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La deteccion de compuestos de interés es una etapa clave en diferentes
procesos de las industrias alimentarias, médicas y ambientales. Muchas de estas
sustancias son derivados fendlicos que se encuentran en pequefias cantidades,
asi que se requiere de métodos sensibles pero eficientes para su determinacion.
En el presente trabajo se realizé el andlisis electroquimico de diversos materiales
a base de nanotubos de carbono modificados por medio de técnicas como dopaje
con nitrégeno y reduccién quimica para el depdsito de nanoparticulas de renio.
Los soportes obtenidos fueron usados para la inmovilizacion de lacasa de
Coriolopsis gallica y su aplicacion en la electrocatéalisis de compuestos fendlicos.
Los resultados mostraron una inmovilizacion enzimatica exitosa con actividad
electroguimica para la reaccién rédox de catecol, logrando hasta 0.2704 Ul mg?
en nanotubos de carbono modificados. Las nanoparticulas en los materiales se
presentaron en forma de 6xidos de renio, principalmente de tipo ReO2, ReOsy
Re207, con diametros entre 2 — 10 nm y carga 6xido metalica de 10.9 %.

Por otro lado, el estudio voltamperométrico de catecol indicé la sinergia de los
componentes en el nanobiomaterial 0-CNx-Re-Lac, aumentando la sensibilidad
de deteccion por nanotubos modificados hasta 100 nmol Lt. También, el analisis
de la repetividad y reproducibilidad del biosensor determinaron una certeza del
95.2 % en mediciones realizadas durante el periodo de estabilidad operacional

establecido en 25 dias.
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Detection of compounds of interest is a key stage in different processes in
food, medical and environmental industries. Many of these substances are
phenolic derivatives that are found in small amounts, so sensitive but efficient
methods are required for their determination.

In the present work, we performed the electrochemical analysis of different
materials based on carbon nanotubes through techniques as nitrogen doping and
chemical reduction for rhenium nanoparticles deposition. The supports obtained
were used for immobilization of laccase from Coriolopsis gallica and their
application in electrocatalysis of phenolic compounds. The results showed a
successful enzymatic immobilization with electrochemical activity for catechol
redox reaction, achieving up to 0.2704 Ul mg in modified carbon nanotubes. The
nanoparticles in the material were in the form of rhenium oxides, mostly of ReOz,
ReOs and Re207 type, with diameters between 2 — 10 nm and metal oxide charge
of 10.9 %.

Furthermore, the catechol voltammetric study indicated the components synergy
in the nanobiomaterial 0-CNx-Re-Lac, increasing the detection sensitivity by
modified nanotubes to 100 nmol L. In addition, the biosensor repeatability and
reproducibility analysis determined a certainty of 95.2 % in measurements made

during the operational stability period established in 25 days.

Keywords: Carbon nanotubes, laccase, rhenium, electrocatalysis.
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INTRODUCCION

1.1 Biosensores

En la actualidad, el uso de biosensores en procesos de diagnoéstico,
analisis, seguridad, calidad y control de las industrias alimenticias, médicas y
ambientales es cada vez mas frecuente debido a que presentan cualidades
significativas sobre los métodos de deteccion convencional empleados, tales
como: mayor sensibilidad y selectividad, alto nivel de reproducibilidad,
confiabilidad, facil preparacién de la muestra y aplicacion en analisis rapidos,

directos y de tiempo real (MonoSik et al., 2012).

Tabla |. Caracteristicas importantes para el desarrollo de biosensores
(Castro-Ortiz et al., 2007).

Alta. El orden de deteccion se establece dependiendo de
las necesidades y aplicacion del biosensor.

Alta. El elemento de reconocimiento debe ser especifico
para el analito de interés o se recomienda realizar una
caracterizacion de la interaccién con otros compuestos.
Alta. Generar sistemas cuantitativos con buena
reproducibilidad que no se vean afectados por la muestra
o el medio.

Prolongado. Dependera de la estabilidad del dispositivo
que es afectada por el método de aplicacion vy
almacenamiento.

Benéfico. Considerando el mercado actual y los materiales
a emplear para la elaboracion, sin dejar de lado ninguna de
las caracteristicas aqui mencionadas.

Sencillo. Requerir de la minima cantidad de pasos y
reactivos para asegurar una correcta medicion.

Rapido. Capaces de realizar mediciones dinamicas o en
tiempo real.



Entre otras ventajas que presenta el uso de biosensores en la industria se
encuentra el hecho de que generalmente suelen ser de bajo costo de produccion,
operacion o mantenimiento, ademas de tener un menor tamafio, lo cual genera
una buena relacion costo-beneficio y facilita su portabilidad (Tabla 1). Sin
embargo, los principales retos en el area de los biosensores son: la reduccién del
limite de deteccidn, la estabilidad a largo plazo y el aumento de la robustez al
momento de llevar a cabo mediciones in situ (Scognamiglio et al., 2015).

Un biosensor, de acuerdo con la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, por sus siglas en inglés), se define como un dispositivo capaz de utilizar
reacciones bioquimicas especificas mediadas por un elemento de
reconocimiento biolégico, como enzimas, anticuerpos, &acidos nucleicos,
organulos, o células enteras, para detectar compuestos quimicos a través de
sefales eléctricas, térmicas u Opticas (Romero-Arcos et al., 2015). Los
componentes principales que conforman un biosensor son: el biorreceptor; cuya
funcion es interactuar con el compuesto de interés presente en el medio y generar
una sefial, el transductor; que es una herramienta que se encarga de transformar
la sefal emitida en una sefal facilmente cuantificable, y el procesador, que
cumple con el objetivo de procesar y presentar la sefial en forma digital para su
manejo y comprension (Figura 1).

La clasificacion de estos dispositivos es muy amplia y se encuentra determinada
principalmente por el tipo de elemento de reconocimiento; ya sea catalitico o
directo (células, enzimas o tejidos), o se trate de un elemento de afinidad o

indirecto (anticuerpos, proteinas, receptores o acidos nucleicos). También se



puede dividir por el tipo de transductor empleado; Optico, electroquimico,
piezoeléctrico, magnético, calorimétrico, mecanico, los cuales han dado lugar a
una gran variedad de configuraciones en el disefio de biosensores para generar

diversas alternativas a las problematicas de deteccion de compuestos (Castillo et

al., 2004).
ipr . Display
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Figura 1. Representacidn de la configuracion y componentes basicos de un
biosensor. Se muestra un sistema potenciostatico de tres electrodos: C,
electrodo contador o contra-electrodo; R, electrodo de referencia; W, electrodo
de trabajo que contiene el componente de reconocimiento biol6gico. La
transformaciéon analdgica-digital esta representada por un circuito amplificador
CAD, mientras que la representacion de los datos es realizada por un
microprocesador y otros elementos.

El primer registro de un biosensor data de 1956, y fue unos afios después cuando
se publicé en el uso de glucosa oxidasa atrapada en un electrodo de oxigeno por
medio de una membrana de dialisis para la deteccion de glucosa en muestras de
sangre (Clark & Lyons 1962). Curiosamente, alrededor del 90 % de los
biosensores comercializados actualmente estan enfocados en la deteccion de
glucosa. Hasta hace algunas décadas, en Meéxico existian muy pocas

investigaciones asociadas al uso de biosensores, de las cuales, la mayoria se



encontraban enfocadas en areas de salud y deteccion de compuestos puros por
medio de enzimas y sistemas oOpticos de deteccién (Castro-Ortiz et al., 2007).
Hoy en dia, existe un gran numero de biosensores en proceso de investigacion,
desarrollo, e incluso patente, sin embargo, la comercializacion aun no es sencilla.
Por lo cual se requiere de la colaboraciéon de ramas como la bioingenieria,

nanotecnologia y microelectronica para la optimizacion de estos dispositivos.

1.2 Enzimas

Las enzimas, mejor conocidas como biocatalizadores, son moléculas
biolégicas con actividad catalitica capaces de transformar compuestos a través
de distintos mecanismos de accion y bajo condiciones Optimas de pH,
temperatura, presion, concentracion de sales y sustratos, por esta razon, se han
vuelto vitales para el metabolismo de los organismos. La mayoria son de
naturaleza proteica, aunque también una pequefia parte estd compuesta por
acidos ribonucleicos (ribozimas). La composicion y conformacion de estos
biocatalizadores son las razones primordiales que les otorgan actividad y
caracteristicas Unicas, y por lo cual regularmente poseen un alto grado de
selectividad otorgado por la afinidad del sitio activo que funciona como zona de
reconocimiento debido a su complementariedad geomeétrica con uno o varios
sustratos (Nelson & Cox, 2008).
Estas biomoléculas son normalmente clasificadas dentro de seis grupos en
funcidn de su actividad catalitica especifica, entre los cuales encontramos:

oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas; siendo



las primeras las mas empleadas en la fabricacion de biosensores debido a la
transferencia de iones o electrones que generan y que puede fungir como una
sefal eléctrica facilmente detectable en forma de corriente o potencial eléctrico.
También existen registros del uso de las otras clases de enzimas para la
construccion de biosensores usando un mecanismo de deteccion diferente
(Thévenot et al., 1999). El uso de enzimas en sensores electroquimicos ha
mostrado una importante evolucion, sobre todo en los Ultimos afos, que las ha
convertido en una de las principales alternativas para el desarrollo de
biosensores. Su aplicacion en este tipo de dispositivos de afinidad suele mejorar
significativamente los limites de deteccion y cuantificacibon de compuestos,
utilizando las propiedades electronicas de los procesos rédox que se llevan a
cabo al momento de la interaccion enzima-sustrato.

Dentro de los puntos criticos en el disefio de biosensores se encuentra, entre uno
de los mas importantes, la inmovilizacién del elemento de reconocimiento
biolégico, para esto es necesario que el soporte no afecte de manera antagoénica
la sensibilidad, selectividad o estabilidad del dispositivo. El uso de un método de
inmovilizacion inapropiado puede influir en la orientacion, movilidad, estructura y
actividad catalitica del biocatalizador (Sassolas et al., 2012). Los métodos de
inmovilizacion comunmente usados en la construccion de biosensores estan
basados en adsorcion fisica, enlaces covalentes, atrapamiento, encapsulacion y

el uso de entrecruzadores intermoleculares.



1.2.1 Lacasa

1.2.1.1 Estructura, clasificacién y actividad

Lacasa (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioxigeno oxidorreductasa) es una enzima
que fue descrita por primera vez en el arbol japonés de la laca (Rhus vercinifera)
por H. Yoshida (Yoshida, 1883), sin embargo, también se encuentra presente de
manera activa en hongos, plantas superiores, bacterias y algunos insectos,
presentando secuencias genéticas conservadas en relacion con su sitio activo
(Figura 2), pero no fue sino hasta 1985 cuando se le caracteriz6 como una
oxidasa metalica (Bertrand, 1985). Lacasa pertenece al grupo de las polifenol
oxidasas y, debido a los atomos de cobre que se localizan en su centro catalitico,
se le clasifica dentro de la familia de las oxidasas multicobre junto con otras
enzimas como algunas tirosinasas y ferroxidasas (Xu, 1996).
El interés en la lacasa comenz6 cuando se le relacion6 con procesos de
descomposicion de la corteza de arboles por hongos de podredumbre blanca,
como es el caso de Coriolopsis gallica. Aunque, hoy se sabe que también se
encuentra involucrada en multiples procesos biolégicos dependiendo del origen,
localizacion y conformacién de la enzima, los cuales van desde la formacién y
degradacion de lignina, estrés biotico, pigmentacion de esporas flungicas,
esclerotizacion de la cuticula en insectos, regeneracion de protoplastos, defensa
de la pared celular en plantas, hasta factores de virulencia y patogenicidad en

hongos y bacterias (Mayer & Staples, 2002). A lo largo del tiempo, se ha



encontrado una amplia variedad de lacasas intra y extracelulares, asi como sus

correspondientes isoenzimas (Chen et al., 2003).
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LcAb 60 VSIHWHGFFQ 103 GTFWIHSHLSTQYCDGLRGAF 398 HPFHLHGHNF 446 GAWFLHCHIDWHLEAGLAIVF
MvBO 91 NSVHLHGSFS 128 RTLWYHDHAMHITAENAYRGQ 398 HPIHIHLVDF 451 GVYMFHCHNLIHEDHDMMAAF
DHGO 114 TAVHWHGIRL 156 GTSWIHSHFSLQYSNGLIGPL 484 HPIHLHGHDF 538 GAWLLHCHLQIHASEGMALQY
ID56 97 TALHFHGVVP 140 GTFWIHSHSSVQYGDGMRGVL 452 HPWHMHGHHF 525 GEKWWLHCHVEWHMMKGLGIVF
IAK8 82 TSLHSHGLFQ 124 GTIWVHSHDMSQIPDGLRTPF 417 HPFHLHGHTF 475 GAWVIHCHIEWHMESGLLATF
CopA 96 TSIHWHGIIL 136 GTIWIHSHSGFQEQVGVVIGP 522 HPIHLHGMWS 565 GRWAYHCHLLYHMEMGMFREV
CumA 102 TTIEWHGIRL 142 GSIWIHPHVSSSEELGRGLVP 398 HPIHLHGMSF 445 GTWMFHCHVIDHMETGLMAARI
Fet3 78 TSMHFHGLFQ 121 GTIWIHSHTDGQYEDGMKGLF 413 HPFHLHGHAF 478 GVWFFPHCHIEWHLLQGLGLVL
Fet5 76 TSLEFHGLFQ 123 GTFWIHRAHMGAQIGDGMRGAF 418 HPFHLHGHNF 491 GVWIFHCHVDWHLQQGLASGF
L1 L2 L3 L4
. Sitio mononuclear cobre tipo 1 (azul)
& Sitio interdominio trinuclear cobre tipo2/tipo3

Figura 2. Organizacién de los dominios, secuencias y sitios activos de
enzimas multicobre azules. Se muestran los alineamientos de secuencias de
diversos organismos, enfocandose en la interaccién con atomos de cobre en los
dominios 1y 3. Los sitios consenso de unién a cobre tipo 1, 2 y 3 se indican con
sus respectivos numeros sobre las designaciones de las secuencias de L1 — L4.
Los nimeros en negro a la izquierda de las secuencias de L1 — L4 representan
la posicion de los residuos iniciales en la secuencia, mientras que el nimero en
amarillo muestra el nimero de residuos entre el segundo y tercer fragmento.
Residuos en violeta corresponden al cobre T1, y residuos en verde son del cobre
T2/T3. La secuencia ID (SWISS-PROT) y el origen de las secuencias son: AoZu,
ascorbato oxidasa de Cucurbita pepo var. melopepo; LcAb, lacasa de Agaricus
bisporus; MvBo, bilirrubina oxidasa de Myrothecium verrucaria; DHGO,
dihidrogeodina oxidasa de Aspergillus terreus; YD56, YD56 de Saccharomyces
cerevisiae; YAK8, YAK8 de Schizosaccharomyces pombe; CopA, CopA de
Pseudomonas syringae; CumA; CumA de Pseudomonas putida; Fet3, reductasa
férrica de Saccharomyces cerevisiae; Fet5, reductasa férrica de Saccharomyces
cerevisiae (Rodriguez Rincon, 2006).

Por lo general, esta proteina muestra secuencias con alrededor de 520 — 550

aminodcidos, con una conformacién monomérica globular de tres dominios tipo



barril beta y cuatro atomos de cobre en el interior de la molécula (Figura 3)
(Thurston, 1994). No obstante, algunas lacasas muestran una estructura
homodimérica con dos subunidades idénticas. Lacasas fungicas tienen una masa
de alrededor de 60 — 70 kDa con un diametro aproximado de 6 nm, su pH y
temperatura presentan un optimo de actividad en intervalos de 4 -5y 50— 70 °C
respectivamente (Baldrian, 2006). Muchas lacasas fungicas son glicoproteinas
con un contenido de azucar de entre 15 — 80 % y se ha demostrado que la
glicosilacién puede proteger a la molécula de altas temperaturas, protedlisis, o la
inactivacién por radicales libres. Sin embargo, esta caracteristica también es una
limitante para su produccion en otros organismos (Slomczynski et al., 1995).

Una de las principales cualidades por la que lacasa ha sido seleccionada para la
transformaciéon de compuestos de interés, es su capacidad inespecifica de oxidar
gran variedad de sustratos como mono-, di-, orto-, para-, poli-, amino-, y
metoxifenoles, anilinas, bencenotioles, aminas aroméaticas y algunos compuestos
organofosforados, con la simultdnea reduccion de oxigeno molecular a agua.
Este proceso se encuentra controlado por la diferencia del potencial rédox entre
los sustratos y el cobre externo T1 de la enzima (Ribeiro et al., 2014). Ademas,
la lacasa también puede llegar a oxidar compuestos con caracteristicas
diferentes a las de sus sustratos habituales a partir de la formacion de radicales
que pueden actuar como mediadores rédox. Algunos ejemplos de estos
mediadores son compuestos de bajo peso molecular como siringaldehido,

vainillina y acido p-cumarico. Los radicales pueden ser oxidados posteriormente



para lograr la formacion de quinonas o sufrir diversas reacciones no enzimaticas

(Hatakka et al., 1991).

Figura 3. Estructura globular de lacasa y conformacion basica de su sitio
activo. Los cuatro atomos de cobre Cu?* (azul celeste) sefialan los sitios T2/T3
y el sitio T1, conectados a la vez por un tripéptido compuesto por dos residuos
de histidina (His) y uno de cisteina (Cys) que fungen como rutas para el flujo de
electrones. Imagen generada con software académico Maestro (Schrodinger
Inc.).

La inespecificidad del sustrato en la lacasa es atribuida principalmente a su sitio
catalitico y a los mecanismos de accion del mismo. Como se menciond
anteriormente, el centro activo de la proteina se encuentra conformado por cuatro
atomos de cobre, el cual es un elemento que desempefia un papel importante en
reacciones bioldgicas de oxido-reduccion y el transporte de oxigeno. Dentro de

las lacasas existen tres tipos de atomos de cobre, llamados T1, T2 y T3, que
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estan diferenciados por sus propiedades espectroscopicas, magnéticas y
electroquimicas (Claus, 2004).

Frecuentemente, los aminoacidos de los centros de union al cobre se encuentran
distribuidos en cuatro regiones altamente conservadas, denominadas L1, L2, L3
y L4, que pueden estar conformadas de 8 — 24 residuos (Figura 2) (Mittal et al.,
2013). T1 es un sitio mononuclear con propiedades paramagnéticas que se
encuentra localizado cerca del lugar de enlace del sustrato. Este atomo esta
coordinado por cuatro ligandos, siendo dos histidinas y una cisteina los ligandos
conservados que forman un trigono fuerte con el ion cobre, mientras que el cuarto
ligando es mas débil y distante, por lo que puede variar en residuos de metionina,
leucina o fenilalanina, afectando el potencial de oxidacién de T1 vy, por lo tanto,
la actividad enzimatica de lacasa. El enlace cisteina-cobre es el responsable de
la tonalidad azul tipica de la molécula, con absorbancia a 600 nm y coeficiente
de extincién molar (€) de 5000 mol* L cm™ (Morozova et al., 2007). La funcién de
T1 es la oxidacion del sustrato por aceptacion y transferencia de los electrones
extraidos. El sitio incoloro T2 también es mononuclear y presenta una geometria
metdlica trigonal con propiedades paramagnéticas. Ademas, se ha relacionado
con la actividad rédox de la enzima en la reduccién de oxigeno a peroxido de
hidrégeno y con la inhibicion de la actividad enzimatica provocada por la
interrupcion de la transferencia electronica con haluros, azida, cianuro e
hidroxidos. Por ultimo, T3 es un sitio binuclear diamagnético debido al

acoplamiento antiferromagnético del par de iones Cu(ll) unidos por un puente de
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ion hidroxilo. Cuenta con baja absorbancia en el espectro UV, cercana a 330 nm,
y es responsable de la reduccion de O2 (Baldrian, 2006).

Mientras que T1 es un sitio independiente, los tres &tomos de cobre restantes en
lacasas tienden a formar un dominio trinuclear nombrado T2/T3, el cual dirige la
reduccion de oxigeno por la transferencia de cuatro electrones desde T1. Este
sitio se encuentra estabilizado por ocho ligandos de histidina, cuatro de cada uno
de los dominios y, a la vez, esta conectado con T1 por un tripéptido conservado

(His-Cys-His).

1.2.1.2 Aplicaciones

Debido a que se trata de proteinas muy versatiles y robustas, las lacasas
han demostrado una estabilidad operacional a distintos rangos de temperatura,
pH y concentracién de solventes organicos. Estas propiedades han logrado la
aplicacion de la enzima en procesos comerciales para el blanqueamiento de la
pulpa de papel, fabricacion de celdas de combustible, tratamiento de aguas
residuales, degradacién de compuestos xenobidticos, sintesis organica de
compuestos, estabilizacion de bebidas y el disefio de biosensores (Figura 4) (Liu
et al., 2012). El mecanismo de accién de la lacasa para la polimerizacién de
radicales fendlicos la ha convertido en una materia prima importante para la
industria alimenticia, donde puede ser utilizada en la estabilizacién de bebidas,
como jugos frutales, vino y cerveza, sin la producciéon de compuestos nocivos

para el ser humano. De igual forma, la polimerizacién es una ventaja significativa
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en la realizacion de procesos de biorremediacion ambiental debido a la facilidad

en la separacion de los productos de reaccion.
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Figura 4. Aplicaciones tecnoldgicas de lacasa. A laizquierda, modelo de celda
de biocombustible enzimatica, con glucosa oxidasa (GOx) inmovilizada en el
anodo para la extraccion de electrones, y lacasa soportada en el catodo para la
reduccion de oxigeno. A la derecha, disefio de planta piloto para el tratamiento
de agua residual en la industria textil, el biorreactor de flujo continuo cuenta con
lacasa inmovilizada para la degradacién del colorante y un sistema de monitoreo
constante (Fernandez-Fernandez et al., 2013).

Entrada de aire

La aplicacion directa de lacasa sobre suelos contaminados es un proceso que
suele ser empleado por industrias generadoras de residuos contaminantes como
una alternativa para la remocion de compuestos, tales como colorantes
sintéticos, pesticidas, aceites, resinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPSs) vy bifenilos policlorados (BPCs) (Claus, 2004). Ademas, el uso de esta
enzima no se encuentra limitado a procesos de degradacion y puede llevar a
cabo la sintesis de compuestos naturales, tales son los casos de dimeros de

penicilina, bisfenol A y diversas cefalosporinas (Uchida et al., 2001).
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Las propiedades rédox de la lacasa la hacen un componente ideal para la
produccion de catodos utilizados en celdas de biocombustible enzimaticas (CBE)
junto a una gran diversidad de anodos basados generalmente en peroxidasas,
glucosa oxidasa, alcohol deshidrogenasa, entre otras. Las reacciones de
oxidacion en los anodos producen electrones que son trasportados al catodo
donde la lacasa cataliza la reduccion de oxigeno. El flujo de los electrones de un
electrodo a otro es utilizado como una fuente limpia y renovable de electricidad
(Davis & Higson, 2007). Algunas empresas, entre las cuales se encuentran Novo
Nordisk Co. y Novozyme, han logrado patentar productos o sistemas a base de
lacasa para su aplicacion a nivel industrial (Rodriguez-Couto & Toca-Herrera,

2006).

1.3 Nanomateriales y nanoestructuras

El estudio de los materiales a escala nanométrica es recientemente una
de las ramas mas activas dentro de la nanociencia debido al descubrimiento de
importantes propiedades dependientes de la forma y tamafio de los mismos. Un
nanomaterial puede definirse como aquel que posee al menos una de sus
dimensiones dentro de un rango de 1 a 100 nm de longitud. Entre estos
nanomateriales se incluyen diversas estructuras como: nanoparticulas (NPs)
esféricas, nanovarillas, nanotubos, nanocubos, nanoestrellas y muchas otras
conformaciones, ademas, pueden estar compuestas de elementos de distinta

naturaleza, incluyendo cristales, materiales porosos, a base de carbono, silicio,
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metales u 6xidos metalicos. Las principales diferencias que presentan los
nanomateriales con respecto a los materiales en bulto son: aumento del area
superficial, que le permite un mayor contacto con la sustancia de interés, y
desarrollo de propiedades Opticas, eléctricas y electrocataliticas para
aplicaciones especificas (Jia et al., 2016).

El conjunto de nanomateriales funcionales ha traido beneficios en su aplicacion
para biosensores electroquimicos, principalmente los basados en carbono y
metales, mejorando la interfaz bioelectroquimica por alongamiento del area
electroquimicamente activa, aceleraciéon de la transferencia de electrones y

modificacion de la inmovilizacién de biomoléculas (Guo & Wang, 2011).

1.3.1 Nanotubos de carbono (NTCs)

Dentro de algunas de las formas alotropicas del carbono se encuentran el
grafito, grafeno, diamante, fullereno y nanotubos de carbono, estos ultimos han
tenido gran relevancia en afios recientes gracias al aprovechamiento de sus
propiedades fisicoquimicas, electronicas, cataliticas, mecanicas, entre otras.
Actualmente, los NTCs desempefian un papel importante para la nanotecnologia
en campos como la biologia, quimica, electronica, medicina y material cientifico
(Luo et al., 2001). NTCs fueron reportados oficialmente en 1991 mientras se
realizaba la sintesis de fullerenos a través del método de descarga por arco

(lijima, 1991). Su estructura se fundamenta en una o varias laminas de grafeno
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enrolladas que adquieren una forma tubular y que se encuentran separadas por
aproximadamente 0.36 nm entre si.

Las propiedades y clasificacion de los NTCs son otorgadas principalmente por la
quiralidad y conformacién de su estructura. De ahi, que suelen separarse en
nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT), nanotubos de carbono de
pared simple (SWCNT) y, los poco comunes, nanotubos de carbono de pared
doble (DWCNT), cuya sintesis homogénea se dificulta conforme disminuye el
namero de capas del nanotubo (Rubianes & Rivas, 2003). La estructura
hexagonal de las paredes de los nanotubos, su diametro y angulo de
enrollamiento, se encuentran altamente relacionados con la conductividad
electronica y pueden adquirir hasta tres tipos de configuraciones distintas:
armchair, de caracter metalico conductor; quiral, que presenta un
comportamiento semiconductor; y zigzag, en forma de conductor (Figura 5)
(Bethune et al., 1993). NTCs de multiples capas pueden obtener mas de una
estructura de enrollamiento en cada una de sus paredes modificando de esta
manera sus caracteristicas.

Posterior al informe de su sintesis, se han desarrollado incontables estrategias
para la modificacion del rendimiento de materiales basados en NTCs, incluyendo,
pero no limitando, la aplicacion de enlaces covalentes, interacciones
hidrofobicas, adsorcion fisica, y tratamientos acidos o térmicos. La mayoria de
estos procedimientos estan enfocados principalmente en la adicion de grupos

funcionales para mejorar la sensibilidad, solubilidad o actividad del compuesto.
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Figura 5. Tipos de estructura de nanotubos de carbono. Del lado derecho,
representacion esquematica de las configuraciones hexagonales que puede
tener una lamina de grafeno al enrollarse para formar un nanotubo de pared
sencilla (SWCNT) libre de defectos. SWCNT (n,m) determinaciones abiertas tipo:
conductor metdlico, armchair (8,8); semiconductor, quiral (11,4); y conductor,
zigzag (14,0). Del lado izquierdo, conformaciones de pared sencilla (SWCNT) y
pared multiple (MWCNT) de nanotubos de carbono (Pérez-Lopez & Merkogi,
2011).

1.3.2 Nanotubos de carbono dopados con nitrégeno (CNx)

La incorporacion de nitrégeno, boro, azufre o silicio dentro de la estructura
de NTCs es una préactica que ha demostrado ser atractiva para la modificacion
de sus propiedades. El interés en el uso de CNx se fundamenta en la mejora de
las caracteristicas electronicas y cataliticas, que es atribuida a la adicion de sitios
nitrogenados. Por lo general, el nitrdgeno en CNx se encuentra mayormente
distribuido en forma pirrdlica, piridinica y tipo grafitica o sustitucional, siendo las
dltimas quimicamente activas y responsables de la estructura tipo ~"bambu™
tipica en este tipo de nanotubos, ademas, se comprobd que pueden facilitar la

donacion de electrones en interacciones carbono-oxigeno por introduccion de

electrones extra en la red del material (Figura 6) (Glerup et al., 2003).
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Por otra parte, los CNx contienen una gran cantidad de sitios defectuosos en su
superficie que suelen ser de gran utilidad para la inmovilizacion directa de
nanoestructuras con un alto nivel de dispersion, evitando la necesidad de
procesos de modificacion anteriores al depadsito (Xu, Jiang, et al., 2010). El dopaje
de materiales permite la obtencion de semiconductores organicos mas eficientes
con una excelente interaccion entre el material biolégico y el electrodo (Stoyanov
et al., 2009).

En diversos trabajos, como el presentado por Zhu Chen y colaboradores, se ha
logrado demostrar la importancia de la cantidad de grupos nitrogenados
incorporados en CNx demostrando sus efectos en la morfologia, cristalinidad y
actividad de dichos materiales (Chen et al., 2010). Sin embargo, la cantidad de
nitrégeno que se puede adicionar en CNx se encuentra limitada en relaciones
atomicas de 1 : 33 — 1 : 10 (N : C) debido a la estabilidad por cambios en la
estructura, donde la proporcion de las especies nitrogenadas estan vinculadas
con el método de sintesis de los nanotubos.

Ciertamente, para la mayoria de los casos y aplicaciones, CNx han resultado ser
mas eficientes que NTCs convencionales, exhibiendo un progreso en la
sensibilidad, estabilidad y reproducibilidad, sobre todo en procesos
electrocataliticos. Por ejemplo, Tang y colaboradores revelaron que compuestos
conformados por tan solo CNx pueden tener un comportamiento metalico o
semiconductor con actividad catalitica similar a la de soportes basados en
nanoestructuras metalicas (Tang et al., 2009). Inclusive, se ha evidenciado que

algunas nanoparticulas metéalicas solo presentan un efecto sinérgico sobre CNx
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(Zheng et al., 2014), comprobando la interaccion entre grupos nitrogenados y
metales de transicion. Un caso de este tipo es el nitruro metalico FeN4 (Figura

6A), cuyo sitio activo esta involucrado en reacciones reactivas de oxigeno

(RROS).
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Figura 6. Estructura, conformacién y aplicacion de nanotubos de carbono
dopados con nitrogeno (CNx). (A) Sitios de sustitucion para el complejo FeNas
en laminas de grafeno (1), y CNx en coordinacién con grupos tipo piridina (2,4) y
tipo pirrol (3,5). Las orientaciones se encuentran configuradas de manera axial
(2,3) y helicoidal (4,5) (Stoyanov et al., 2009). (B) Especies de nitrégeno mas
frecuentes en CNx: tipo grafito (1), tipo piridina (2) y nitrogeno oxidado (3) (Liu et
al., 2010). (C) Voltamperometria de barrido lineal (SLV) para reacciones de
reduccion de oxigeno con CNx/GCE (1), MWCNT (2), y GCE (3) en una solucion

0.1 mol L* saturada con aire. (D) Micrografia TEM en campo claro de CNx (Xu,
Jiang, et al., 2010).

1.3.3 Renio

De todos los elementos quimicos naturales que se encuentran presentes

de manera estable en la corteza terrestre, el Ultimo en ser descubierto fue el renio.
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La concentracion de este elemento en la naturaleza es de apenas 0.4 mg ton™,
razon por la cual es considerado un metal valioso. El renio es principalmente
producido en forma de perrenato de amonio y acido perrénico como subproducto
durante la extraccion y purificacion de minerales de cobre y molibdeno. En la
actualidad, el pais de Chile es el mayor productor de sales de renio, con un 53 %
de la produccion mundial (Casas et al., 2012).

La aplicacion de particulas coloidales o nanoparticulas de metales preciosos,
particularmente oro, platino, renio, paladio, rodio, plata y sus aleaciones, tiene
gran relevancia en procesos cataliticos industriales (Mol, 1999). Los
catalizadores a base de renio son resistentes a tratamientos con fésforo, azufre,
monoxido de carbono y nitrdgeno, previniendo el envenenamiento quimico y
manteniendo su actividad catalitica (Mucalo & Bullen, 2001). El renio y algunos
de sus o6xidos son capaces de catalizar un amplio rango de reacciones de
oxidacion y, en muchas ocasiones, son soportados en materiales a base de
oxidos con mayor &rea superficial como alimina y circonia (Blom & Kollonitsch,
1962). De igual forma, la seleccion del soporte es dependiente del tipo de
catalizador de renio que sera utilizado y su aplicacion final. Algunos procesos,
incluyendo la produccién de diésel y gasolina, hidrogenacién de benceno,
sintesis de amoniaco y, recientemente, la aromatizacion de etano y metano, son
realizados por catalizadores conformados por renio (Okal et al., 2004).

Dentro de la combinacion uUnica de propiedades fisicoquimicas del renio se
encuentran: su alto punto de fusion (aproximado a 3157 °C), bajo coeficiente de

friccion y buena resistencia mecéanica, que lo han llevado a ser considerado como
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un material de 6ptimo rendimiento (Carlen & Bryskin, 1994). Estos argumentos
han permitido su uso en el desarrollo y fabricacién de dispositivos de tecnologia
avanzada en conjunto con elementos como tungsteno, niquel o platino. Su uso
se destaca en celdas de combustible de 6xido solido (SOFCs), filamentos para
espectrometros de masas, baterias de estado sélido, recubrimientos, dispositivos
electronicos y aeroespaciales (Castriota et al., 2007). Ademas, isétopos rénicos
como !%Re/'®Re han sido probados en aplicaciones biomédicas y son
candidatos para radioterapia con minima toxicidad (Conzone et al., 1998).

El renio es conocido por los multiples estados de oxidacion en que se puede
encontrar (0, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6* y 7%) y que le permiten facilidad de oOxido-
reduccion y formacién de diversos compuestos organicos e inorganicos (Figura
7). La pequenia diferencia de entalpia entre los éxidos de renio provoca cambios
de oxidacién en su superficie y hace dificil la obtencidn homogénea de un éxido
especifico (Komiyama et al., 1983). Los 6xidos binarios, didxido de renio (ReOz2),
trioxido de renio (ReOs3) y heptadxido de dirrenio (Re207), son los méas estables
aun a temperaturas de hasta 850 °C en el caso del primero y de 400 °C para el
segundo. La creacién de 6xidos con Re(lll), Re(IV), Re(V), Re(VI) y Re(VIl) es
posible, sin embargo, Re(lll) y Re(V) no son estables, como es el caso del trioxido
de dirrenio (Re203) y el pentadxido de dirrenio (Re20s). De la misma manera Re(l)
y Re(Il) no son reconocidos como Oxidos, ya que unicamente se han encontrado
en minimas cantidades en la interfase de otros 6xidos, pero han sido reportados
en complejos carbonilos o ligandos organometalicos (Shcheglov & Drobot, 2006).

ReO, ReO2y Re207 son extensamente usados como catalizadores, mientras que
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ReOs es atractivo por sus propiedades electronicas como su alta conductividad

electrénica (10* S cm™) similar a la del cobre (Cazzanelli et al., 2009).

Figura 7. Estructura y conformacion de complejos rénicos. (A)
Nanoparticulas de renio con formas de prismay bipiramide hexagonal soportadas
en NTCs (Kremlev et al., 2015). (B) Complejo de renio analogo a la ketanserina
y utilizado como antagonista del receptor 5-HT para serotonina (Dilworth &
Parrott, 1998). (C) Estructuras de referencia y geométrica de un complejo rénico
basado en una construccion con fullereno (Possamai et al., 2006).

Esta claro que el renio presenta alta afinidad con el oxigeno, inclusive en estado
metalico, donde puede coordinarse con hasta tres aniones de oxigeno (Miniussi
et al., 2012). No obstante, existen pocos estudios de la caracterizacion e
interaccién oxigeno-renio en particulas soportadas. Investigaciones previas

propusieron la posible creacion de interfaces metal/6xido metalico, con un
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incremento del estado de oxidacion de cada capa del compuesto desde el metal

hasta el 6xido mayor, muy similar al caso del hierro.

1.4 Compuestos fendlicos

La importancia de los compuestos fendlicos y sus derivados, naturales o
sintéticos, esta fundamentada en los papeles sistémicos y efectos ocasionados
por dichas reacciones. Actualmente, han sido reconocidos poco méas de ocho mil
compuestos naturales que fueron categorizados como fendlicos, la gran mayoria
de ellos son de origen vegetal y se pueden encontrar en forma de fenoles simples,
acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, taninos, estilbenos, ligninas, entre otros
(Stalikas, 2007). La estructura base de este tipo de moléculas se encuentra
conformada por un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo, siendo el
fenol uno de los compuestos basicos de este grupo. Sin embargo, el nimeroy la
posicibn de estos grupos hidroxilo afecta la reactividad y estabilidad de la
molécula. Ademas, ciertos derivados fendlicos pueden contener grupos
funcionales metilos (-CH3) y nitrosos (-NO32) (Karim & Fakhruddin, 2012).
La distribucién y funcionalidad bioldgica de los diferentes compuestos fendlicos
es amplia y esta relacionada con la proteccion y oxidacion celular, pigmentacién
en plantas y frutos, asi como la regulacion de rutas metabdlicas para la
fotosintesis y sintesis de proteinas. También, la proteccién solar en plantas
puede ser mediada por fenoles con capacidad de absorcion de radiacion UV

como los flavonoides (Stalikas, 2007).
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Algunos fenoles son considerados componentes importantes en la dieta humana
y presentan un consumo estimado de 25 mg a 1 g por dia a través de frutas,
vegetales, granos, especias, etc. (Clifford, 1999). Recientemente, estan siendo
promovidos como elementos benéficos para la salud debido a sus propiedades
biolégicas y farmacologicas que pueden generar efectos antinflamatorios,
antioxidantes, antimutagénicos y anticarcinogénicos (Tanaka et al., 1993;
Serrano et al., 1998).

Por otra parte, la necesidad de uso y produccion industrial masiva de estos
compuestos sintéticos es ocasionada por la actividad humana intensiva, con una
produccion global de 50 mil toneladas al afio (Riedel et al., 1993), incluyendo
farmacos, colorantes, antioxidantes, saborizantes, cosméticos y plaguicidas, se
ha convertido en un grave problema ecoldgico (Guo et al., 2014). La acumulacién
y reactividad de productos plaguicidas y sus desechos, principalmente
organohalogenados recalcitrantes, pueden generar efectos toxicos,
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos en humanos y animales inclusive a
bajas concentraciones. Una de las propiedades negativas mejor conocidas que
ha sido vinculada a compuestos fendlicos, es su capacidad para precipitar
proteinas, afectando el metabolismo de los lipidos y la biodisponibilidad de iones
metalicos (Bravo, 1998).

Debido a estos motivos, y considerando la importancia biologica, médica,
ambiental y toxicologica, se ha incrementado el interés en el analisis y deteccion
de compuestos fendlicos y sus derivados, los cuales tienen el potencial para

afectar la salud humana y el medio ambiente de manera significativa.
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1.5 Antecedentes

1.5.1 Nanotubos de carbono como soportes cataliticos

El desarrollo de materiales hibridos conformados por NTCs vy
nanoparticulas metéalicas ha sido empleado en un amplio rango de aplicaciones,
incluyendo la catélisis heterogénea, deteccién de sustancias de interés, celdas
de combustible, conversion y almacenamiento de energia. El primer reporte
relacionado con la sintesis y aplicacién de un material de tipo NTCs/NPs data de
1994, cuando Planeix y compairiia realizaron el depdsito de nanoparticulas de
rutenio (NPs Ru) sobre la superficie de NTCs para la hidrogenacion de
cinamaldehido, obteniendo beneficios en cuanto a la selectividad del sustrato de
hasta un 80 % comparada con soportes de alimina o carbono sometidos a las
mismas condiciones y distribuciones de NPs Ru similares, los cuales mostraron
selectividades de 20 — 30 % y 40 % respectivamente (Planeix et al., 1994).
Actualmente existe una innumerable cantidad de trabajos relacionados con este
tipo de materiales, con un incremento progresivo afo tras afio, que describen el
soporte de diferentes NPs metélicas y sus 6xidos en NTCs; entre los metales
mMAas comunes se encuentran: Au, Ag, Pt, Rh, Ru, Pd, Cu, Zn. La preparacion de
materiales basados en NTCs/NPs se puede realizar por medio de diversas
estrategias, de las cuales se destacan la reduccidon quimica, depdsito
electroquimico, dispersion de NPs sobre NTCs funcionalizados, entre otras. La
selecciéon de la metodologia de sintesis es dependiente de la naturaleza de los

materiales y la aplicacioén final de compuesto (Wu et al., 2011).
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La relacion entre la actividad catalitica y la dispersiéon de NPs sobre materiales a
base de NTCs ha sido motivo de estudio debido a los beneficios del area
superficial del soporte. Esto es evidenciado en analisis como el realizado por Qilu
Yao y colaboradores, donde compuestos a base de NTCs y nanoparticulas de
rodio (NPs Rh) fueron comparados con NPs Rh libres o soportadas en
hidroxiapatita, alimina, 6xidos de titanio y silicio, y otros, exhibiendo la mayor
frecuencia de recambio en la generacion de Hz a partir de la hidrolisis de borano
de amoniaco (NHsBH3s). Ademas, esta ganancia de actividad se vio acompafnada
de un menor requerimiento de energia para su activacion y de la estabilidad
operacional expresada en la conversion con eficiencia del 100 % y retencion del
61 % de la actividad catalitica después de cinco ciclos de uso del material (Yao
et al., 2015).

En investigaciones recientes, el encabezado por Yuanhang Cheng demostro el
aporte sinérgico del dopaje de NTCs, asi como de la incorporacion de
nanoparticulas de plata (NPs Ag) para facilitar las reacciones RROs en un medio
alcalino (Figura 8). Los soportes sintetizados estuvieron conformados por
nanotubos de carbono de pared mdultiple dopados con boro (B-MWCNT) con
cargas de 20, 30 y hasta 50 % de NPs Ag. Ag/B-MWCNT revel6 que la carga
minima de NPs Ag en el material contribuye a una mayor actividad masica,
generando -1544.13 mA cm™ mg?, mientras que la carga maxima disminuyd
dicha actividad hasta -786.4 mA cm? mg™. Los resultados fueron atribuidos a la
distribucion de NPs Ag sobre la superficie de los nanotubos y su agregacion al

aumentar la carga metalica (Cheng et al., 2015).
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Figura 8. Morfologia y propiedades electrocataliticas del compuesto Ag/B-
MWCNT. A la izquierda, ilustracion esquemaética de la conformacion de Ag/B-
MWCNT, catalisis de RROs y su relacién en términos de densidad de corriente-
potencial. En la parte superior derecha se muestra la morfologia y aglomeracion
de NPs Ag en 20%Ag/B-MWCNTs (a), 30%Ag/B-MWCNTs (b), y 50%Ag/B-
MWCNTs (c). En la parte inferior derecha se encuentran los resultados
electroquimicos de los diferentes catalizadores durante mediciones de
voltamperometria de barrido lineal (Cheng et al., 2015).

Sin duda alguna, la actividad y estabilidad de los materiales hibridos NTCs/NPs
han sido caracteristicas primordiales para su aplicacion en multiples condiciones.
A este listado también se podria afiadir la capacidad de separacion o direccién
gue pueden adquirir NTCs por medio de la aplicacion de campos magnéticos. Tal
es el caso del proyecto presentado por Pérez-Lépez y Merkogi, donde se
aprovecha el soporte de nanoparticulas magnéticas (MNP) junto con NTCs y la
enzima tirosinasa (Tyr) para la activacién del compuesto MNP/NTC/Tyr en la
catdlisis y deteccién electroquimica de catecol. Una de las principales ventajas
de este material es la facil separacion de los productos de reaccién para su uso

simultaneo (Pérez-Ldpez & Merkogi, 2011).
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1.5.2 Sintesis de nanoparticulas de renio (NPs Re)

El interés en la sintesis controlada de compuestos rénicos, especialmente
sus oxidos, se ha elevado desde hace varias décadas, aunque, en general
existen muy pocos reportes de la preparacion de nanoparticulas de los elementos
de transicion del grupo VII (Mn, Tc y Re). Los diferentes oxidos de renio son
candidatos potenciales para reacciones cataliticas de alta remuneracion
econdémica, asi como para el desarrollo de dispositivos electréonicos de gran
calidad. Por tales motivos, se han probado distintos métodos de sintesis con el
fin de adquirir particulas de renio, de entre los cuales destacan: la reduccién
guimica, impregnaciéon por calcinacion bajo atmosfera de hidrégeno, radiacion,
descomposicion térmica, reduccion asistida por alcoholes, electrodepdsito, entre
otros (Ayvall et al., 2014). Sin embargo, muchos de esos reportes presentan
inconvenientes, principalmente en la dificultad de los procesos de sintesis,
estabilidad y dispersion de las particulas, o falta de informacién de los estados
de oxidacion resultantes.

En el 2001, Mucalo y Bullen reportaron la reduccion quimica del precursor
hexaclorrenato de potasio (KzReCls) con hidracina en un medio acuoso. Las
particulas obtenidas mostraron un tamafio dominante alrededor de 316 nm y
fueron estabilizadas con goma arabiga. No obstante, la estabilidad de las
particulas se vio afectada por la acelerada oxidacion del metal a su estado
Re(VIl), conformado principalmente por iones perrenato (ReOs) (Mucalo &
Bullen, 2001). Uno de los principales trabajos en que se encuentra basado el

presente proyecto es el publicado por Bedia y colaboradores, cuya investigacion
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describe la sintesis de NPs Re por el método de emulsiones coloidales en medio
acuoso. En dicho analisis se utilizd borohidruro de sodio (NaBH4) como agente
reductor, polivinilpirrolidona (PVP) como agente protector y dos precursores de
renio diferentes, perrenato de amonio (NH4ReO4) y K2ReCls, que no mostraron
diferencia significativa entre ellos. Este trabajo también comprueba los efectos en
la sintesis ocasionados por los siguientes factores: temperatura de reaccion,
cantidad de agente estabilizante, tiempo de adicién de NaBH4 y el uso de gases
como hidrégeno y nitrogeno. Finalmente, una vez estandarizado el proceso, se
logré una baja distribucion del tamafio en las particulas de entre 0.7 — 1.4 nm
(Bedia et al., 2015).

La sintesis de nanoparticulas de ReOs con diametros entre 8.5 — 32.5 nm se
realiz6 por medio de la descomposicion del complejo Re207-dioxano bajo
condiciones solvotermales a 200 °C en tolueno (Biswas & Rao, 2006). El estudio
hecho por Ayvali y compafiia reporto la sintesis de NPs Re ““ultra pequefias™ de
1.0 — 1.2 nm de didmetro a través de la reduccion del complejo tetrapropil de
dirrenio (Re2(CsHs)4) bajo condiciones moderadas con un flujo de hidrégeno a 3
bary 120 °C (Figura 9). Estas nanoparticulas fueron estabilizadas con el polimero
PVP o el ligando hexadecilamina (HDA) mostrando un alto grado de distribucion
para ambos casos (Ayvali et al., 2014).

Para inhibir la oxidacion de NPs Re por oxigeno atmosférico durante su
preparacion, se han empleado procedimientos generalmente basados en el uso
de medios no acuosos durante el proceso de sintesis. Algunos estudios con

medios libres de agua para la sintesis de NPs Re, como el reportado por Zinn,
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han sido patentados exitosamente. Zinn menciona el uso de un medio organico
donde se disuelve cloruro de renio (V) como precursor, utilizando n-dodecilamina
como estabilizante. EI método se fundamenta en la reduccion quimica por NaBHa
en la cual se obtienen particulas con un amplio rango de tamafo (4 — 100 nm)
(Zinn, 2010). Mientras tanto, Chong y Fan quienes han trabajado ampliamente
con este tipo de nanoparticulas, mostraron la produccién y dispersion efectiva de
nanocubos de ReOs por reduccion de una solucion de Re2O7/metanol a 250 °C

(Chong & Fan, 2013).
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Figura 9. Sintesis por descomposicion térmica y efecto de agentes
estabilizantes para NPs Re. Proceso de sintesis de NPs Re a partir del complejo
organometalico tetrapropil de dirrenio (Rez2(CsHs)4) y su interaccion con los

agentes estabilizantes polivinilpirrolidona (PVP) y hexadecilamina (HDA) (Ayvali
et al., 2014).

El uso exitoso de tacticas basadas en radiacion para la preparacién de NPs Re
también ha sido demostrado. De nuevo, Chong y colaboradores lograron obtener
particulas uniformes de aproximadamente 40 nm de diametro partiendo de la

exposicion de precursores rénicos, NHsReOs o0 dirreniodecacarbonilo
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(Re2(CO)10), a un pulso laser usando acido 3-mercaptopropionico (MPA) como
agente estabilizante (Chong et al., 2012). Por su parte, Rojas y Castano
realizaron un proceso de reduccion radiolitica sobre nanoparticulas de ReOu,
obteniendo 6xido de renio de conformacion RexOy con promedio de tamafio entre
10 — 55 nm por irradiacion gamma de una mezcla de perrenato sodico en agua-

isopropanol en dosis de 10 a 40 kGy (Figura 10) (Rojas & Castano, 2014).
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Figura 10. Efecto de la radiacion y concentracion de precursor durante la
sintesis de NPs Re. En la parte superior izquierda se tiene una imagen por
micrografia TEM en campo claro de NPs Re después de la sintesis por irradiacion
gamma a 40 kGy de una solucién de perrenato de sodio (NaReQO4) a 3 mmol L.
Del lado superior derecho se observa la grafica de correlacion entre la dosis de
radiacion aplicada (10 — 40 kGy) a diferentes concentraciones de sustrato (1, 3y
5 mmol L) y el tamafio de las nanoparticulas RexOy obtenidas. En la parte inferior
se tiene las mediciones del tamafio de particulas con sus respectivas
desviaciones estandar (Rojas & Castano, 2014).



31

Muchos estudios han explorado la modificacion en la morfologia y
microestructura de NPs Re a través del electrodepdsito controlado por el
potencial eléctrico, pH, o la composicion de la solucion de reaccién. Se han
propuesto diferentes mecanismos para explicar estos fenémenos y la
optimizaciéon de sus condiciones ha logrado la reduccion de ReOs a renio
metalico. Un ejemplo de esto es el caso de Hahn y su equipo, quienes realizaron
el electrodeposito catodico de ReOs4 a Re203 y ReOs que posteriormente se
terminarian de reducir a potenciales de -0.3 y -0.7 V para formar ReO2 y Re°

(Hahn et al., 2007).

1.5.3 Inmovilizacion de lacasa

Como se mencion6 anteriormente, la seleccion del soporte y el método de
inmovilizacion de las biomoléculas, suelen ser puntos criticos durante la
formacion de nuevos bionanomateriales con aplicacion directa en la industria,
limitados principalmente por la modificacion de la estabilidad operacional o altos
costos de produccion. Una inmovilizacion inapropiada podria resultar en
alteraciones conformacionales de la enzima, cambios en la heterogeneidad sobre
el soporte o pérdida de la actividad (Arroyo, 1998). Distintas proteinas se han
inmovilizado sobre materiales a base de carbono, incluyendo carbon
mesoporoso, nanotubos de carbono y grafeno, preferentemente por métodos de
absorcion o enlace covalente. Estos materiales son seleccionados por su alta

area superficial, biocompatibilidad y/o capacidad de permitir la transferencia
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electronica a bajos potenciales eléctricos entre el sistema rédox de la biomolécula
activa y la estructura del soporte (Davis et al., 2003).

Lacasa ha sido inmovilizada previamente por diversos métodos fundamentados
en interacciones fisicas o quimicas, principalmente en materiales compuestos por
carbono, vidrio, oro, plata, grafito y silicio. De entre los métodos de acoplamiento
fisico, basados en interacciones idnicas y fuerzas de atraccion débiles, estan
incluidos: atrapamiento, encapsulacion y absorcion, donde por lo general se
utilizan matrices poliméricas o materiales porosos. Comunmente, estos métodos
no ocasionan una alteracion en la estructura proteica, pero suelen presentar
limitaciones en la transferencia de masa. Mientras que la inmovilizacion quimica
puede suceder por adsorcion, enlaces covalentes o entrecruzamiento, siendo los
primeros los que suelen otorgar un alto potencial comercial (Fernandez-
Fernandez et al., 2013; Sheldon, 2007). Las principales ventajas de la
inmovilizacién de la enzima se han representado en el incremento de la
estabilidad térmica y su resistencia a condiciones extremas o0 agentes quimicos.
Ademas, lacasa inmovilizada puede ser facilmente separada de los productos de
reaccion para ser empleada en procesos de ciclos multiples.

La inmovilizacion de lacasa sobre NTCs se realiza principalmente por métodos
de adsorcion y enlace covalente con ayuda de entrecruzadores o activadores de
grupos funcionales, donde los grupos quimicos en el soporte son activados para
reaccionar con grupos nucleofilicos de la proteina. Muchas proteinas se enlazan

covalentemente utilizando la interaccion de grupos amino primarios (-NHz),
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pertenecientes a residuos de lisina que se encuentran sobre su superficie, debido

a su alta reactividad (Brady & Jordaan, 2009).

A) Enlace amino

ing‘ Qo Pr-AQZ
O@g: ,

Ny oy 4
® N ﬁj MWCNTs .
NHS + EDC v \~, o W P O
o D %
0,

o

oH
o=
\

B) Enlace imino & ) ==

i Ve, Lacasa

o
PN Ho—Mho N
@ J D

L OO
DARAAR L 0999
P MWCNT/Pyr-AQ,
| H,0

Figura 11. Técnicas de inmovilizacion de lacasa sobre NTCs. A la izquierda
se representan los métodos de inmovilizacion por formacion y activacion de
enlaces: tipo amino, haciendo uso de activadores como N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida clorhidrato (EDAC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) (A); imino,
generados a partir de grupos aldehidos (B); e interacciones Ttr-11, por
solapamiento de compuestos pirénicos como acido 1-pirenohexanoico (PHA) (C)
(Jia et al., 2012). A la derecha, esquema de las interacciones T-T1 entre
antraquinona y MWCNT para la inmovilizacibn de lacasa por interacciones
hidrofébicas (Bourourou et al., 2013).

También, se puede realizar la adsorcién de enzimas a través de la formacion de
peliculas delgadas sobre las proteinas soportadas para asegurar su
atrapamiento. Xu y colaboradores lograron la preparacién del compuesto hibrido

Cu-OMC/Lac/CS generando un recubrimiento de quitosano (CS) sobre lacasa
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adsorbida en un soporte basado en carb6n mesoporoso (OMC). El resultado
concluyo en la obtencion de un material capaz de realizar la deteccidn de catecol
a concentraciones de hasta 0.67 umol L, con desviacién estandar de 2.01 %
entre las mediciones realizadas durante 15 dias, y un decremento de la corriente
de respuesta del 1 % (Xu, Guo, et al., 2010). En el 2015, Tavares y su equipo
realizaron la adsorcion de lacasa en NTCs no modificados, demostrando un
incremento en la actividad para la catalisis de acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzo-
tiazolin-6-sulfénico (ABTS) a 50 °C comparada con la enzima libre. Ademas, la
actividad del compuesto Lac/NTC se mantuvo constante durante los primeros 34
dias con 67 % del valor inicial (Tavares et al., 2015).

M. Bourourou y compafia reportaron una estrategia sencilla para la
inmovilizacién no covalente y orientada de lacasa de Trametes versicolor sobre
NTCs no modificados, con el uso del derivado pirénico 1-[bis(2-
antraquinona)aminometil]pireno, [pyr-(AQ)z] (Figura 11). La adicion de pyr-(AQ):
cuadriplicé el rendimiento de la densidad de corriente obtenida en la reduccién
electrénica directa de oxigeno, con un valor de 0.9 mA cm2. Bourourou explica
que las interacciones hidrofébicas supramoleculares pireno-MWCNT vy
antraquinona-lacasa son las responsables de mejorar la transferencia electronica
entre el nanocompuesto y el sitio T1 de la lacasa (Bourourou et al., 2013).

De igual forma, existen trabajos en los cuales se realiza la comparacion de
diferentes métodos de inmovilizacion de enzimas para comprobar su vialidad en
alguna aplicacion de interés. Tal es el caso del escrito presentado por Jia y

colaboradores, quienes probaron la inmovilizacion de lacasa de Trametes hirsuta
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utilizando tres procesos diferentes. Las técnicas empleadas estuvieron
fundamentadas en: la activaciéon de grupos amino en la superficie del soporte
para la posterior esterificacion con grupos carboxilicos presentes en residuos
asparticos y glutdmicos de lacasa (A), la creacion de grupos imino (RR’C=NR”)
aprovechando los grupos aldehido generados en los residuos glicosilados (B), y
la funcionalizacidn del soporte con acido 1-pirenohexanoico (PHA) adsorbido por
interacciones T-1 para la modificacion de la hidrofobicidad del material (C)
(Figura 11). Los biocatodos desarrollados reflejaron las propiedades y
desventajas de cada estrategia de inmovilizacion, siendo A y C materiales mas
robustos y resistentes, pero carentes del control de la orientacion dirigida de la
enzima. Mientras que B mostré buena actividad catalitica con una participacion
de la transferencia de electrones directa del 100 %, sin embargo, la actividad

operacional del electrodo fue afectada considerablemente (Jia et al., 2012).

1.5.4 Nanotubos de carbono como soporte de NPs Re

Diferentes tipos de metales pueden afectar de manera Unica la estructura
electrénica en la superficie de NTCs, por lo cual es necesario investigar su efecto
en reacciones electroquimicas. La existencia de trabajos relacionados con la
interaccion de NPs Re y NTCs es escasa, y hasta el momento solo se ha tratado
de procesos de sintesis sin alguna aplicacion concreta del material. Costa y
colaboradores demostraron la encapsulacion exitosa de clusteres RexOy en

SWCNT vy su reduccion in tubulo partiendo de la mezcla en polvo de SWCNT y
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el 6xido volatil Re207 (Figura 12). La reduccion se llevo a cabo bajo un tratamiento
térmico a 200 °C con un flujo de hidrégeno de 40 ml min?. Los resultados
mostraron particulas con tamafio minimo de 0.26 nm y maximo de 2.56 nm dentro
de los nanotubos de carbono (Costa et al., 2005).

Dobrzanska-Danikiewicz y su grupo de investigacion lograron la sintesis del
nanocompuesto MWCNTs-Re por medio del depdsito uniforme de NPs Re sobre
las paredes oxidadas de NTCs con un rango de 10 — 20 nm de diametro. La
metodologia se basé en la reduccion térmica a alta temperatura (800 °C) de
precursores de renio en atmésfera de hidrégeno. Otros trabajos de este mismo
equipo se enfocan en la modificacidon, analisis y optimizacion de las variables en
el proceso de sintesis y, algunos mas, en la comparacién morfolégica con
catalizadores similares, como es el caso de MWCNT-Pt. Sin embargo, los
estudios carecen de informacion acerca del estado de oxidacién del Re y de
ensayos para evaluar las propiedades fisico y electroquimicas del material para
una aplicacién especifica, las cuales quedan solamente como perspectivas
(Dobrzanska-Danikiewicz, Wolany, et al., 2014; Dobrzanska-Danikiewicz,
tukowiec, et al., 2014).

En 2015, Kremlev y coautores desarrollaron la obtencion del material MWCNT/Re
inducida por depdsito quimico de vapor (CVD) del compuesto Re2(CO)1o, cuyo
propésito principal se enfoco en el analisis de las propiedades del nuevo material.
Una de las modificaciones mas importantes realizadas en este trabajo fue la
variacion de la masa inicial del precursor, divergiendo en una relacionde 1: 1 —

1:6 [MWCNT : Re2(CO)i0]. Los resultados demostraron la formacion exitosa de
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clusteres y nanoparticulas en forma de bipiramides y prismas hexagonales en las
paredes de MWCNT. También, se encontré una relacion entre el tamafio de las
nanoparticulas y la cantidad masica de sus precursores, observandose
estructuras mas largas a mayores cantidades de Re2(CO)10. NPs Re de 120 nm

se formaron a relaciones de 1 : 6, mientras que en la relacion 1 : 1 se sintetizaron

particulas de 30 nm (Kremlev et al., 2015).
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Figura 12. Encapsulacion de renio en nanotubos de pared sencilla (SWCNT)
a partir de 6xido de renio. Imagen TEM de cluster de renio metalico en SWCNT
con 1.5 nm de didmetro, en la parte superior izquierda se muestra un
acercamiento claro de la estructura del clister (a). Imagen de la simulacion del
compuesto a partir del modelo en c (b). Modelo de la encapsulacion de renio en
SWCNT con corte transversal (c) y vista desde arriba (d) (Costa et al., 2005).

1.5.5 Anadlisis y deteccién de compuestos

Los métodos clasicos que se encuentran disponibles para la deteccion de
fenoles son: cromatografia liquida (LC), cromatografia de gases (GC),
electroforesis de capilaridad, ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA), y algunas técnicas electroanaliticas como polarografia vy

voltamperometria ciclica. Las mediciones realizadas por este tipo de técnicas
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suelen ser muy precisas, dando buenos resultados a relativamente bajas
concentraciones del compuesto de interés. Sin embargo, los equipos son dificiles
de transportar y regularmente se requiere de una laboriosa preparacion de la
muestra, lo que provoca la necesidad de cuidados especiales durante su manejo
(Tabla Il). Ademas, suelen tener resultados ambiguos cuando se trata de

muestras con multiples componentes (Karim & Fakhruddin, 2012).

Tabla Il. Estrategias empleadas para la determinacién convencional de
acidos fendlicos y flavonoides en fluidos bioldgicos, plantas, bebidas y
alimentos (Stalikas, 2007).

e Filtracion e Dispersion e Cromatografia e Cromatografia
e Centrifugacién sonica de columna liquida
e Secado al aire e Microondas e Cromatografia e Cromatografia de
e Secado en frio e Liquido-Liquido en gases
e Solido-Liquido contracorriente e Espectrometria de
e Fluido e Matriz de masas
supercritico dispersién de e Espectrofotometria
e Matriz de fase sdlida uv
dispersion de e Extraccion de e Resonancia
fase solida fase solida magnética nuclear
¢ Microextraccién ¢ Fluorescencia

de fase sdlida

A pesar de que técnicas como la cromatografia liquida de alta precisiéon (HPLC)
y cromatografia de gases, inclusive acompafiados de un espectrémetro de masas
(MS), proporcionan resultados satisfactorios, la aplicacion de biosensores en el
analisis de compuestos fendlicos representa una alternativa con diversas

ventajas. Por tal razon, y tomando en cuenta la necesidad de dispositivos
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practicos y confiables para la deteccion de compuestos de interés, se justifica el
desarrollo y aplicacion de métodos cuantitativos como los biosensores. Entre
algunas de las principales sustancias que han podido ser analizadas de manera
in situ por medio del uso de biosensores, se encuentran: metales pesados,
bifenilos policlorados, organofosforados, fenoles, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y algunos plaguicidas (Castro-Ortiz et al., 2007). Por otro lado,
sensores basados en NTCs lograron la deteccién de una gran variedad de
moléculas bioldégicas como nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), acido
arico, homocisteina, &cido ascoérbico, dopamina, glucosa, &cido
desoxirribonucleico (ADN), ademas de algunos compuestos sintéticos entre los
cuales se encuentran el Oxido nitrico, peréxido de hidrégeno, trinitrotolueno

(TNT), y otros (Xu, Jiang, et al., 2010).

1.5.5.1 Deteccion de compuestos fendlicos (Catecol)

Diversos tipos de sensores han sido desarrollados a través de nano y
biotecnologia, confiando en las propiedades de nuevos materiales a escala
nanomeétrica y la actividad especifica de elementos de reconocimiento bioldgico.
El modelo de los materiales o compuestos que pueden servir como soportes para
la inmovilizacién de algun elemento bioldgico es muy amplio, y su disefio suele
estar basado en las propiedades de dicho elemento y en las condiciones de
aplicacion a las cuales sera sometido el dispositivo.

El uso de catecol como sustrato para el analisis de compuestos fendlicos es una

estrategia frecuentemente utilizada, la cual se fundamenta en la estructura
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sencilla de la molécula que esta conformada solamente por un anillo aromatico y
dos grupos hidroxilo, ademas, su facil manejo en la practica lo vuelve una buena
opcion para ensayos electro-bioquimicos. Sin embargo, otros compuestos
similares como catequinas, hidroquinonas, dopamina y acido ascorbico son

también empleados en este tipo de estudios.

1.5.5.1.1 Sensores a base de carbono

Las caracteristicas electronicas de materiales a base de carbono, en sus
diferentes formas alotrépicas, son O&ptimas para el disefio de sensores
electroquimicos usados en la deteccion de multiples compuestos. Estos
instrumentos aprovechan la transferencia electronica en las reacciones tipo
rédox, por lo cual suelen ser acompafiados de enzimas oxidorreductasas y/o
nanoparticulas metélicas que promuevan su accion electrocatalitica.
Las modificaciones que se pueden realizar para mejorar las propiedades
electrénicas de estructuras de carbono son varias, y van desde la adicion de
elementos como el nitrégeno y el boro a la conformacion grafitica, hasta el
depdésito de nanoparticulas metdlicas y sus oOxidos. Aunque, por si solos,
compuestos como grafito y NTCs presentan actividad electroquimica frente a
ciertos fenoles (Xu et al., 2004; Portaccio et al., 2010; Guo et al., 2014).
Materiales hechos de NTCs son excelentes soportes para particulas biologicas o
metalicas, y su capacidad de deteccion es dependiente de la sinergia de los
componentes. La complejidad del compuesto puede incluir polimeros, enzimas,

nanoparticulas metalicas, entrecruzadores, y demas (Pérez-Lopez & Merkogi,
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2011), manteniendo niveles de deteccién del orden de umol L1 0 menores (Tabla
[ll). Algunos de los fundamentos mas importantes para este trabajo, estan
relacionados con el uso de 6xidos metalicos como TiO2, CuO y ZnO en soportes
a base de NTCs, lo cual es una prueba de la aportacion electronica que puede
llegar a tener este tipo de nanoestructuras (Xu, Guo, et al., 2010; Jiang et al.,
2014). Para el caso del compuesto MWCNT- TiO2-Tyr, su capacidad de deteccion
de catecol se encuentra por encima de muchos otros sensores, con un nivel de

9.5 x 108 ymol L* (Lee et al., 2007).

Tabla lll. Sensores a base carbono para la deteccidn de catecol.

In-ZnO/PI-CNT N/A Electroquimico 3.9 x 107 (J'a;glit) el
) oo 7 (Guo et al.,
N-OMC Lacasa Electroquimico 3.1 x 10 2014)
MWCNT-TiO2  Tirosinasa Electroquimico 9.5x 108 (L%%g‘;)a b
NFs . " (Fu et al.,
carbono/cobre Lacasa Electroquimico  1.18 10 2014)
Pasta grafito- N . 7 (Portaccio et
. Tirosinasa Electroquimico 1.5x 10 al., 2010)
AU/CNF/NPsAu N/A Electroquimico 3.6 x 10”7 (Hg%ﬂ)al.,
I 5 (Xu et al.,
MWCNT N/A Electroquimico 1x10 2004)
i - 7 (Xu, Guo, et
Cu-OMC/CS Lacasa Electroquimico 6.7 x 10 al., 2010)
SPE/MNP/Tyr/ N i o (Pérez-Lopez &
MWCNT Tirosinasa Electroquimico 7.61 x 10 Merkoci, 2011)
MWCNT/CS Lacasa Electroquimico 6.6 x 106 (Luetal,

2006)
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1.5.5.1.2 Otros materiales

Una de las alternativas para la inmovilizacién fisica de biomoléculas es la
aplicacion de polimeros organicos, debido a que pueden generar una red de
mallas donde se encuentra atrapado el elemento biolégico, permitiendo la
difusidn y catalisis de la molécula de interés a través del material. Generalmente,
la capacidad de deteccion electroquimica de estos biosensores se encuentra en
niveles de uymol L (Tembe et al.,, 2007; Chen et al., 2013), no obstante, su
combinacion con nanoparticulas de naturaleza metélica puede potenciar su nivel
de deteccion (Kochana et al.,, 2008), proporcionando a la vez propiedades
eléctricas 0 magnéticas que pueden ser de utilidad para la aplicacion final (Figura

13) (Chandra et al., 2013).

Respuesta amperométrica a Fe O @PANI/GCE
2.4x10™ P P ot

la concentracién de catecol 5 -~

2.0x10™ -
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Figura 13. Electrocatalisis ultrasensible de catecol por nanohibrido de
oxido de hierro-polianilina (FesOs@PANI). A la derecha se observa una
imagen en campo claro tomada por TEM del material FesOs@PANI y la
representacion de la oxidacion de catecol a ortoquinona. A la derecha se tienen
las sefiales de respuesta electroquimica por voltamperometria ciclica de GCE,
GCE/Fe304, GCE/PANI, y GCE/Fe304@PANI obtenidas en una solucion de
catecol 1 ymol L* con la curva de calibracién a diferentes volimenes de catecol
(Chandra et al., 2013).
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Los sensores a base polimeros no se encuentran limitados a técnicas
electroquimicas, y pueden ser empleados en forma de peliculas delgadas junto
a transductores opticos. A pesar de la sencillez del sistema espectrométrico
comparado con otro tipo de transductores, los limites de deteccion alcanzados
por estos materiales alin estan en 6rdenes de magnitud por debajo de mmol L

(Abdullah et al., 2007; Dykstra et al., 2009).

Tabla IV. Sensores empleados para la deteccion de catecol.

Ngsp'::,f,?“ N/A Electroquimico 2 x 1020 (iraggrlas )et
AU/GA P. putida  Electroquimico 5.0 x 10”7 (Ti";lé[)g; al.,
Quitosano N/A Optico 2 x 104 (;)./’kggggit
Quitosano Lacasa Optico 3.3x10* (g?f’j%%@)et
Polianilina Zi:gzggl Electroquimico 1 x 10 (Chgglest) al.,
Gel de titanio Tli_sa(;?r?:s/a Electroquimico 1.3 x 107 %?,?g%%%et
A9 ar%?g? OMa " Tirosinasa  Electroquimico 6 x 10 (;ﬁrgggf)t
Pt/GA Lacasa Electroquimico 9.5x 10 851%?{;%54)

NRs Cu2S Hemoglobina Electroquimico 5 x 107 (Xgoeltzz)il.,

De manera simultanea, también ha sido posible emplear la inmovilizacion directa
de elementos biolégicos sobre electrodos fabricados con metales nobles (Quan
& Shin, 2004) y el soporte de elementos no proteicos, como moléculas activas o

células completas (Timur et al., 2003), para el analisis de compuestos como
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catecol. Ambas estrategias presentan retos en cuanto a la estabilidad
operacional, y su metodologia de inmovilizacién es poco convencional, pero los
resultados demostraron ser suficientemente satisfactorios para continuar con su

desarrollo (Tabla 1V).
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1.6 Justificacion

Actualmente existen diversos métodos convencionales para la deteccion
de derivados fendlicos. Sin embargo, los biosensores disefiados con esta
finalidad han demostrado ser dispositivos capaces de realizar un analisis rapido
y con alta sensibilidad de deteccién. Por lo tanto, se propone la inmovilizacion de
lacasa de Coriolopsis gallica en nanotubos de carbono modificados para la
formacion de nanobiocompuestos hibridos y su aplicacion en la deteccion

electroquimica de compuestos fendlicos.

1.7 Hipotesis

El depdsito de nanoparticulas metalicas y la inmovilizacion de lacasa de
Coriolopsis gallica sobre nanotubos de carbono modificados generaran
materiales nanoestructurados con facultades para promover la transferencia de
electrones a partir de la electrocatalisis de derivados fendlicos, disminuyendo la

pérdida de corriente y, por ende, mejorando el nivel de deteccidn.
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1.8 Objetivos

1.8.1 General

Sintetizar y caracterizar los materiales basados en nanotubos de carbono,
nanoparticulas metalicas y lacasa de Coriolopsis gallica para la deteccién

electroquimica de compuestos fendlicos.

1.8.2 Particulares

» Sintetizar nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT) y nanotubos
de carbono de pared multiple dopados con nitrégeno (CNx) por medio de
la técnica de espray pirdlisis.

» Depositar nanoparticulas metélicas sobre los nanotubos de carbono
usando el método de emulsiones coloidales.

* Inmovilizar lacasa de Coriolopsis gallica en los nanomateriales obtenidos.

+ Caracterizar fisica y electroquimicamente los nanobiocompuestos
hibridos.

» Determinar y cuantificar los limites de deteccion del biosensor.

* Medir larepetitividad y reproducibilidad de las mediciones electroquimicas.

+ Determinar la estabilidad y tiempo de vida util del biosensor.
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METODOLOGIA

2.1 Reactivos

Tolueno, CsHsCHs (99.9 %), ferroceno, (CsHs)2Fe (98 %), bencilamina,
CeHsCH2NH2 (99 %), hexaclororrenato de potasio, K2ReCls (99.9 %), borohidruro
de sodio, NaBH4 (99 %), catecol, CeéHsO2 (99 %), etanol, C2HsO (99.5 %), N-
hidroxisuccinimida, C4HsNOs3 (98 %), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
clorhidrato, CsHi7N3*HCI (99 %), acido 4-morfolino etanosulfonico,
CesH13NO4S*H20 (99.5 %), y solucion de nafion® 117 fueron adquiridos con
Sigma Aldrich; albimina de suero bovino liofilizada, 1.41 mg ml?, y solucién
Bradford, concentrado de colorante reactivo, se consiguieron con BIO-RAD
Laboratories; fosfato de potasio monobasico, KH2PO4 (99.4 %), fosfato de potasio
dibasico, K2HPO4 (99.6 %), y acetonitrilo, CH3CN (99.98 %), fueron comprados
con Fermont-Productos Quimicos Monterrey S. A. de C. V.; &cido nitrico, HNOs
(70 %), se consiguié con Faga Lab; y lacasa de Coriolopsis gallica, 7.78 mg ml2,
fue proporcionada por CNyN-UNAM. Todos los reactivos fueron usados sin
ninguna purificacion adicional. Los experimentos se realizaron con agua
desionizada, con una resistencia especifica de 18.2 MQ cm (25 °C), la cual fue

obtenida con un sistema de purificacion de agua Direct-Q 5 UV.
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2.2 Sintesis de nanotubos de carbono

La sintesis de nanotubos de carbono de pared multiple, denominados a
partir de esta seccion simplemente como MWCNT, y nanotubos de carbono de
pared multiple dopados con nitrogeno (CNx) se realizo por medio de la técnica de
depdsito quimico de vapor asistida por aerosol (AA-CVD), o espray pirdlisis
(Alonso-Nunez et al., 2006). Para la produccion de MWCNT se requirio de una
mezcla compuesta por tolueno/ferroceno, mientras que, en el caso de CNx se
necesitd una solucion de bencilamina/ferroceno. El crecimiento de los nanotubos
de carbono se llevo a cabo directamente en un tubo de cuarzo, sin la aplicacion
de un substrato. En ambos casos se utilizé una relacién de 2.5 % en peso
(CsHs)z2Fe : CeHsCHs 0 CeHsCH2NH?2). El hierro presente en el ferroceno funcioné
como ““semilla” y andamio para la elongacion del nanotubo y, por su parte, el
tolueno y la bencilamina fungieron como fuentes de carbono y carbono/nitrégeno
respectivamente.
El sistema empleado para la sintesis es representado en la Figura 14, y se
encuentra compuesto por un horno de tubo eléctrico Thermo Scientific
TF55030A-1, purgado previamente con un flujo de argén de 0.1 — 0.2 L min?
mientras se calentaba a 20 °C min. La reaccion se realizdé a 925 °C con un flujo
de argén de 4 — 5 L mint durante 15 minutos. Una vez terminada la reaccién el
flujo de argon fue retirado y se dejo enfriar el sistema para la extraccion del

material.
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Figura 14. Esquema del sistema para la sintesis de NTCs por medio de
depdsito quimico de vapor asistido por aerosol (AA-CVD) (Bonilla-Miranda,
2015).

2.3 Funcionalizacion y purificacion de NTCs

Nanotubos de carbono oxidados, o-NTC y 0-CNx, fueron preparados
usando acido nitrico como agente oxidante. Inicialmente, se realiz6 una mezcla
de 0.5 g de NTCs por cada mililitro de &cido nitrico y se dispersaron en un
sonicador Fisher Scientific FS20 durante 1 h. La solucion fue colocada en un
sistema de reflujo a 120 °C en agitacion vigorosa durante 4 h, usando glicerol
como medio de calentamiento. El material fue filtrado y lavado con agua
desionizada en un sistema de vacio con una membrana de nitrocelulosa Millipore
con diametro de poro de 0.22 micras, y se termind de secar en un horno a 40 °C

durante 24 h.
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2.4 Reduccion in situ de NPs Re sobre NTCs

Las NPs Re fueron depositadas directamente sobre la superficie de NTCs
modificando el método de emulsiones coloidales realizado por Bedia y su equipo
(Bedia et al., 2015). Primero, se dispersaron NTCs en agua desionizada v,
después de 1 h, fueron agregados 10 ml de una solucién de KzReCls 30 % molar
(Re : C) alamezclay se disperso durante 1 h mas. Simultaneamente, se preparé
una solucién de NaBHa4 con una relacion molar 10 : 1 (NaBH4 : Re) en 10 ml de
agua desionizada fria (4 °C) y fue agregada lentamente a la mezcla mientras se
mantenia en agitacion constante. La reaccion se dejé durante 4 h a temperatura

ambiente y el material fue filtrado y lavado por el método descrito anteriormente.

2.5 Técnicas de caracterizacion fisicoquimica y morfolégica

Un microscopio electronico JEOL JEM-2100F, equipado con un detector
de energia dispersiva de rayos X (EDS), fue utilizado para conocer el tamafio y
morfologia de las muestras por microscopia electronica de transmision de barrido
(STEM). Los materiales se prepararon por dispersidon en 2-propanol y se
depositaron sobre rejillas de cobre. Para obtener imagenes por microscopia
electronica de barrido (SEM) se requirid de un microscopio electronico JEOL
JSM-5300. Un analisis termogravimétrico (TGA) se llevé a cabo por degradacién
térmica en atmdésfera oxidante de las muestras desde temperatura ambiente (18
— 26 °C) hasta 800 °C con una velocidad de calentamiento de 4 °C mint bajo un

flujo de 100 ml min't de aire usando un equipo TA SDTQ600. Los datos fueron
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analizados con el software Origin Pro 8. Las mediciones de espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS) fueron obtenidas con un analizador electronico
hemisférico SPECS-PHOIBOS-150 WAL y una fuente p-FOCUS 500 X-Ray. Los
resultados se trataron con el software Ltd Casa XPS, donde fueron sustraidas las
bases de los espectros de C 1s, N 1s y Re 4f7. utilizando el método no lineal de
Shirley. Todos los espectros se ajustaron a una energia de enlace de 284.3 eV
para C 1s, la cual representa la estructura grafitica C - C en nanotubos de
carbono. La deconvolucion de los picos se realizé por medio de un ajuste con
una funcion de circunvolucién Gaussiana — Lorentziana (70 % — 30 %) y el ancho
completo de los picos a media altura (fwhm) se establecié en 1.6, 1.7 y 1.9 para
C 1s, N 1s y Re 4f72 respectivamente. Para los dobletes de renio en las sefiales,
Re 4f72: Re 4fs2, se tomaron en consideracion la relacion de area 1: 0.75 y una
separacion de los picos de 2.43 eV segun lo indicado en el manual (Moulder et

al., 1995).

2.6 Analisis electroquimicos

Para analizar la contribucion electroquimica de cada uno de los
componentes en los materiales, se caracterizaron distintos compuestos a partir
de nanotubos de carbono y sus variantes, tomando como base NTCs obtenidos
después del proceso de sintesis (MWCNT y CNx) y NTCs oxidados por medio de
tratamiento acido (o-MWCNT y 0-CNx), ademas del equivalente de cada material
posterior al depdsito de NPs Re y la inmovilizacidon enzimatica de lacasa de

Coriolopsis gallica, creando diferentes compuestos de tipo NTCs-NPs Re-Lac.
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2.6.1 Preparacion de electrodos GCE/NTC y GCE/NTC-Re

La superficie de los electrodos de carbén vitreo (GCE), con 3 mm de
diametro, fue pulida sobre un pafio Tex-Met® C con suspensiones de alimina de
1.0, 0.3 y 0.05 micras secuencialmente. Después, fueron limpiados con agua y

2-propanol para retirar el material excedente.

NTCs

- > NTCs +

. T~
NPs m
OH Oe
T G
]

\/’

3

NTCs + Lacasa

Figura 15. Método de preparacion de electrodos para analisis de
voltamperometria ciclica. Imagenes de la dispersion por ultrasonido (A) y
depdsito sobre area activa en GCE enmarcada en circulos color rojo de CNx (1),
0-MWCNT (2) y 0-CNx (3) (B). Representacion esquematica de la preparacién de
los electrodos y mediciones electroquimicas en las diferentes etapas: NTCs no
modificados (1), NTCs después del depdsito de NPs Re (2), y NTCs después de
la inmovilizacion de lacasa de Coriolopsis gallica (3) (C).

Las soluciones, o “‘tintas”’, de los diferentes materiales a base de NTCs se
prepararon por dispersion de 0.5 mg de material en una mezcla de 250 pl de

amortiguador de fosfatos salino (PBS) y 150 ul de etanol (98 %) durante 1 h.
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Posteriormente, se agregaron 2.5 pl de la tinta sobre la superficie del GCE pulido

y se dejo secar a temperatura ambiente (Figura 15).

2.6.2 Voltamperometria ciclica (CV)

=R - e s S
Figura 16. Celda electroquimica con configuracion de tres electrodos.
Imagen del sistema utilizado para las mediciones por voltamperometria ciclica,
los electrodos utilizados fueron: alambre de platino como contra electrodo (CE),
electrodo de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl, 3M NaCl, 0.209 V vs. NHE) como
electrodo de referencia (RE), y electrodo de carbédn vitreo (GCE) fue aplicado
como electrodo de trabajo (WE). La solucidén electrolitica fue de 50 ml de
amortiguador PBS 0.1 mol L't a pH 7.0, variando las concentraciones de catecol

de 1 mmol L1 — 100 nmol L* en cada medicion.

Todas las mediciones electroquimicas se realizaron con un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-302N utilizando una celda con
configuracion de tres electrodos a temperatura ambiente (16 — 28 °C). Un alambre
de platino sirvi6 como contra electrodo (CE), un electrodo de plata/cloruro de

plata (Ag/AgCl, 3M NaCl, 0.209 V vs. NHE) fue usado como electrodo de
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referencia (RE) y un electrodo de carbon vitreo fue aplicado como electrodo de
trabajo (WE). El electrolito utilizado se conformaba de 50 ml de amortiguador PBS
0.1 mol L't a pH 7.0 y diferentes concentraciones de catecol (1 mmol Lt — 100
nmol L?) (Figura 16).

Los parametros de la medicion se realizaron con respecto al sustrato utilizado,
aplicando un voltaje superior (upper voltage) de 0.6 V y un voltaje inferior (lower
voltage) de -0.2 V. La direccion del andlisis fue de negativo a positivo durante un
minimo de 15 ciclos con una velocidad de barrido de 50 mV s (Portaccio et al.,

2010).

2.7 Ensayos de caracterizacion bioguimica

2.7.1 Micro Bradford

Para este analisis se realizo una curva de calibracion utilizando albumina
de suero bovino (BSA) como proteina de referencia (Figura 28). Se generaron
diferentes ensayos usando BSA (1 — 10 pg ml?t) con 200 pl de solucién de
Bradford y aforando hasta 1 ml con amortiguador PBS 0.1 mol L a pH 7.0 en
una celda de cuarzo. La mezcla se agitd vigorosamente y se dejo reaccionar
durante 5 min antes de ser medida en un espectrofotémetro ultravioleta-visible
(UV-Vis) Lamda 25 Perkin Elmer a 595 nm. Para la lacasa se aplico el mismo
procedimiento, tomando en consideracion los factores de dilucion al momento de

realizar los ensayos para asi obtener valores de absorbancia menores a 1
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(Bradford, 1976). Todas las mediciones se realizaron por triplicado (n = 3) y los

resultados fueron tratados con el software Origin Pro 8.

2.7.2 Actividad enzimatica

La actividad catalitica de lacasa fue determinada
espectrofotométricamente aprovechando la oxidacion de siringaldazina, ya que
este sustrato cuenta con una reaccion colorimétrica especifica de lacasa. Cada
ensayo se preparé con 100 pl de siringaldazina 500 mmol L, usando diluciones
de lacasa a concentraciones y volimenes que permitieran la cuantificacion de la
actividad enzimatica sin exceder la unidad de absorbancia, y se terminé por aforar
con amortiguador PBS a 1 ml. La longitud de onda se ajusté para mediciones a
530 nm durante 2 min (Baldrian, 2006). Las curvas y resultados fueron obtenidos

con el software Origin Pro 8.

2.8 Inmovilizacion de lacasa en NTCs

La inmovilizacion de lacasa se realiz6 directamente sobre la superficie del
GCE con los distintos materiales a base de NTCs tratados. Por medio de una
reaccion de acoplamiento covalente, mediada por EDAC y NHS, se promovi6 la
formacion de grupos ““salientes” a partir de la activacion de grupos carboxilicos
(-COOH) generados en los distintos NTCs para su posterior esterificacion con

grupos amino primarios (-NHz) presentes en lisinas (LYS) de la proteina.
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Figura 17. Método de inmovilizacion de lacasa por reaccion de
carbodiimida. A la izquierda se ilustra el esquema de inmovilizacion enzimética
por medio de la interaccion de los grupos -COOH en el soporte y grupos -NH2 de
la enzima (E). La interaccion directa del complejo COOH-EDC-NH2(E) se
representa en la ruta A, y el uso de NHS como activador y formador de grupos
salientes es mostrada en B (Sassolas et al., 2012). A la derecha se observa una
imagen de la aplicacion del método de inmovilizacion usando EDAC : NHS
directamente sobre la superficie activa de GCE/NTCs.

Primeramente, soluciones frescas de EDAC 200 umol Lty NHS 200 umol L se
prepararon con amortiguador morfolino etanosulfénico (MES) 0.1 mol L, pH 5.0
a 4 °C. Por otro lado, los electrodos GCE/NTC y GCE/NTC-Re fueron elaborados
como se describié anteriormente y, una vez estuvieron secos, se sumergieron en
una mezcla de EDAC : NHS con proporcion en volumen 2 : 1, dejandose
reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
reaccion, los electrodos fueron retirados de la solucion y lavados con
amortiguador PBS. Después, se colocaron en una solucion de lacasa
concentrada a 258.06 pg mlt en amortiguador MES durante 2 h mas, siendo
lavados y almacenados con amortiguador PBS a 4 °C para mediciones

posteriores (Figura 17) (Coulet et al., 1974).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Sintesis de nanomateriales

La sintesis de NTCs por medio de la técnica de espray pirolisis, usando
ferroceno como fuente de hierro, logré la obtencion exitosa de ambos tipos de
NTCs empleados en este trabajo, MWCNT y CNx, con lotes de produccion de
hasta 260 mg de NTCs. Por su parte, el tratamiento con acido nitrico demostré
cambios en la hidrofobicidad de los materiales, asi como su purificacion y la
remocién parcial de residuos de hierro.
Anteriormente, se ha discutido la efectividad de usar NaBHa4 para la reduccion de
iones ReO4, generando una solucion coloidal con coloracion café obscuro
vinculada a la formacion de 6xidos de renio, entre ellos ReO:. El depdsito de NPs
Re aplicando la reduccion in situ sobre la superficie de NTCs en solucion acuosa
llevé a la formacion no uniforme de nanoparticulas y clisteres de renio con
diametros menores a 10 nm.
Las caracteristicas morfologicas, fisico y electroquimicas de los materiales
obtenidos se analizaron como se describe a continuacién. Se muestran los
resultados mas relevantes en esta seccion y otros datos referidos en los anexos

del trabajo.
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3.2 Caracterizacion

3.2.1 SEM

Debido al método de sintesis careciente de substrato, el proceso de crecimiento
de NTCs comienza utilizando el hierro presente en el ferroceno como ““semilla™,
mismo que también sirve de andamio durante el proceso de elongacion. Por
medio de microscopia electronica de barrido se logré observar la morfologia de
los NTCs obtenidos, los cuales crecen de manera adyacente generando la
formacion de paquetes o ““escobillas™ (Figura 18a) que hace dificil su manejo o

modificacion a partir de otros procesos.

CNyN-UNAM CNyN-UNAM
15.0 KV, EM Mag 1000X 15.0 KV, EM Mag 1000X

Figura 18. Imagenes de CNx por microscopia SEM. Las imagenes fueron
tomadas con una resolucion de 1000X. CNx extraidos después del proceso de
sintesis empaquetados en forma de ““escobillas™ (a), 0-CNx posterior a la
dispersion por sonicacion y tratamiento oxidativo con HNO3 (b).

Por este motivo, se requiere de la dispersion de los NTCs empaquetados en los

materiales antes de ser sometidos a procesos donde se pretende aprovechar su
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area superficial de manera uniforme, como la modificacion o funcionalizacion
homogénea de sus paredes con nanoparticulas metalicas u otros componentes.
El tratamiento con HNOs permite una mejor dispersion de NTCs en soluciones
acuosas (Figura 18b) debido al dafio estructural y funcionalizaciéon de las paredes
con grupos oxidados, que lo convierten en un material menos hidrofébico.
Ademas, este tratamiento oxidativo también ayuda a la remocién de hierro y otras
particulas presentes en el material (Figura 29).

El microscopio electronico SEM también se encuentra equipado con un
espectrometro de energia dispersiva (EDS), que puede ser utilizado para
corroborar la presencia de elementos quimicos en las muestras por medio de un
analisis elemental en masa. Esta técnica es de gran utilidad después de la
remocién o incorporacion inducida de un elemento en el material. Sin embargo,
se trata de un andlisis con sensibilidad limitada, de manera que la deteccién de
elementos con poca incidencia en las muestras de NTCs fue casi imperceptible.
Tal fue el caso del renio en la muestra 0-CNx-Re (Figura 19) que mostré un pico
predominante correspondiente al carbono, el elemento mas abundante del
material, mientras que sélo se pudo determinar un pico caracteristico de renio,
esto probablemente debido a la baja concentracion del metal en la muestra
analizada. En el espectrograma también se obtuvieron picos provenientes de
hierro, lo cual indica que el método de purificacion a través del tratamiento
oxidativo no es suficiente para eliminar el hierro residual en los NTCs después de

la sintesis, principalmente en el interior de la estructura.
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Figura 19. Espectrograma del analisis elemental de 0-CNx-Re por
espectrometria de energia dispersiva (EDS) en SEM. Se muestra una sefial
predominante para el carbono (C) y picos de los elementos hierro (Fe) y renio
(Re) que indican su presencia en el material 0o-CNx-Re.

3.2.2 STEM

La sintesis a partir de AA-CVD dio como resultado NTCs de diferentes
longitudes con diametros menores a 100 nm (Figura 20a). La morfologia de los
materiales sintetizados con bencilamina, CNx y derivados, pudo ser observada
con mejor claridad gracias a la alta resolucion del microscopio electrénico TEM.
Estos nanotubos mostraron caracteristicas particulares provocadas por el dopaje
con nitrdgeno, el cual ocasiona un desorden en su estructura que se expresa
como dobleces en las paredes y modificaciones internas que le dan una forma

srr

descrita como estructura tipo “"bambu” (Figura 20b).
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Figura 20. Imagenes de micrografias TEM en campo claro de 0-CNx y 0-CNx-
Re. Red de nanotubos de carbono tipo 0-CNx de diferentes longitudes y diAmetros
(a). Estructura interna tipo “"bambu” y dobleces en las paredes caracteristicos de
0-CNx (b). Formacién de clusteres de renio sobre las paredes de 0-CNx-Re (c).
Acercamiento a cluster de renio sobre la pared externa de 0-CNx-Re (d).

Para analizar de una manera mas detallada las nanoparticulas metalicas
presentes en los diferentes NTCs, también se practicaron andlisis en campo
oscuro (dark field) aprovechando la iluminacién oblicua para mejorar el contraste
de las muestras que no se visualizan correctamente con las técnicas de
iluminacién de campo claro. Los objetos no coloreados, como algunas
nanoparticulas metdlicas, suelen tener indices de refraccién cercanos a los
objetos que los rodean. Por lo tanto, el uso de esta técnica fue de vital importancia

para la deteccién de elementos metalicos en los materiales.
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Figura 21. Imagenes de micrografias TEM en campo oscuro de 0-CNx y 0-
CNx-Re. Nanotubo de carbono tipo CNx con nanoparticulas de naturaleza
metdlica (a). Corroboracién por medio de mapeo elemental de la presencia de
hierro (blanco) en a (b). Nanomaterial 0-CNx-Re analizado por barrido elemental
lineal, se muestra carbono en color rojo y renio en azul (c). Mapeo elemental de
renio (rojo) sobre la muestra 0-CNx-Re (d).

De igual manera, como se demostrd por EDS-SEM (Figura 19), el andlisis de
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS-STEM) revel6 que el
hierro aun se encuentra presente en los NTCs inclusive después de realizar los
meétodos de tratamiento y modificacion descritos (Figura 30), siendo capaz de
formar nanoestructuras de diferentes tamafos facilmente detectables por

microscopia de campo oscuro (Figura 21a). La confirmacion de la naturaleza
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férrica de dichas nanoestruturas fue llevada a cabo por medio de un mapeo
elemental, herramienta disponible en el microscopio TEM (Figura 21b).

Por su parte, se demostro la composicion y distribucidon de las NPs Re haciendo
uso de herramientas como el analisis seccional (Figura 21c) y el mapeo elemental
(Figura 21d) en 0-CNx-Re. Enseguida del proceso para el depoésito de renio sobre
la superficie de 0-CNx, la aparicion de NPs Re con geometria pseudo esférica y
diametros de entre 2 — 10 nm fue evidente (Figuras 20c y 20d). Sin embargo, la
distribucion de NPs Re fue poco uniforme, haciendo dificil su localizacién y
deteccién por técnicas como EDS. Una explicacién a este suceso se encuentra
reportada en el trabajo de Okal y colaboradores, donde se ratifica la volatilidad
de algunos 6xidos de renio a condiciones ambientales, tales como Re207, que

puede afectar el tamafio de las particulas (Okal et al., 2004).

3.2.3TGA

Las muestras fueron sometidas a un proceso de degradacion térmica
utilizando aire para crear una atmoésfera oxidante y las condiciones de
descomposicion se seleccionaron segun lo descrito en la literatura (Mufioz et al.,
2015). Los resultados obtenidos revelaron que los materiales basados en NTCs
son estables a temperaturas menores de 400 °C, mostrando pérdidas de peso
poco significativas principalmente en los primeros 150 °C de calentamiento,
atribuidas a la evaporacion del agua absorbida. La descomposicién de grupos
carboxilicos y carbén amorfo sobre la superficie de los diferentes NTCs se

presento entre 150 — 400 °C (Li et al., 2004). Durante esta etapa, materiales como
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0-CNx y 0-CNx-Re perdieron alrededor de 1 - 2 % de peso neto, mientras que CNx
disminuyo su peso hasta en un 5.5 %, lo cual fue adjudicado a la remocién de
carbono amorfo por medio del tratamiento con &cido nitrico que recibieron
previamente las muestras a excepcion de CNx.

Todos los materiales derivados de CNx Sse encuentran compuestos
principalmente por unidades de carbono y tris-s-triazina, cuya oxidacion por
degradacion térmica ocurrié entre 450 — 630 °C segun lo esperado (Li et al. 2013).
Sin embargo, el efecto del tratamiento oxidativo se vio reflejado en el decremento
de la temperatura de descomposicion causada por el dafio en la estructura de
dichos nanotubos. La derivada de las curvas del analisis termogravimétrico
(DTGA) mostro que el material CNx se degradd principalmente a 570 °C, a
diferencia de las muestras oxidadas 0-CNx y 0-CNx-Re que fueron
descompuestas a solo 530 °C (Figura 22b).

Las impurezas que se encuentran al final del proceso de degradacion térmica
estan compuestas principalmente por éxidos metélicos generados debido a la
exposicién de los metales presentes en los NTCs a las condiciones del analisis.
Los residuos en muestras de tipo CNx resultaron en un rango de 3.2 — 4.4 % del
peso total, este porcentaje decrecié hasta 0.4 — 0.7 % en muestras de 0-CNx,
demostrando indirectamente que el tratamiento con acido nitrico removio gran
parte del hierro soportado en los materiales y, en ambos casos, la coloracion de
los remanentes se mostro rojo-marrén similar al de algunos éxidos de hierro como
el triéxido de dihierro (Fe20s3). El porcentaje residual encontrado en las muestras

de tipo 0-CNx-Re incrementé a niveles de 8.2 — 10.9 %, sustentando la
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incorporacion exitosa de NPs Re sobre los nanotubos (Figura 22a). Ademas, el
material sobrante en las muestras con renio se torn6 en un color amarillo-marron,

similar al de determinadas sales y 6xidos con base en este elemento.
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Figura 22. Anédlisis termogravimétrico y curvas TGA y DTGA de nanotubos
de carbono. Se muestra la descomposicién y cantidad de remanentes, en
términos de porcentaje en peso, de CNx (negro), 0-CNx (rojo) y 0-CNx-Re (azul)
a partir de un tratamiento térmico con velocidad de calentamiento de 4 °C mint
hasta 800 °C (a). Derivada de las curvas TGA en (a), indicando el punto de
descomposicion maxima de las muestras CNx (negro), 0-CNx (rojo) y 0-CNx-Re
(azul) (b).

3.2.4 XPS

XPS es una técnica analitica superficial capaz de proveer informacion
acerca de la naturaleza de los elementos quimicos presentes en la muestra, asi
como la formacion de enlaces, compuestos y grupos funcionales conformados
por los mismos. En este trabajo se analizaron los espectros de los materiales

realizados a partir de los diferentes NTCs, estando CNx y 0-CNx-Re enfocados
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para determinar los estados de elementos de importancia como carbono,

nitrdgeno y renio.

3.2.4.1 Carbono

La sefal en el espectro C 1s de NTCs mostro hasta seis energias de enlace
diferentes (Figura 23a), con un pico principal ubicado a 284.3 eV (C1), y que es
atribuido a la energia del enlace sp? C—C caracteristico de grafito pirolitico en
NTCs. Anteriormente, ha sido reportado que el desplazamiento de este enlace
se ve afectado por la cantidad de nitrégeno utilizado durante la sintesis de
materiales como CNx debido al desorden que se genera en la estructura tipo
grafitica (Liu et al., 2010). Previo al ajuste de la sefial, el pico C1 aparecio
alrededor de 284.78 — 284.88 eV.

Las sefiales que se encontraron a 285.55 + 0.05 eV (C2) y 286.9 £ 0.1 eV (C3)
correspondieron a dos tipos de enlace carbono-nitrégeno, la fase trigonal con una
hibridacion sp?> C—N vy la fase tetraedral con una hibridacion sp® C—N
respectivamente (Chen et al., 2010).

De acuerdo a trabajos previos, energias de enlace cercanas a 286.0 — 291.0 +
0.5 eV pueden atribuirse a enlaces N-sp3, carbén amorfo y enlaces de tipo C—O
(Hammer et al., 2000). En los materiales se identificaron picos a 290.1 + 0.1 eV
(C5) relacionados a la presencia de carbonatos en los NTCs (Datsyuk et al.,
2008) vy, senales correspondientes a las transiciones Tr-m de la linea de

reorganizacion de carbono en compuestos aromaticos, fueron localizadas a
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291.5 eV (C6) (Wang et al., 2015). El analisis de grupos carboxilicos en los
materiales fue de suma importancia, ya que se encuentran directamente
relacionados con la estabilizacion de ciertas nanoparticulas metalicas y la
inmovilizacion enzimética sobre la superficie de NTCs por esterificacion de
grupos -NHz. Estos grupos funcionales se detectaron a 288.6 £ 0.05 eV (C4), en
concentraciones de 4.99 % para 0-CNx y de 3.15 % en 0-CNx-Re, lo cual podria
sugerir que la estabilizacion de NPs Re es asistida por enlaces coordinados de

tipo COO - Re.
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Figura 23. Espectros XPS de C 1s y N 1s en 0-CNx-Re. El espectro de C 1s fue
ajustado a 284.3 eV para todas las muestras. Después de la deconvolucién de la
sefial, se encontraron seis picos correspondientes a: enlace sp?> C—C (C1),
hibridacién sp? C—N (C2), hibridacién sp® C—N (C3), enlaces tipo COOH (C4),
carbonatos (C5), y transiciones -1 (C6) (a). El espectro de N 1s, posterior al
tratamiento de la sefial, mostré hasta seis picos equivalentes a: nitrogeno
piridinico (N1), nitrégeno pirrélico (N2), coordinaciéon sp? N — C (N3), grupos
piridona N*—O" (N4), nitrégeno molecular intercalado (N5), y nitrégeno quimio-
absorbido (N6) (b).
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3.2.4.2 Nitrégeno

La deconvolucion del espectro N 1s (Figura 23b) se logré determinar después del
suavizado de la sefial usando el método cuadratico Savitzky — Golay. El pico
dominante N3 se localizé a 401.0 = 0.5 eV y es vinculado a la fase trigonal del
enlace nitrégeno-carbono en coordinacién sp?, también conocido como grupo
cuaternario o tipo grafitico del nitrdgeno (Chen et al., 2010). La sefial N2 es
comunmente atribuida a grupos de nitrégeno pirrélico y, para los materiales
usados en este trabajo, se determind a 399.44 + 0.3 eV. Se ha observado que la
formacion de N2 y N3 se lleva a cabo preferente en materiales con bajo contenido
de nitrdgeno, y juntos constituyen mas del 50 % de los grupos nitrogenados en
la superficie de los NTCs. Nitrogeno piridinico (N1) muestra una energia de
enlace de 398.1 + 0.1 eV y corresponde a la fase tetraedral de nitrégeno enlazado
a la hibridacion sp3 del carbono debido a la descomposicién del enlace N—H del
precursor (Jang et al., 2004). Esta configuracion de nitrégeno contiene un par de
electrones 11 y se encuentra enlazada solamente a dos atomos de carbono (C-
N=C), ademas ha sido propuesta como un componente esencial en la generacion
de la estructura tipo “"bambl”” caracteristica de CNx (Ayala et al., 2010).
Alrededor de 402.15 + 0.3 eV (N4) se ubico el pico relacionado a nitrégeno
oxidado ocasionado por grupos piridona N*—O- (Xu et al., 2008) que pueden ser
formados por la presencia de oxigeno durante el proceso de sintesis de NTCs o
al momento del tratamiento oxidativo con acido nitrico (Pels et al., 1995). De igual
forma, fueron encontradas especies de nitrdgeno no enlazadas covalentemente

con la estructura grafitica de los materiales, los picos pertenecientes a nitrogeno



69

molecular encapsulado o intercalado durante el crecimiento de NTCs (N5) y
compuestos de 6xido de nitrégeno quimio-absorbido entre las capas grafiticas
(N6), se determinaron a 403.65 + 0.35 eV y 405.1 + 0.5 eV respectivamente.

En general, la informacion obtenida de los datos tratados en los espectros C 1s
y N 1s solo describio las caracteristicas superficiales tipicas de MWCNT y CNx,
aunqgue este hecho no disminuye su relevancia. EI conocimiento de los grupos
funcionales y tipos de enlace presentes en un soporte es vital para el desarrollo
de mejores materiales, en nuestro caso, la formacién de grupos carboxilicos y

piridinicos ayuda a la inmovilizacion y actividad catalitica del material.

3.2.4.3 Renio

Los espectros del doblete de orbitales Re 4f72 : Re 4fs2 (Figura 24) fueron los
mas destacados al proporcionar informacion clave para el entendimiento de
algunos fenémenos durante la sintesis de NPs Re. Sin embargo, el andlisis de
estos datos fue complicado debido al amplio nimero de estados de oxidacién en
los cuales se puede encontrar el renio y la cercania de las energias de enlace de
los mismos, aproximada a 0.2 eV en un rango reducido de alrededor de 5 -7 eV
(Greiner et al., 2014). No obstante, después del ajuste adecuado de los
resultados, se logré determinar de manera concisa la presencia de hasta tres
oxidos de renio en 0-CNx-Re, ReO2 (Rel), ReOs (Re3) y Re207 (Re2).
Actualmente, han sido descritas distintas energias de enlace pertenecientes a los

estados de oxidacién de renio (Tabla V) asi como las probleméticas para la
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obtencion de nanoparticulas estables en estados de oxidacion menores a Re
(VII), principalmente frente a condiciones oxidantes o ambientales en medios
acuosos (Tysoe et al., 1988). También, se encontraron reportes que hacen
referencia a la estabilidad termodinamica de éxidos de renio (Rouschias, 1974)
siendo Re207 el mas estable y, para algunos casos, Re (VII) en la forma de ReO4
ha mostrado una energia libre de Gibbs negativa de -249.7 kJ/mol, la cual es
mayor en comparacion a los demas 6xidos como Re (IV) con -96.97 kJ/mol en
ReO:2 (Vargas-Uscategui et al., 2013). Teniendo en cuenta estas declaraciones,
se decidi6 estudiar el comportamiento de NPs Re en los NTCs a través del
tiempo. Los resultados corroboraron lo descrito por trabajos previos, mostrando
gue las NPs Re tienden a cambiar gradualmente su estado de oxidacion de
menor a mayor, lo cual esta relacionado con la estabilidad termodinamica que

poseen los distintos éxidos rénicos.

Tabla V. Energias de enlace reportadas para distintos estados de oxidacion
de renio.

Especie Metal "ReO” ReO2 ReOs Re207 NHsReOs
- - 42.15 43.3 45.43 - Este trabajo

405 415 426 435 457 474  (Falconeetal,

2015)
40.35 4145 422 431 455 - (Gfeiz%elr4‘;t al.,
40.7 - 425 445 462  46.9 (C'ml'gg;)t al,
397 - 425 449 467 i (Tysi%% g al.,
41.1 - 43.4 452 ) 46.4 (Komiyama et

al., 1983)



71

Posterior a la deconvolucion de las sefiales de renio, se mostraron emisiones en
el espectro correspondientes al par de orbitales Re 4f72 : Re 4fs2 a 42.15 : 44.58
eV, 43.32 : 45.75 eV y 45.43 : 47.86 eV en muestras con el menor tiempo
transcurrido a la sintesis (Figura 24a), siendo asignados a los estados de
oxidacion Re (IV), Re (VI) y Re (VII) respectivamente, por lo cual se sugirio la
presencia de los 6xidos ReO2, ReOs y Re207 en el material (Okal et al., 2004).
Materiales con mayor tiempo transcurrido después de la sintesis exhibieron pares
de picos con energias de enlace en 42.2 : 44.63 eV y 45.17 : 47.6 eV (Figura
24b). Trioxido de renio no pudo ser detectado sobre la superficie de estos
nanotubos, y el porcentaje de éxido de renio (IV) disminuyo significativamente
con el paso del tiempo (Tabla VI). La explicacion a esta situacion fue dada debido
al comportamiento oxidativo del renio, el cual diverge al presentado por algunos
metales nobles (ej. Pt, Pd, Rh) que suelen ser quimicamente mas estables, y a
las condiciones del método de sintesis y almacenamiento de los materiales con
NPs Re.

Fue descartada la contribucion de impurezas o remanentes del precursor
Kz2ReCls al espectro de Re (IV) al no observarse picos caracteristicos para K 2psy2
y Cl 2p3/2 en las muestras (Figura 31), demostrando la efectividad de la remocion
de las sales formadas por estos elementos a través del método de lavado de los
materiales.

De igual forma, se ha determinado que el aumento del porcentaje de Re (VII) al
transcurrir el tiempo es ocasionado por la estabilidad y el alto nivel higroscopico

de Re207, generando la reoxidacion de renio en cualquier otro estado de
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oxidacion y la adsorcién superficial de agua cuando se exponen al aire (Mucalo
& Bullen, 2001). Greiner y colaboradores propusieron un modelo de la formacion
de capas de los distintos 6xidos de renio a partir del estudio de algunos materiales
por NAP-XPS in situ a diferentes energias cinéticas de enlace, concluyendo en
gue todos los compuestos rénicos generaron una cobertura superficial de
heptodxido de renio. Para el caso de renio metalico (Re?), esta capa se formé con
un grosor de hasta 0.53 nm a una exposicion de tan solo 50 °C (Greiner et al.,

2014).
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Figura 24. Espectros XPS de Re 4fz2 : Re 4fs2 en 0-CNx-Re con respecto al
tiempo. Se muestran los dobletes de las sefales correspondientes a renio
después de la deconvolucion en 0-CNx-Re, con una relacién de area 1: 0.75y
separacion de 2.43 eV. En la muestra analizada tres dias posteriores a la sintesis
(a) se observaron tres especies de renio asociadas a: ReO2 (Rel), Re207 (Re2)
y ReOs (Re3). Mientras que, transcurridas tres semanas de la sintesis (b), un
analisis del mismo tipo de muestra revelo la presencia de solo: ReO2 (Rel) y
Re207 (Re2), con un incremento dominante del segundo 6xido.

A pesar de las similitudes del comportamiento oxidativo de renio a macro y

nanoescala, no se ha determinado concretamente el tiempo en el cual se lleva a
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cabo este fenomeno, ya que es dependiente de factores como: el tamafio,
distribucion y método de sintesis de las particulas, al igual que de algunas
condiciones ambientales como la concentracion de oxigeno, humedad del aire y
temperatura de exposicion. Por dichas razones, algunos trabajos recurren a
diversos métodos para la estabilizacion de NPs Re, consistiendo principalmente
en el uso de agentes como PPV o gomas a base de polisacaridos (Mucalo &
Bullen, 2001), atmésferas inertes para el almacenamiento del material e inclusive
la reduccion con H2 a altas temperaturas. Sin embargo, en el presente proyecto
se evitd el uso de cualquier agente fisico o quimico que pudiera modificar la

estructura y por ende la difusion electronica de los componentes del material.

Tabla VI. Porcentajes y energias de enlace de orbitales Re 4f72 : Re 4fs2 en
0-CNx-Re.

B.E. Re B.E. Re B.E. Re B.E. Re

0, 0,

4712 4fgpp C (%) 4712 4fspp € 0a)
42.15eV 44.58 eV 37.3 42.15eV 44.58 eV 9.7
43.32eV 4575eV 19.97 ND ND ND

4543eV 47.86eV 4268 4517eV 476eV  90.21

3.2.5 UV-Vis

La caracterizacion bioquimica de la enzima se realiz6 por medio de
técnicas colorimétricas, en conjunto con las ecuaciones de Lineweaver-Burk y
Lambert-Beer.
Los resultados llevaron a la cuantificacion de la enzima libre empleada en todos

los experimentos del trabajo, determinando una concentracién de 7.78 mg ml*
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de lacasa a través de la regresion lineal en ensayos de micro-Bradford con una
curva de calibracion de BSA y un coeficiente de correlacion de 0.98245. Ademas,
se logré demostrar la actividad enzimatica con un valor de 26.51 Ul ml! para
siringaldazina 500 mmol L2, lo cual indica una actividad especifica aproximada a
3.41 Ul mg* de lacasa (Figura 32).

Debido al método de preparacion y analisis directo de los ensayos realizados
para conocer las propiedades enzimaticas de lacasa inmovilizada en electrodos
de tipo GCE/NTCs-Lac, técnicas de baja sensibilidad como micro-Bradford no
proporcionaron resultados fiables para demostrar cuantitativamente la
concentracion de lacasa en los NTCs. Sin embargo, la actividad enzimatica de
los electrodos si pudo ser establecida a través del uso de siringaldazina como
sustrato, donde materiales funcionalizados después del tratamiento oxidativo con

acido nitrico mostraron una actividad enzimatica superior (Tabla VII).

Tabla VII. Actividad enzimatica de los diferentes tipos de electrodos.

0.2584 0.0516
1.3523 0.2704
0.9677 0.1935
0.9092 0.1818

Materiales con nanotubos oxidados corroboraron la efectividad de la metodologia
de inmovilizacion asistida con EDAC : NHS por esterificacion de grupos -COOH
y -NH2, obteniendo mejores resultados en comparacion a NTCs sin

modificaciones. Por su parte, electrodos como GCE/o-CNx-Lac mostraron una
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actividad mayor en ausencia de NPs Re, considerando que la coordinacion de
este tipo de nanoparticulas se puede llevar a cabo utilizando grupos -COOH libres
y que la presencia de las mismas podrian ocasionar problemas de difusion del
sustrato, la disminucion de la actividad enzimatica en este tipo de materiales fue
un efecto esperado.

La diferencia, en términos de actividad enzimatica, entre nanotubos oxidados
compuestos principalmente de carbono y su contraparte con dopaje de nitrégeno,
es atribuida a que los primeros cuentan con una mayor cantidad de grupos
funcionales disponibles para la inmovilizacion enzimatica. Este hecho, aunado a
la uniformidad y menor niumero de sitios defectuosos en la estructura del soporte
en MWCNT, puede aumentar la concentraciébn de enzimas inmovilizadas de
manera homogénea en la superficie de los NTCs, facilitando la catalisis y difusion
del sustrato.

La actividad enzimética masica, expresada en unidades cataliticas de lacasa por
miligramo de NTCs (Ul mgy+cs), comprueba que GCE/o-MWCNT-Lac es el
material mejor adaptado para la inmovilizacion de la enzima por el método

descrito en este trabajo (Tabla VII).

3.26 CV

El estudio electroquimico por medio de voltamperometria ciclica demostro
las propiedades electrocataliticas de los materiales para la 6xido-reduccion de

catecol. Primeramente, debido a las caracteristicas electrénicas de los NTCs,
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fueron descartadas las interferencias en la sefial de los voltamogramas,
ocasionadas por problemas de difusion electronica o difusion de sustrato, a
través de la optimizacion de la carga de material empleada en las mediciones. A
partir de analisis electroquimicos CV a diferentes velocidades de barrido (Figura
25a), se mostré que cargas superiores a 5 pg de NTCs generan un
desplazamiento de potencial proporcional a la velocidad de barrido en los picos
anddico (@) y catddico (y) caracteristicos de la electrocatalisis de catecol (Figura
33), los cuales fueron determinados en condiciones 6ptimas a 0.2049 + 0.0056 V
y 0.1522 + 0.0022 V respectivamente. Por su parte, las intensidades de corriente
en los picos anddico y catddico mostraron un incremento lineal dependiente de
la velocidad de barrido (Figura 25b), lo que corrobora el suceso de un proceso
electroquimico reversible controlado por la difusion electrénica en la superficie
del electrodo (Liu et al., 2006).

De los diferentes picos encontrados en los voltamogramas, la sefial anddica de
la reaccion, localizada cerca de 200 mV en la mayoria de los materiales, fue
seleccionada para los analisis posteriores por su alto grado de incidencia y mayor
resolucién e intensidad de corriente generada en comparacion con la sefial
catddica. Electrodos con MWCNT, CNx y sus derivados con NPs Re o lacasa
inmovilizada mostraron una sefial de respuesta electroquimica a concentraciones

iguales o mayores a 10 umol L de catecol (Tabla VIII).
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Figura 25. Voltamogramas CV de GCE/o-CNx-Re a diferentes velocidades de
barrido. Se muestran los voltamogramas correspondientes a GCE/o-CNx-Re-Lac
a velocidades de barrido de 10, 30, 50, 80, y 100 mV s en una solucién
amortiguadora PBS 50 mmol L't a pH 7.0 con concentracién de 1 mmol L de
catecol. El pico anddico (@) se localiza a 0.2049 £ 0.0056 V, mientras que el pico
catédico (p) esta ubicado en 0.1522 + 0.0022 V (a). Correlacién lineal de la
intensidad de corriente generada con respecto a la velocidad de barrido,
mostrando coeficientes de correlacion de 0.9866 para el pico anddico () y 0.9846
en el pico catodico (¢) (b).

De manera general, se notd que la incorporacién de lacasa en los materiales
provoca la disminucién en la intensidad de corriente (Figura 26b), efecto
posiblemente atribuido al redireccionamiento del flujo de electrones hacia la
reduccion de Oz, el cual es utilizado por la enzima como aceptor de electrones
debido a su actividad catalitica natural. También, se ha comprobado que la
incorporacion de componentes biol6gicos puede modificar la intensidad de
corriente por medio de la alteracion de las rutas de transporte electronico (Quan
& Shin, 2004). Sin embargo, la sinergia de la proteina con los demas
componentes en los materiales permitid un mejor nivel de deteccidon a

concentraciones de sustrato por debajo de 1 ymol L1, siendo méas notorio en los
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casos de CNx y o-MWCNT. Ademas, esta misma relacion en NTCs-Lac logro
minimizar el indice de variacion en la mayoria de las mediciones, sugiriendo un
reconocimiento mas especifico de catecol al ser afiadida la biomolécula en los

nanomateriales.

Tabla VIII. Respuesta electroquimica y desviacién estandar (o) de los
materiales a diferentes concentraciones de catecol.

Conc. 100 nmol L' 1 pmol L* 10 ymol L 100 pmol L* 1 mmol L?
D.C. o D.C. o D.C. o D.C. o D.C. o
ND 0.59 0.35 4.26 1.85 34.88 51 256.29 7.12
0.08 0.02 0.93 0.15 2.86 0.24  20.93 4.0 145.25 4.19
ND 0.75 0.56 6.70 4.36 61.47 21.76 351.95 35.86
0.03 004 155 0.39 5.96 0.8 48.11 1.8 324,57 26.64
ND 1.02 0.46 11.04 3.68 92.37 1791 680.44 31.79
0.01 003 097 031 5.79 2.9 49.78 15.1 273.43 32.66
ND 238 0.42 10.86 1.35 77.20 8.92 546.27 34.88

4.9

403.64

16.54

036 001 127 0.01 6.79 0.8 55.23

*Ganancia expresada tomando el analisis blanco de cada electrodo como base.
D. C. = Densidad de corriente en yA cm.
ND = Sefial no detectable.

De manera simplificada, las sefiales electroquimicas demostraron que la
contribucion del dopaje con nitrégeno en materiales CNx logra generar una mayor
respuesta de corriente en comparacién a compuestos de la clase de MWCNT. A
su vez, el tratamiento con HNO3 de los mismos nanotubos, hace que CNx sea
mejor electrocatalizador de catecol después de la oxidacion quimica, aunque esta
propiedad disminuye considerablemente al inmovilizar la lacasa sobre o-CNx. Por

tal razon, la incorporacion de NPs Re mostré ser una alternativa para
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contrarrestar la pérdida de corriente ocasionada por la enzima, promoviendo una
densidad de corriente superior a los demas nanobiocompuestos (Figuras 26a y
26b).

A pesar de que se sugiere que el depoésito de NPs Re, con el método reductor
descrito en este trabajo, no manifestd ningun efecto positivo para la
electrocatalisis de catecol por medio de voltamperometria ciclica a
concentraciones mayores a 10 ymol L2, cabe destacar que el nanobiomaterial
0-CNx-Re-Lac obtuvo la mejor sefial de respuesta con la mas alta ganancia de
corriente de los materiales de tipo NTCs-Lac (Figura 26a). Asimismo, las
propiedades electroquimicas del material le permitieron aumentar su nivel de
deteccién, determinado en 100 nmol L%, siendo el Gnico nanobiocompuesto en
alcanzar dicha resolucion. Los resultados demuestran la colaboracion de NPs Re
y lacasa de Coriolopsis gallica para la deteccién de catecol por materiales a base
de nanotubos de carbono oxidados y dopados con nitrégeno.

El comportamiento de las sefales medidas a diferentes concentraciones de
catecol fue analizado por triplicado (n = 3) para comprobar la reproducibilidad de
las mediciones. Los menores margenes de error fueron obtenidos por los
materiales CNx-Lac y 0-CNx-Re-Lac con valores de desviacion debajo del 12 %.
CNx-Lac obtuvo una reproducibilidad del 97.1 % a altas concentraciones de
catecol disuelto (1 mmol L), mientras que, a bajas concentraciones del sustrato
(1 wmol Lt - 100 nmol L?), o-CNx-Re-Lac fue el material mas estable con
coeficientes de variacion del 2.8 %. En ambos casos, y como es planteado en la

hipotesis de este trabajo, la presencia de nanoparticulas metalicas de renio o
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hierro y sus 0xidos en los respetivos materiales puede contribuir positivamente a
la conduccion de electrones por materiales basados en NTCs, disminuyendo la

pérdida de corriente y la consecuente variacion de las mediciones.

400+ n Y ciacasa T

700
650 -
o0 ] I s/LAcasa
550
500
450
400 |
350 4
300 4
250
2004
150
100 -
50
T T T T 0- =
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 CN, o-MWCNT o-CNy 0-CN,-Re

Potencial (V vs. Ag/AgCl) Material

—CN,-Lac
0-MWCNT-Lac
0-CN,-Lac
0-CNy-Re-Lac

Densidad de corriente j (pA cm?)

Figura 26. Voltamogramas CV de los materiales tipo NTCs-Lac vy
comparacién de la sefial electroquimica. En la imagen, se muestran los
diferentes voltamogramas de los materiales CNx-Lac, o-MWCNT-Lac, o-CNx-Lac,
y 0-CNx-Re-Lac en una solucién amortiguadora PBS 50 mmol L a pH 7.0 con
concentracion de 1 mmol L* de catecol. Las mediciones se realizaron a una
velocidad de barrido de 50 mV s, obteniendo picos anddicos (@) y catddicos (y)
para todos los compuestos (a). Grafica representativa de la densidad de corriente
obtenida en la superficie de los electrodos con y sin lacasa inmovilizada en las
mismas condiciones que los voltamogramas en (a), sefialando la desviacion
estandar correspondiente a cada material (b).

Considerando el cambio en la respuesta electroquimica de las mediciones con
respecto al tiempo (Figura 27) los analisis de repetitividad en las muestras tipo
NTCs-Lac mostraron un margen de error menor al 8 %. Mientras tanto, los
electrodos elaborados solamente con los nanomateriales MWCNT o CNx cuentan

con una certeza no menor al 96 % (Figura 34).
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La actividad electroquimica de los electrodos sin enzima fue estudiada durante
un periodo de 45 dias a diferentes intervalos de tiempo para determinar la
estabilidad operacional y el tiempo de vida util de los biosensores con
configuraciones tipo NTCs-Lac (Figura 27). Debido al comportamiento de los
diferentes nanobiocompuestos, los cuales mostraron un decrecimiento de la
densidad de corriente considerable durante los primeros tres dias de prueba, se
establecio el analisis de la estabilidad electroquimica a partir de ese dia en el
periodo donde el decremento de la sefial no fuese mayor al 5 %. Los materiales
CNx-Lac y o-MWCNT-Lac obtuvieron un periodo de estabilidad de solo 10 dias
con una disminucién de corriente de 3.8 % y 5.0 %. El caso Unico de o-CNx-Lac,
presentd un periodo de estabilidad con margenes de error idéneos que fueron
encontrados solamente a partir del décimo dia posterior de la sintesis, con una
duracion de 22 dias y un indice de decremento de 2.3 %. Por ultimo, el compuesto
0-CNx-Re-Lac demostré una pérdida de 4.8 % en las mediciones
voltamperométricas con 25 dias de estabilidad operacional, mismos en los cuales
puede ser empleado de manera confiable para la deteccion de catecol.

Durante el tiempo estudiado, se observé que los materiales CNx-Lac, 0-CNx-Lac
y o-MWCNT-Lac perdieron alrededor del 20 % de su capacidad de deteccion,
siendo CNx-Lac el menor de ellos con una sefial final aproximada de 76.9 %.
Mientras tanto, el electrodo GCE/o-CNx-Re-Lac conservo hasta el 84.5 % de la
sefal de respuesta electroquimica, mostrando que la contribucion de NPs Re

puede mejorar la estabilidad de la sefial de respuesta del biosensor.
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Figura 27. Estabilidad electroquimica de los biosensores. Se muestra la
respuesta de la sefial electroquimica de los biosensores de tipo NTCs-Lac
durante los 45 dias posteriores a la sintesis. Las barras de error indican la
desviacion estandar de tres mediciones hechas con el mismo electrodo.

Los resultados indican que los nanobiocompuestos pierden drasticamente hasta
un 6.77 % de la actividad durante los primeros tres dias de mediciones, con un
posterior decremento gradual de la intensidad de corriente, sin embargo, la falta
de lacasa en los nanomateriales provoca una mayor estabilidad operacional en
los electrodos, con una pérdida no mayor al 3.42 % al menos durante los primeros

15 dias de servicio del dispositivo.
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CONCLUSIONES

La sintesis y funcionalizaciéon de nanocompuestos a base de MWCNT y
CNx empleados en este trabajo mostraron tener caracteristicas adecuadas para
fungir como soportes de nanoparticulas metalicas y enzimas, logrando obtener
una carga de hasta el 10.9 % de 6xidos de renio y 0.2704 Ul mg? de lacasa de
Coriolopsis gallica.
El depdsito de renio, inclusive en diferentes estados oxidados, contribuye de
manera positiva a la estabilidad operacional y transferencia electrénica de los
biosensores, principalmente en materiales basados en CNx.
Por su parte, la enzima lacasa provoca una disminucién en la densidad de
corriente al momento de su incorporacion a los nanomateriales. Sin embargo,
puede generar sensores electrocataliticos con menor margen de error durante
las mediciones electroquimicas, aumentando la sensibilidad de los dispositivos y
otorgando un nanobiomaterial con alta confiablidad para la deteccion de
compuestos fendlicos, y un tiempo de vida Gtil no menor a 25 dias para el caso
del material de estudio 0-CNx-Re-Lac.
En resumen, la capacidad de deteccion de lacasa en biosensores a base de
NTCs puede mejorar su rendimiento debido a la compatibilidad y propiedades de
conduccion de los materiales, brindando buena reproducibilidad, repetividad y

estabilidad operacional.
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Figura 28. Curva de calibracion de proteina BSA. Los ensayos
espectrofotométricos fueron realizados por medio de la técnica de micro Bradford
a diferentes concentraciones de proteina BSA (1 — 10 ug ml) segun lo indicado
en procedimiento. Las lecturas de absorbancia (A) tomadas a 595 nm, mostraron
una regresion lineal con coeficiente de correlacion de 0.98245.

Figura 29. Micrografias SEM del efecto de la purificacion de NTCs por medio
del tratamiento con acido nitrico. Se observan las imagenes de la dispersion y
formacion de particulas sobre CNx, principalmente provenientes de los
precursores utilizados en la sintesis de NTCs (a). Después del tratamiento
oxidativo, la remocion de la mayoria de las impurezas sobre los nanotubos es
evidente (b).



85

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 0s 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 g 85 9 95 10
ull Scale 537 cts Cursor: 5.257 (4 cts) ke'|

Figura 30. Espectrograma del analisis elemental de 0-CNx-Re por
espectrometria de energia dispersiva de rayos X (EDS) en STEM. Se
demuestran la presencia de sefiales correspondientes a los elementos esperados
en la muestra, como: carbono (C), oxigeno (O), hierro (Fe), renio (Re), asi como
cobre (Cu) proveniente de las rejillas empleadas para la observacion por
microscopia TEM. La aparicion de cobalto (Co) en proporciones traza es atribuida
a la posible contaminacion durante el proceso sintesis o preparacion de la
muestra.
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Figura 31. Espectro XPS de 0-CNx-Re. Sefial y picos obtenidos del analisis
superficial de la muestra 0-CNx posterior al depésito de renio.
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Figura 32. Curva de actividad enziméatica de lacasa de Coriolopsis gallica.
Se realizaron mediciones espectrofotométricas a 530 nm, modificando la
concentracion de enzima en cada uno de los ensayos bioguimicos con
siringaldazina 500 mmol L* y considerando un coeficiente de extincién molar € =
65000 mol' L cm™. Los resultados demostraron una regresién lineal con
coeficiente de correlacién de 0.9911 para las velocidades iniciales obtenidas.



87

300 ¢

E\IT-.
=
o 200 -
<
=
= 100
[}
o
c
2
E 0+
=]
o
S S
-100 - -
—10mVs™
o
g ——30mvVs™
I ——50mvs™
g -200 + Y ——80mVs™’
o ——100 mVs™!

-300

-OI.G I -OI.4 I -0|.2 I O.IO | 0.|2 I 0:4 I 0.‘6 I 0:8 I 1:0 I
Potencial (V vs. Ag/AgCl)

Figura 33. Voltamogramas CV de 0-CNx-Re a diferentes velocidades de
barrido con carga de 10 pg de NTCs. Se observan los voltamogramas de
GCE/o-CNx-Re a velocidades de barrido de 10, 30, 50, 80, y 100 mV s en una
soluciéon amortiguadora PBS 50 mmol Lt a pH 7.0 con una concentracién de
catecol de 1 mmol L'1. Ambos picos, anddico (¢) y catodico (), muestran una
modificacion en la sefial y desplazamiento de potencial ocasionados por la
transferencia electrénica y difusion de masa.
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Figura 34. Estabilidad electroquimica de los principales materiales a base
de NTCs. Respuesta electroquimica de los electrodos de tipo NTCs analizados
durante los 15 dias posteriores a la sintesis. Las barras de error indican la
desviacion estandar de tres mediciones realizadas con diferentes electrodos.
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