en la Gréfica 12, después de 4 enjuagues, el electrodo
experimenta una reduccion considerable en la intensidad de la corriente de los picos
asociados a la adsorcion de la enzima junto con una simultanea reduccion de la
capacitancia. Fenbmeno que puede ser adjudicado a la desorcién de enzima de la
superficie de los nanotubos y a la desorcion de una fraccion de nanotubos que
contienen a la enzima. No obstante, el hecho de que aldn se observe una respuesta
significativa de la enzima, es un indicativo de la interaccion fuerte entre el adsorbato

y la superficie.

Por otra parte, el perfil voltamperométrico del electrodo GE/MWCNTs-MPX-11 fue
el mismo después de dos meses de haber sido elaborado, comprobando con esto

su alta estabilidad de almacenamiento (Gréfica 12).

La constante de velocidad de transferencia electronica (k) fue calculada utilizando
el método de Laviron, considerando que la caida 6hmica es despreciable al tratarse
de un estudio en sistema acuoso. El valor obtenido fue de 6 s™. Este valor es similar
a los valores reportados para el citocromo c en electrodos de plata y oro (2.48 a 13

s1), sin embargo, es mas pequefio que el reportado para la adsorcion fisica de la

70



MP sobre nanotubos de carbono (38 s). Esto puede ser debido a diferencias en la
forma en que la MP se fija en la superficie del electrodo GE/MWCNTSs (punto de
anclaje al electrodo) lo que provoca una lenta o menos favorable ruta de ET o bien
por la mayor libertad rotacional que presentan las moléculas de MP, la cual puede

cambiar el punto de contacto de transferencia de electrones.

A este punto es posible determinar que la opcidbn mas favorable y con mejor
respuesta y estabilidad es la que presentan los electrodos a concentraciones de
2uM pH 4 por lo tanto se espera poder emplearlos en procesos de deteccion y

cuantificacion.
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Conclusiones

De la tesis previamente descrita se puede concluir lo siguiente:

e Se obtuvo la inmovilizacion eficiente de la enzima microperoxidasa 11 sobre
los electrodos GE-MWCNTSs sin procesos de funcionalizacion posteriores a
la precipitacion de los nanotubos sobre la superficie de los electrodos.

e La inmovilizacién de la microperoxidasa 11 se realizé por la ruta “adsorcion
fisica” que representa un proceso mas simple de retencion enzimatica sobre
sustratos

e Mediante electroquimica, AFM vy espectroscopia Raman fue posible
confirmar la precipitacion de los nanotubos de carbono y de la enzima
microperoxidasa 11 sobre los sustratos.

e Se comprobo que una caracteristica para haber utilizado los MWCNTSs fue la
gran conduccidn electronica proveniente de los electrones libres pi de cada
atomo de carbono.

e Se logré demostrar la adicion de grupos quinoides a través de la oxidacion
de los nanotubos de carbono, los cuales fueron utilizados para el anclaje de
la MP-11.

e Los electrodos obtenidos representan alternativas reales para la elaboracion
de sensores para la deteccion de H,0, tal como se demostré6 en

experimentos preliminares.
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Capitulo 6. Aplicaciones y alcances
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De manera somera los electrodos de GE-MWCNTs modificados con MP-11 fueron
empleados para la deteccion de peroxido de hidrogeno (H,0,) que es ampliamente
reconocido como un contaminante presente en aguas residuales, y producto de las
reacciones catalizadas de muchas oxidasas, y como principal materia prima de
catélisis de la MP-11 por eso es de gran importancia su determinacion en los
sectores quimico, bioldgico y clinico. En conjunto con esta capacidad de reaccionar
en presencia de H,0, también esta la capacidad de obtener una respuesta inhibida

en presencia de otros compuestos en el medio acuoso que se analiza [53,54]

En la grafica 13 se muestra el comportamiento debido a la agregacion de peroxido
de hidrégeno de manera escalonada en solucién acuosa buffer de amplio espectro
pH 4, el desplazamiento del pico de reduccién, asi como la formacion de picos
debidos a la oxidacion del perdxido de hidrogeno aunado a esto hay una gradual

desaparicion del pico de oxidacion.
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Grdfica 13 Respuesta en presencia de perdxido de hidrégeno a pH 4 sobre electrodo modificado GE-MWCNTs-MP-11

Se sabe que existen otros compuestos nano estructurados que mejoran

significativamente las propiedades electrocataliticas y superficiales en electrodos
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entre estas se encuentran las nanoparticulas de Oro o Plata entre otros metales en
soluciones coloidales [55], se realizé un primer ensayo como prueba piloto de un
deposito de nanoparticulas de oro (AuPs) y nanotubos de carbono sobre electrodos
de grafito-epoxi por método electroforético y posteriormente se adsorbié sobre este
la enzima microperoxidasa-11 disuelta en pH4 y se probd por voltametria ciclica
para corroborar la absorcion de la enzima.
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Grdfica 14 comparativo de la respuesta electroquimica de absorcion de microperoxidasa-
11 en presencia y ausencia de depdsito de nanoparticulas de oro (AuPs)

Como se puede apreciar en Gréfica 14 la respuesta electroquimica en presencia de
nanoparticulas de oro (AuPs) es mucho mayor en area y presenta una mayor
amplitud en los picos de oxidacion y reduccion, lo cual demuestra una mejora
satisfactoria y excelente biocompatibilidad entre los elementos que conforman los

electrodos en presencia de nanoparticulas metalicas.

Habiendo obtenido los resultados anteriormente mencionados, podemos asegurar
que los electrodos de GE-MWCNTs modificados con MP-11 podrian ser una opcion
viable en la deteccién de diversos sustratos, y podria emplearse para la deteccion

de los compuestos derivados de la fabricacion de las celdas o médulos fotovoltaicos.
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6.1 Futuras aplicaciones en las energias renovables

Existen diversos sustratos y compuestos quimicos que actualmente necesitan ser
detectados y cuantificados dentro de los procesos de fabricacibn de ciertas
energias renovables. Un ejemplo, es la energia solar, la cual es la energia
renovable mayormente utilizada, pero los procesos de fabricacion de las celdas
fotovoltaicas producen emisiones de gases de efecto invernadero. Ademas, en la
produccién de celdas fotovoltaicas los fabricantes tienden a manipular productos
quimicos, los cuales llegan a ser toxicos. Sin embargo, esta se considera limpia ya
gue durante su uso de generacion de electricidad no emiten toxinas a la atmdsfera.
[56]

En la siguiente tabla se pueden observar los principales materiales téxicos que son
usados en la elaboracion de algunas celdas fotovoltaicas en funcion del tipo de

celda, asi como ciertas propiedades: [57]

Tipo de Material Propiedades Propiedades Quimicas

Celda Fisicas

Silicio Triclorosilano | Liquido Punto de ebullicién 31.8°C

Cristalino (SiHCl3) Incoloro Punto de fusién -126.5°C
Olor Acre Solubilidad en agua:
Volatil Reacciona

Punto de inflamacion -27°C
Moderadamente toxico en

caso de ingestion o

inhalacion
Oxicloruro de | Liquido Potencialmente explosivo al
fosforo Incoloro reaccionar con agua
(POCL3) Olor fuerte acre Peso molecular 153.35 g/mol

Punto de fusion 1.25°C

Punto de ebullicion 105.8°C
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Toxico cuando se inhala o
ingesta
Acido Liquido de color | Acido corrosivo
Clorhidrico amarillo o incoloro Peso molecular 36.46 g/mol
(HCL) Olor penetrante pH inferiora 1
Punto de fusion -26°C
Punto de ebullicion 48°C
Al ser ingerido e inhalada
produce irritacion y
corrosion
Tipo de Material Propiedades Propiedades
celda fisicas guimicas
Silicio Silano(SiH,) Gas Sumamente inflamable
Amorfo Incoloro Masa molar 32.12
Andlogo del metano g/mol

un gas pirofdrico

A temperatura

ambiente el Silano es

Punto de fusion -185°C
Punto de ebullicion -
112°C

Insoluble en agua

Fosfina (PH3)

Gas
Incoloro

Olor a ajo

agua

Levemente soluble en

Gran combustibilidad

Sumamente toxico
Venenoso

Punto de fusién -134°C
Punto de ebullicién -

88°C

Diborano (B,Hg)

Gas

Incoloro

Sumamente toxico
Corrosivo

Sumamente inflamable
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Fuertemente Punto de fusidn -165°C
piroférico a | Punto de ebullicién -
temperatura 93°C

ambiente

Olor dulce repulsivo

CdTe Cadmio Metal pesado Toxicidad alta
Blando Cancerigeno
Color blanco azulado | Persistente en el
Inestable ambiente
CIS Hidruro de | Gas Sumamente toxico
(Diseleniuro | Selenio (SeH) Incoloro Punto de ebullicién -
de Cobre Inflamable en | 41°C
Indio) condiciones normales | Punto de fusién -63°C

Es el compuesto mas
toxico del selenio

Olor irritante

El biosensor electroquimico previamente elaborado y descrito en esta tesis, podria
emplearse en la deteccidén de estos compuestos quimicos, como se pudo observar
el biosensor tuvo respuestas muy eficaces al analizar el peréxido de hidrogeno,
demostrando grandes ventajas para futuras aplicaciones no solo en las emisiones
del campo solar, sino también en posibles aplicaciones en las emisiones causadas
por la elaboracién de hélices en la energia edlica, o en instrumentos de las

diferentes energias renovables.
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