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Resumen

En este trabajo se realizaron recubrimientos de TiO,, el cual fue obtenido por la técnica
Sol-gel y mezclado con el polimero PVA para lograr una completa adhesion al grafito, sustrato
que fue empleado como base en los recubrimientos. Las técnicas de caracterizacion empleadas
mostraron que el sol de TiO, sintetizado se obtuvo en fase cristalina anatasa. Se realizaron
mezclas de TiO,-PVA en las proporciones 1:1, 1:2 y 1:3 respetivamente, los analisis
estructurales mostraron que la relacion TiO,-PVA 1:1 fue la proporcion 6ptima, ya que dicha
relacion mantuvo presente la estructura cristalina anatasa. En los analisis morfolégicos de SEM
los recubrimientos TiO,-PVAL:1, presentaron una superficie rugosa con particulas esféricas en el
orden en nanométrico y con un espesor de aproximadamente 15 um. Mediante Espectroscopia de
Impedancia electroquimica se analizaron los recubrimientos, de la interface recubrimiento-
solucién y recubrimiento-electrodo. Los espectros de impedancia fueron ajustado a un circuito
eléctrico equivalente, obteniendo valores de una resistencia a la solucion (Rs) de 12.29-56.01 Q
para los electrodos blanco sin recubrimiento y una Rs de 59.39-67.95 Q para los electrodos con
recubrimiento de TiO,-PVA 1:1, mientras que la resistencia a la transferencia de carga (Rp) se
obtuvieron valores de 6823-23756 Q para electrodos sin recubrimiento y valores de Rp de 2240-
1.737 E+11 para electrodos con recubrimiento; la capacidad de la doble capa (CPEg) para
electrodos blanco, mostré valores de 9.42 E-04-1.756 E-04 Fcm™ 'y con recubrimiento valores
de 4.309 E-04-6.47 E-04 Fecm™ y finalmente los valores de n fueron de 0.4896-0.7976 indicando
que el comportamiento de CPEg del recubrimiento presentan un proceso difusivo caracteristico

para recubrimientos no homogéneos.

Palabras claves: Recubrimientos, TiO,, anatasa, impedancia, interface.
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Abstract

In this work, TiO, coatings were made, which was obtained by the sol-gel technique and
mixed with the PVA polymer to achieve complete adherence to the graphite substrate was used
as the basis in the coatings. Characterization techniques used showed that the synthesized TiO2
sol was obtained in anatase crystalline phase. Mixtures realized TiO,-PVA at 1:1, 1:2 and 1:3
respectively, structural analyzes showed that the TiO,-PVA ratio 1:1 was the optimum, since that
relationship crystalline structure remained present anatase. In SEM morphological analysis of
TiO,-PVA coatings 1:1, had a rough surface with spherical particles in nanometer order and with
a thickness of about 15 pum. Using electrochemical impedance spectroscopy coatings were
analyzed, of the coating-solution interfaces and electrode coating. The impedance spectra were
adjusted to an equivalent electrical circuit, obtaining values a solution resistance (Rs) of 12.29-
56.01 Q for uncoated white electrodes and Rs 59.39-67.95 Q for electrodes coated TiO, PVA
1:1, whereas the resistance to charge transfer (Rp) values were obtained from 6823-23756 Q
electrode uncoated and Rp values of 2240-1737 E +11 coated electrode, the ability of the double
layer (CPEg) to white electrodes showed values of 9.42 E-04-1756-04 E-2 Fcm™ and coated
electrodes values 4.309 E-04 6.47-E-04-2 Fcm™ and finally n values were calculated from
0.4896 to 0.7976, indicating that the coating CPEg behavior exhibit a characteristic diffusion

process for inhomogeneous coatings.

Key words: Coatings, TiO,, anatase, impedance, interface.
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Estructura de la tesis

El presente documento se encuentra estructurado por siete Capitulos, referencias

bibliogréficas, y anexos.

El Ose establece el estado del arte donde se analiza la importancia que tiene en uso de los
biosensores como técnicas alternativas a los métodos analiticos actualmente utilizados y que
requieren de largos tiempos de andlisis, estos biosensores pueden ser aplicados en diferentes

areas de interés como la agroalimentaria, ambiental, biomédica, farmacéutica etc.

El Capitulo 2 se presenta la justificacion e importancia para la realizacion de este trabajo.
En el Capitulo 3 se da la hipotesis planteada en el inicio de este trabajo y el Capitulo 4
corresponde a los objetivos establecidos para la realizacion del trabajo.

El jError! No se encuentra el origen de la referencia.se refiere a materiales y métodos,
onde se dan las caracteristicas de los reactivos y equipos utilizados, la metodologia utilizada
para cumplir con los objetivos establecidos. ElI jError! No se encuentra el origen de la
eferencia.corresponde a la presentacion de resultados y su discusion. En lo que se refiere al 7se

establecen la conclusion y las perspectivas para trabajos futuros.

En altimo lugar, se presentan tres apartados, el primero incluye las referencias
bibliogréaficas que sustentan la informacion incluida en la presente tesis, el segundo contiene el

listado de los trabajos presentados en congresos, derivados de los resultados obtenidos.
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INTRODUCCION

Ante la necesidad de contar con resultados de analisis precisos y confiables para el
monitoreo y el control de procesos quimicos, ha originado el desarrollo de nuevos y sofisticados
métodos que requieren altos costos en instrumentacion, instalacién y mantenimiento, lo que ha
dado lugar a la aparicion de los sensores, cuyo objetivo principal es proporcionar informacion
cualitativa y cuantitativa de un determinado proceso quimico en funcién del tiempo; informacion
que ademas de permitir la monitorizacion y el control de los parametros de calidad, también
pueden ser Utiles para optimizar el consumo de energia y de materias primas, la duracién del
proceso y el aspecto final del producto terminado (Montafiez et al., 2011).

Se han desarrollado sensores pequefios, sencillos y versatiles, dispositivos que permiten
simplificar la adquisicion de informacién analitica, sin renunciar a la selectividad y sensibilidad
que brindan los poderosos métodos instrumentales de analisis (Gonzélez et al., 2005).

Los sensores son dispositivos que transforman la informacién fisica o quimica en una
sefial util que puede ser procesada y, por tanto, facilita la informacion de interés de una manera
rapida y sin necesidad de analisis complejos. Los sensores quimicos estan constituidos por dos partes
principales: un elemento de reconocimiento molecular o receptor que s6lo reconoce al analito por
cuantificar, y un elemento transductor de la sefial de reconocimiento, en cuya superficie se encuentra
inmovilizado el receptor (Jiménez et al., 2009).

La escasa versatilidad en la disponibilidad de receptores sintéticos es determinante y los
sensores quimicos presentaban un cierto grado de reconocimiento limitado, lo que originé el uso
de materiales bioldgicos como elementos de reconocimiento molecular, mucho mas selectivos y
versatiles que los de tipo sintético. A estos sensores quimicos que incorporan materiales
biologicos como elementos de reconocimiento molecular, se les dio el nombre de biosensores.
Debido a su alta selectividad y sensibilidad, las enzimas destacan como los elementos de
reconocimiento molecular mas utilizados en la construccion de biosensores (Montafiez et al.,
2011).

Gracias al apoyo de la biotecnologia, los biosensores actualmente suponen potentes
herramientas de andlisis con aplicaciones en la industria agroalimentaria medioambiental,

quimico, farmacéutico, etc. En la industria agroalimentaria, las tres grandes areas de aplicacion
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de los biosensores son: seguridad alimentaria, calidad alimentaria y control de procesos
(Gonzélez et al., 2005).

En los ultimos 30 afios, los biosensores electroquimicos han cobrado gran importancia.
Esto ha sido debido a la aplicacion de tecnologias de miniaturizacion en la fabricacion de
electrodos, lo que facilita la produccion en masa de biosensores, reduciendo asi los costos en su
fabricacion, y asegurando una gran reproducibilidad. De esta manera, es posible la integracion en
un &rea pequeiia de los dos o tres electrodos requeridos para la realizacion de medidas
electroquimicas (Cano, 2008).

La etapa clave para en el disefio o construccion de los biosensores es la técnica de
inmovilizacion, ya que esta etapa es limitante en la estabilidad y reproducibilidad del biosensor.
Las técnicas de inmovilizacion pueden ser por unién covalente, adsorcién, atrapamiento en una
matriz, adicional a estas técnicas de inmovilizacion se ha reportado la tecnologia sol-gel como
alternativa en las estrategias de inmovilizacion de biomoléculas, estd técnica permite la
preparacion de redes tridimensionales adecuadas para la encapsulacion de una gran variedad de
biomoléculas. Los materiales sol-gel inorganicos son particularmente atractivos para la
fabricacion de biosensores enzimaticos debido a las adecuadas condiciones ambientales
empleadas en su preparacion, permitiendo obtener materiales con porosidad, alta estabilidad
térmica e inercia quimica, y a que este tipo de material, a diferencia otros, no se hidrata en

disolucién acuosa.
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1 ESTADO DEL ARTE DE LOS BIOSENSORES

1.1 Biosensores

Un biosensor se define como un dispositivo compacto de analisis que incorpora un
elemento de reconocimiento biolégico o biomimético. Donde el elemento bioldgico puede ser un
acido nucleico, una enzima, un anticuerpo, un receptor, un tejido o una célula. Mientras que un
elemento biomimeético lo constituyen los polimeros de impresion molecular (PIMs), aptdmeros,
Acidos Nucleicos Peptidicos (PNAs). Estos elementos se encuentran asociados a un sistema de
transduccion que permite procesar la sefial producida por la interaccion entre el elemento de

reconocimiento y el analito.

Como resultado de esta union se produce la variacion de una o varias propiedades fisico-
quimicas: pH, transferencia de electrones, de calor, cambio de potencial, de masa, variacion de
las propiedades Opticas, entre otras, que detecta el transductor. Este sistema transforma la
respuesta del elemento de reconocimiento en una sefial eléctrica que es indicativa de la presencia
del analito que se quiere analizar o proporcional a su concentracion en la muestra (Gonzalez et
al., 2005).

@]
@] © @] © > Muestm a analizar
OOO

Elemento biolégico
W (célula completa,

enzima, organelo,
| Biorreceptor | etc.)

Transductor

E@

Procesador

Figura 1. Esquema general de un biosensor.
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Los biosensores iniciaron su desarrollo y comercializacion, alrededor de los afios 60,
orientados a aplicaciones clinicas y de impacto bioquimico. EI primer biosensor fue enzimatico
disefiado en 1962, empleado para determinar la concentracion de glucosa en sangre a través de la
reaccion catalizada por la glucosa oxidasa y acoplando la enzima a un electrodo selectivo de
oxigeno. Posteriormente, las enzimas inmovilizadas se fortalecieron en el diagndstico clinico

permitiendo el desarrollo de otros biosensores (Jiménez y Ledn, 2008).

Los biosensores poseen una serie de caracteristicas entre las que destacan su alta
sensibilidad y especificidad, bajo costo y manejo sencillo, tiempo de analisis cortos, ademas
permiten realizar analisis en tiempo real, pudiendo ser reproducibles y miniaturizados, estas
caracteristicas de los biosensores los hacen ampliamente aplicables para el aseguramiento de la
calidad fisicoquimica, microbiolégica, composicion vy la vida Gtil de los alimentos (Gonzalez et
al., 2005; Jiménez y Ledn, 2008 ).

1.1.1 Clasificacion

Los biosensores, generalmente se clasifican dependiendo de la naturaleza del material
bioldgico y en funcion del sistema de transduccion utilizado (Gonzélez et al., 2005; Castro et al.,
2007).

1.1.2 Naturaleza de material biologico

a) Biosensores cataliticos, cuyos receptores pueden ser enzimas, tejidos o células. Se
basan en la utilizacion de biocatalizadores que son elementos capaces de producir una reaccion
quimica sin consumo del biocatalizador, regenerandose y poder ser utilizado de nuevo. Pueden
utilizarse para detectar la presencia de alguno de los sustratos que participen en la reaccion,
detectando la desaparicion de algun co-sustrato o la aparicion de otro producto. Para aumentar la
estabilidad del material bioldgico se utilizan distintos sistemas de inmovilizacion que se

describen posteriormente. (Gonzalez et al., 2005).

b) Biosensores de afinidad, donde los receptores son anticuerpos, acidos nucleicos,

receptores celulares, etc. Estos biosensores se basan en la interaccion del analito de interés con el
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elemento de reconocimiento, sin que exista transformacion catalitica, sino que se produce una
reaccion en la que se forma un complejo analito-receptor. Para medir la interaccion, ya que no
existe consumo de sustratos ni generacion de productos, se suele utilizar un marcador del
receptor o de un elemento que compita con el analito por la union al receptor. El inconveniente
de este sistema es la necesidad de incluir pasos posteriores de lavado y separacién del exceso de
moléculas marcadas y la adicion de sustratos para que ocurra la reaccion que cataliza la enzima

que se usa como marcador (Jiménez y Ledn, 2008).

1.1.3 Sistema de Transduccion

El sistema de transduccion o transductor es el elemento que convierte las variaciones de
las propiedades fisicas o quimicas que se producen por la interaccién entre el elemento de
reconocimiento y el analito en una sefial que puede ser amplificada, almacenada y registrada. La
sefial generada por el transductor en algunos casos no puede ser interpretada directamente y es

necesaria la utilizaciéon de un software para su procesamiento.

Existen varios tipos de transductores dependiendo de la naturaleza de la interaccion entre
el elemento de reconocimiento y el analito se puede utilizar un tipo de transductor u otro
(Gonzélez et al., 2005).

a) Opticos: Los transductores 6pticos se basan en la medicion de las variaciones que se
producen en las propiedades de la radiacion electromagnética (REM) como consecuencia de la
interaccion fisica o quimica entre el analito y el elemento bioldgico. Las bases fisicas de este tipo
de sensores son los cambios que ocurren en la absorcion de REM, luminiscencia, dispersion de
REM o indice de refraccién, cuando la radiacion incide sobre las superficies de reconocimiento.
El sistema basico de medida consiste en una fuente de REM, el elemento biolégico (donde se

encontrarian las moléculas receptoras) y el detector (Jiménez y Le6n, 2008).

b) Térmicos: Se basan en la deteccion del calor generado en las reacciones enzimaticas
exotérmicas, que se puede relacionar con la concentracién de analito. Estos cambios de
temperatura normalmente se determinan por medio de termistores a la entrada y a la salida del

dispositivo en el que se encuentran inmovilizadas las enzimas. Presentan como inconveniente
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que pueden existir perdidas de calor por irradiacion, conduccion o conveccion (Gonzélez et al.,
2005).

c) Piezoelectricos: Los sistemas de transduccion piezoeléctricos, mésicos, gravimétricos
0 acusticos miden cambios directos de masa inducidos por la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo. Los materiales que se utilizan para el disefio de este tipo de biosensores son
materiales piezoeléctricos. Estos cristales se recubren con el elemento de reconocimiento que
suele ser de bioafinidad y se ponen en contacto con la muestra que contiene el analito. La sefial
medida es la variacién observada en la frecuencia de oscilacion antes y después de que se

produzca la interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito (Jiménez y Ledn, 2009).

d) Nanomecanicos: En este tipo de biosensores, el elemento de reconocimiento
bioldgico se inmoviliza sobre la superficie de una micropalanca de silicio, que se sumerge en una
muestra liquida. Generalmente se utilizan anticuerpos como elementos de reconocimiento. La
interaccion entre el elemento de reconocimiento y el analito produce un cambio diferencial en la
tension superficial del liquido y la micropalanca sufre una respuesta de tipo nanomecéanico que
consiste en un cambio de la deflexion o de la frecuencia de resonancia, la magnitud de este

cambio esta relacionada con la concentracion de analito (Gonzalez et al., 2005).

e) Electroquimicos: Los transductores electroquimicos transforman la sefial que se
produce por la interaccion entre el sistema de reconocimiento y el analito en una sefial eléctrica.
Proporcionando informacion analitica cuantitativa o semicuantitativa. El elemento de
reconocimiento bioldgico y el elemento de transduccion deben estar en intimo contacto
(Sanchez-Paniagua, 2008).

Se diferencian cuatro tipos de biosensores electroquimicos: potenciomeétrico,
conductimétrico, amperométrico e impedimétrico. En funcién de si detectan cambios en la
conductividad, en el potencial, en una corriente generada o en la impedancia (Gonzalez et al.,
2005; Castro et al., 2007).

Siendo los biosensores electroquimicos los mas utilizados en el area alimentaria (Flores et al.,
2010).

18



1.1.4 Electrodos o base del Transductor

Una de las ventajas de los biosensores electroquimicos es que los materiales utilizados en
la construccion de los sensores son simples y accesibles. Su principal requerimiento es que sean
materiales conductores. Pueden utilizarse metales nobles como el oro, platino, los derivados del
grafito, como el carbon vitreo, o bien materiales compuestos denominados compositos
conductores preparados a partir de diferentes materiales como el polvo de grafito dispersado

sobre un polimero aislante y los micro o nanoestructurados (Zacco, 2006).

Los transductores nanoestructurados son electrodos construidos o modificados con
materiales que tienen dimensiones en el intervalo de 1 a 100 nanémetros (nm). Por ejemplo:
nanoparticulas; nanotubos, nanocapas, y materiales nanoporosos. Las nanoparticulas, son
generalmente definidas como particulas microscépicas con al menos una dimension menor a
100nm, pero los aglomerados de las particulas pueden tener diametros mayores a los 100 nm
(Andrade, 2007).

Asi, el material modificador se elige de tal manera que sea selectivo (e incluso especifico)
a un analito en particular, o bien capaz de mediar reacciones redox que son lentas, o incluso
imposibles, sobre el electrodo sin modificar. De esta forma, los procesos redox que ocurren entre
el electrodo y el analito en disolucion estan fuertemente influidos por las caracteristicas del
modificador empleado. La gama de especies modificadoras es muy amplia, variando desde
depositos metélicos o capas de 6xidos metalicos, hasta el uso de materiales organicos, enzimas o
polimeros, (Cano, 2008). Entre estos materiales modificadores se encuentra el Oxido de Titanio.

1.1.5 Sistemas de inmovilizacion

Una etapa clave en la construccion de un biosensor es la inmovilizacion del elemento de
reconocimiento sobre una membrana o matriz, que a su vez se fija a la superficie del transductor.
Este material de base puede actuar unicamente como soporte del componente biologico o
participar ademas en la transmision de la sefial al sistema de transduccion. La eleccion de uno u
otro procedimiento depende de la naturaleza del elemento bioldgico, el tipo de transductor, las

propiedades fisicoquimicas del analito y las condiciones de trabajo del biosensor, caracteristicas
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importantes como el tiempo de vida o la sensibilidad, dependen de la metodologia de

inmovilizacion utilizada (Gonzélez et al., 2005).

Las técnicas empleadas para la inmovilizacion del biomaterial incluyen: métodos fisicos

como la adsorcion, encapsulacién o atrapamiento y métodos quimicos como el entrecruzamiento

y las uniones covalentes. En la Tabla 1 se resumen las principales caracteristicas de cada una de

las técnicas de inmovilizacion empleadas en la construccion de los biosensores (Gonzélez et al.,

2005).

Tabla 1. Técnicas de inmovilizacién empleadas en la construccion de biosensores.

Técnica de

Inmovilizacion

Descripcion Matriz Ventajas Inconvenientes
Adsorcion fisica | Unién del ER* | Celulosa. Sencilla. Unidn débil: perdida de
a I_a matriz | - 4e silice. Bajo costo. ER por condiciones
mediante ) _ externas.
interacciones Colageno. Matriz Control  estricto de
1onicas, Hidroxiapatita. regenarable. proceso
puentes de Sin
hidrogeno, Acetato. modificacion
Fuerzas de es del ER
Van der Waals
Atrapamiento Retencion Geles:  agar, | Sencilla. Union débil.
1;|r?|ca del IIEaF; Bg:?cnr'ilami da Bajo costo. Control estricto de la
) . ' . olimerizacion de la
cavidades Matrices Se neC(_%Slta Fnatriz
interiores de la | electrédicas poca cantidad '
matriz compositas de ER. No regenerable.
rigidas. Sin
modificacion
es de ER.
Proximidad
entreel ER y
el
transductor.
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Entrecruzamiento | Uniones Reactivos: Costo Tratamiento con
irreversibles de | Glutiraldehido, | moderado. sustancias quimicas
IosdER entre si | aminas etc. Estable  en | foXicas.
mediante condiciones | No regenerable.
reactivos extremas.
funcionales
Minima
perdida  de
ER.
Enlaces Uniones Agarosa, Manipulacion | Alteracion  del ER
covalentes covalentes del | celulosa, sencilla. (centro  activo  en
ER con grupos | cefasora Estable  en | enzimas). Inadecuado
qui_micos CL-6B condiciones | para ER muy sensibles
activados 0 extremas. (pH, temperatura). No
directamente regenerable.
el q Tratamiento con
transductor. sustancias quimicas
toxicas. Costo elevado.

*ER: elemento de reconocimiento.

(Gonzélez et al., 2005)

En la Figura 2 aparecen esquematizados los tipos de inmovilizacion mas usuales en la

construccidn de biosensores y descritos en la Tabla 1.

ADSORCION
L

— s p———

mm Soporie

Centro activo del material
agsorbente cargado

Adsorbente Enzima negativamente

ATRAPAMIENTO

Atrapamiento
polimérico

Encapsulamiento en
una membrana

INciusion en la matriz
del ransductor

wm Sopone mm Enzima

!
!
! .
!
-
Enfrecruzamiento
{"Crossinking”)

INMOVILIZ ACTOMN QUIMICA

%
Y
-

Acoplamiento
covalonta

Figura 2. Principales tipos de inmovilizacion.

21



Ademas de los cinco tipos de inmovilizacién, se han investigado otros mecanismos
alternativos. En las que se encuentra, las técnicas de sol-gel, monocapas autoensambladas y
membranas lipidicas que se estan empleando con éxito en el campo de los biosensores
(Sanchez-Paniagua, 2008).

La técnica sol-gel es un método atractivo para la inmovilizacion de biomoléculas como
las enzimas. Comparada con otros tipos de inmovilizacion las peliculas de sol-gel tienen algunas
ventajas tales como atrapamiento de grandes cantidades de enzima, facil acceso al sustrato,
preparacion simple sin modificacion covalente, flexibilidad y control en el tamafio de poro y

geometria (Kochana et al., 2008).

1.2 Proceso sol-gel

El método sol-gel se ha constituido como un proceso prometedor para la manufactura de
vidrios y cerdmicas. Este método ha generado gran interés cientifico y tecnolégico y su futuro
empleo dependera de la posibilidad de fabricar mejores materiales o productos completamente
nuevos, esto exige un mayor conocimiento de los fendmenos fisicoquimicos que ocurren durante

el proceso (Guzman et al., 2007).

A pesar de ser uno de los procesos mas empleados para la obtencién de los nuevos
materiales ceramicos, este tiene su origen a mediados del siglo XIX, cuando Ebelman y

Graham’s iniciaron sus estudios sobre el gel de silice.

En general, el proceso sol-gel implica la transicién de un sistema en estado liquido,
“sol” (suspension coloidal de particulas solidas de tamafio de ~1-1000 nm, que estan en esta
condicién gracias al movimiento Browniano), a una fase solida denominada “gel” (so6lido
constituido por al menos dos fases, donde la fase liquida se encuentra atrapada e inmovilizada

por la fase sélida), (Brinker y Scherrer, 1990).

Las reacciones mas importantes que ocurren en el sistema, durante la formacion del sol
y su transicién a gel, son las de hidrolisis y condensacion. Los precursores usados en la
preparacion del “sol” son sales metalicas inorganicas y, mas frecuentemente, compuestos metal-

organicos (alcoxidos), (Brinker y Scherrer, 1990).
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El sol puede prepararse en medio acido, basico o neutro. ElI pH del sol modifica
substancialmente tanto la estructura de las particulas, como las propiedades de los éxidos.
Adicionalmente, el pH controla el tiempo de reaccion modificando las reacciones de hidrolisis y
de condensacion.

En el sistema se forman cadenas de particulas sélidas, pequefias e inmersas en el liquido
(solvente orgédnico o acuoso). Las particulas solidas, o las cadenas de particulas, son tan
pequefias, de 1 a 1.000 nm, que las fuerzas gravitacionales son despreciables y las interacciones
que predominan son las de tipo Van der Waals, coulombicas y estéricas; el “sol” es estabilizado
por la repulsion estérica, el efecto de la doble capa o la combinaciéon de las anteriores. La
transformacion del sol a gel permite obtener materiales ceramicos con diversas formas y la
obtencion de peliculas finas sobre un sustrato. Cuando el “sol” se coloca en un recipiente,
preferentemente de vidrio, se forma un “gel himedo” que con un secado y un tratamiento

térmico posterior se convierte en un polvo ceramico (Ochoa et al., 2010).

Si se remueve mediante un tratamiento térmico convencional el resultado es un xerogel.
Si se remueve a través de evacuacion supercritica, el resultado es un aerogel. En la Figura 3 se

muestra el diagrama general del proceso sol-gel.

's a0 T -
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seet xtraccién sofe,
— — — e
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Particulas uniformes
‘ Gel Aerogel
| — p—
Evaporacion
Pelicula de xerogel .L de solventes
Xerogel

Calor
Calor

[
Pelicula densa ‘ I

Ceramico denso

Figura 3. Proceso sol-gel y productos que pueden obtenerse.
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1.2.1 Precursores empleados en el proceso sol-gel

Basicamente existen tres tipos de precursores empleados en el proceso sol-gel,

dependiendo de la clase de ligandos enlazados con el éxido metélico, los cuales son:

a) Alcoxidos: El ligando es un alcohol desprotonado que suele reaccionar con la humedad
del aire, por lo que se requiere un control adecuado de la atmosfera durante el
procesamiento. Los alcoxidos metalicos son los mas utilizados porque reaccionan
rapidamente con el agua.

b) Carboxilatos metélicos: Son productos resultantes de la reaccion de sales metélicas y
acidos organicos. El ligando es un acido organico desprotonado. Son compuestos pocos
volatiles y de dificil descomposicion.

c) B-dicetonas son compuestos que se utilizan como agentes acomplejantes, los cuales
poseen dos oxigenos resonantes con una gran capacidad quelante, alta volatilidad y gran
capacidad polimerizante cuando estan coordinadas con un metal y a su vez se

descomponen a temperatura muy baja.

Generalmente los alcoxidos metalicos son ampliamente utilizados como precursores
moleculares para la sintesis de Oxidos metélicos, ya que son especies muy reactivas. Las
reacciones de hidrdlisis y condensacion ocurren rapidamente con el simple hecho de adicionarle
agua. Ademas, también reaccionan con una gran variedad de compuestos quimicos que contienen

grupos hidréxido nucleofilicos (Guzman et al., 2007).

1.2.2 Reacciones en el proceso sol-gel

El mecanismo de reaccion por el cual se tiene la transicién de sol a gel es probablemente,
una sustitucion nucleofilica bimolecular en presencia de un catalizador basico, y una sustitucion

electrofilica cuando se tiene un catalizador acido.

A nivel grupo funcional, dos reacciones son las mas importantes para describir el proceso
sol-gel: la hidrdlisis y la condensacion; es dificil separar estas dos reacciones ya que ambas se
llevan a cabo de manera simultanea, formando intermediarios como: grupos etoxi (-M-OR),
grupos hidroxi (-M-OH) grupos metaloxano —(M-0O-M). Las reacciones que se llevan a cabo en
el proceso sol-gel son las siguientes:
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Hidrdlisis:
La hidrolisis ocurre cuando el alcoxidos y el agua son mezclados, utilizando como

disolvente el alcohol correspondiente, el cual se tiene como subproductos de la reaccion, como se

indica en la reaccion correspondiente a la hidrdlisis.
M (OR),+H,O —> OH-M (OR),.1 + ROH (Ecuacion 1)
Condensacion:

En la reaccion de polimerizacion o condensacion, reaccionan entre si los grupos
intermediarios formados en la reaccion de hidrélisis para generar redes poliméricas del tipo —M-
O-M-. Esta ultima reaccion determina la estructura primaria de los geles asi como sus

propiedades.

Como las reacciones, tanto de hidrdlisis como de condensacion, se llevan a cabo casi
simultdneamente, estas no se realizan de manera total. Es importante hacer notar que la reaccion
de condensacion tiene gran influencia sobre la gelificacion, pues se puede llegar a la
precipitacion, o alternativamente a la formacion del gel, dependiendo de las condiciones de esta

reaccion (Guzmén et al., 2007).
-M-OR +-OH —> -M- O- + ROH (Ecuacion 2)
-M-OH + -M-OH ——> -M-O-M- + HOH (Ecuacion 3)
En donde:
M= Si, Al, Mg, Ti, etc.
R= Radical

Las reacciones de hidrolisis y condensacion son muy sensibles a las siguientes condiciones

experimentales:

a) pH de lareaccion
b) Concentracion del agua
c) Concentracién del disolvente

d) Tiempo de reaccién
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1.2.3 Gelacion

Un gel, es una interconexion de una red rigida, con poros de dimensiones

submicrométricas y cadenas poliméricas, con una longitud promedio mayor a 1 pm.

La gelacion es el proceso cuando la solucion pierde su fluidez y toma la apariencia de un
solido elastico. Consiste en la formacion de grupos por la condensacion de polimeros y
agregacion de particulas porque hay choques de los coloides. Los puentes que se forman entre
los grupos son para producir un grupo unico y gigante que sera llamado gel. El grupo gigante
que se aproxima al tamafio del recipiente que los contiene, por lo tanto no estd puro. Al momento
que el gel se forma, muchos grupos estan presentes en la fase del sol, enredados, pero no unidas
al grupo gigante, con el tiempo, progresivamente se conectaran a la cadena y el tamafio del gel

crecera.

1.2.4 Envejecimiento

El termino envejecimiento se aplica al proceso de cambio en la estructura y propiedades
después de la gelacion. Envejecimiento involucra la condensacion, disolucion, re-precipitacion y
transformacion de fase dentro de las fases solidas o liquidas. Algunos geles reciben una
reduccion espontanea, llamada sinéresis (formacion de enlace a atraccion entre peliculas que
inducen a la contraccion de la red o expulsion del liquido de los poros). El gel debe ser
depositado por un periodo de tiempo, horas o dias. Durante esta etapa, la poli-condensacion
continda a lo largo con una solucién y la re-precipitacion del gel. La resistencia del gel
incrementa con el envejecimiento. Un gel envejecido debe desarrollar suficiente fuerza para

resistir el rompimiento durante el secado.

1.2.5 Secado

El secado de geles se lleva acabo después de que se ha alcanzado el punto de gelificacion,
e involucra una serie de procesos al secar y dar tratamiento térmico a estos tales como:
evaporacion de agua ocluida en el gel, evaporacion del disolvente, eliminacion de residuos

organicos, deshidroxilacion del gel, al igual que los cambios estructurales que sufre el material.
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El secado por evaporacion bajo condiciones normales incrementa la presion capilar que
causa la disminucion de la red del gel, dando como resultado un gel seco Ilamado xerogel, el cual

algunas veces reduce su volumen por un factor de 5 a 10 comparado con el gel himedo original.

Durante el secado el liquido es removido de la red porosa interconectada. En esta etapa
grandes tensiones de capilaridad pueden desarrollarse cuando los poros son pequefios (menores a
20 nm). Estas tensiones provocan un rompimiento catastréfico de los geles, a menos que el
proceso de secado sea controlado por decremento de la energia del superficie del liquido, por
adicién de surfactantes o eliminacién de poros muy pequefios, 0 por evaporacién hipercritica, a
cual evita las interfaces solido-liquido o por obtencion de tamafio de poros monodispersos,

controlando los rangos de hidrdlisis y condensacion.

Un tratamiento térmico a altas temperaturas del gel poroso favorece una densificacion
eliminando la mayor cantidad de poros. La temperatura de densificacion depende
considerablemente de las dimensiones de la red del poro, la conectividad de los poros y el area
superficial de la estructura. El tratamiento térmico de un gel poroso se lleva a cabo a

temperaturas elevadas (~500 °C), denominandose sintonizacion.

Dependiendo del procedimiento experimental empleado (tipo de precursores, tipo de
depdsito y tratamiento térmico, etc.), el método sol-gel presenta algunas diferencias, las cuales
influyen en el producto final: peliculas delgadas, polvos o monolitos (Brinker y Scherrer, 1990).

El proceso de obtencion de polvos cristalinos a partir del gel se muestra en la Figura 3.

1.2.6 Materiales obtenidos por el proceso Sol-gel

Los materiales obtenidos por sol-gel, basados en la hidrolisis y condensacién de
compuestos de alcoxidos de metales M (OR)x, tienen diferentes posibles usos como la formacion
de ceramicas Opticas, electrénicas y estructurales, en forma de fibras, recubrimientos, peliculas

delgadas y materiales compuestos (Dimitriev, 2008).

En la actualidad, dicha técnica tiene un area de aplicacibn muy extensa, la diversidad de

materiales y sus potenciales usos pueden englobarse en los siguientes campos:

- Peliculas delgadas o recubrimientos: Aplicaciones oOpticas, electronicas, protectivas y
recubrimientos o peliculas delgadas porosas.
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- Monolitos: Materiales en volumen secados sin fracturas. Aplicaciones en componentes
opticos, super-aislamiento.

- Polvos granos y esferas. Uso de polvos como precursores cerdmicos, granos abrasivos,
aplicaciones de esferas densas 0 huecas ya sea ceramicas 0 Vvitreas.

- Fibras: Obtenidas directamente de solidos viscosos, usados principalmente para refuerzo
o fabricacion de textiles refractarios.

- Compuestos. Geles usados como matrices para compuestos reforzados con fibras o
particulas y como anfitriones de fases orgénicas, cerdmicas o metalicas.

- Geles porosos y membranas. Aplicaciones resultantes de la habilidad de adaptar la
porosidad de membranas delgadas, asi como xerogeles (geles secos) o aerogeles
(Macwan et al., 2011)

1.2.7 Ventajas y desventajas del proceso sol-gel

El proceso sol-gel, es uno de los métodos de sintesis de mayor auge en los Gltimos afios.
Ademas de ser un proceso que no requiere condiciones especiales para su desarrollo podemos

mencionar algunas de las muchas ventajas de este método.

- Los precursores usados en el proceso sol-gel (alcdxidos metalicos y las soluciones de
sales inorganicas) pueden ser purificados facilmente.

- Los materiales obtenidos presentan gran homogeneidad y pureza.

- Se puede dopar al material con una gran cantidad de diferentes materiales tanto organicos
Como inorganicos.

- Existe la formacion de pre-redes inorganicas en la solucion.

- La velocidad de reaccion y las propiedades del solido final pueden ser controladas desde
la primera etapa del proceso.

- Se puede controlar el grado de hidroxilacion en la superficie del solido final.

- La estructura de los geles obtenidos, puede ser controlada desde la reaccién de hidrolisis
mediante la adicion de catalizadores acidos o basicos.

- Se minimizan las perdidas por evaporacion.

- Se minimiza la contaminacion del aire.

- Se pueden formar nuevas fases cristalinas a partir de solidos no cristalinos.
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- Las estructuras cristalinas de TiO, pueden obtenerse tanto como en condiciones

ambientales (T < 100°C) como a altas temperaturas (Brinker y Scherrer, 1990).

El método sol-gel ademas de ventajas tiene algunos inconvenientes los cuales se enlistan a

continuacion:

- Alto costo de los precursores.

- Alta contraccion de los materiales de partida durante su proceso.
- Poros residuales muy finos.

- Grupos hidroxilos residuales.

- Carbon residual.

- Largos procesos de sintesis (Brinker y Scherrer, 1990).

1.3 Generalidades del Dioxido de Titanio

El titanio, es el noveno elemento mas abundante en la corteza terrestre y tiene lugar en la
naturaleza sélo en combinacién con otros elementos tales como oxigeno para formar TiO,. El
dioxido de titanio (TiOy), es un semiconductor tipo n sensible a la luz, que absorbe radiacion
electromagnética, principalmente en la region ultravioleta, ademas es un oxido anfétero muy

estable quimicamente, (Vargas et al., 2011).

El dioxido de titanio (TiO,) se presenta en la naturaleza en tres formas cristalinas: rutilo
(estructura tetragonal simple), anatasa (estructura tetragonal centrada en el cuerpo) y broquita
(estructura ortorrombica). Otra fase no menos importante, pero a aun no se ha reportado nada
sobre su influencia en la actividad fotocatalitica, es la B-TiO,. Sin embargo, solo el rutilo y la
anatasa tienen aplicacion tecnolégica. En la Figura 4, se observan las diferentes estructuras
cristalinas del TiO, (Gupta et al., 2011).
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Figura 4. Estructuras cristalinas del Dioxido de Titanio (TiOy), a) anatasa, b) rutilo, ¢) broquita,
d) B-TiO2

El didxido de titanio rutilo y anatasa se producen industrialmente en grandes cantidades
empleandose principalmente como pigmentos y catalizadores y en la produccion de materiales
ceramicos. El 6xido de titanio, especialmente en fase anatasa, es ampliamente utilizado como
fotocatalizador, por sus propiedades Opticas y eléctricas, bajo costo, estabilidad quimica y baja
toxicidad, ademas es utilizado como recubrimiento anticorrosivo, etc., ( Ochoa et al., 2010;
Gupta et al., 2011).

La estructura de TiO, se basa en la coordinacién octaédrica de Ti*" que se encuentra
rodeado de seis 4tomos de O%, estando estos a su vez unidos a tres 4&tomos de titanio con una
configuracion trigonal. Dependiendo de como se establezcan las uniones entre los octaedros
unitarios, aparecen las cuatro modificaciones cristalinas mencionadas anteriormente (Figura 4).
De este modo la anatasa y el rutilo cristalizan en el sistema tetragonal mientras que la brookita lo

hace en el ortorrdémbico y la B-TiO; en la monoclinica (Gupta et al., 2011).
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Tabla 2. Propiedades fisicas de las fases cristalinas de la Titania.

Propiedad Rutilo Anatasa Brookita
Estructura cristalina Tetragonal Tetragonal Ortorrombica
Celda unitaria 2 4 8
Volumen de celda 0.03122 0.03407 0.03211
unitaria nm?
Densidad Kgm™ 4250 3895 4133
Indice de refraccion 2.72 2.52 2.63
Band-gap, eV 3.05 3.25 2.20
Transformacion de | Rutilo a liquido: a Anatasa a rutilo: Brookita a anatasa:
fase 1825 °C 600-1100 °C 400-500 °C
Brookita a rutilo:
500-600 °C
Capacidad calorifica
(C°P 298.15J/mol °C 55.06 55.50
indice de refraccion ng: 2.9467 ng: 2.5688 ng:2.809
np: 2.6506 np: 2.6584

(Gupta et al., 2011).

La anatasa es la fase que exhibe mayor actividad fotocatalitica. En la naturaleza se
presenta en grietas alpinas, arcillas, rocas, etc. Tiene una estructura tetragonal centrada en el

cuerpo. Por calentamiento se transforma a rutilo, lo que aumenta su densidad.

El rutilo toma su nombre del mineral rutilo, que contiene un mineral de éxido de Ti (IV).
Tiene aplicaciones importantes en la industria, ya que es la base del titanio metalico (V) amorfo.
Es el pigmento blanco mas utilizado en el mundo. Esta presente en la naturaleza en pegmatitas,

grietas, alpinas, rocas de sedimentacion etcétera.

Por otro lado, la brookita tiene una estructura ortorrombica. Esta fase sintética se utiliza

en desodorizarian, proteccion de agentes atmosféricos e incluso para tratamiento de agua
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residuales. El proceso de produccién de brookita se basa en la reaccion entre el tetracloruro de
titanio (TiCly) y el acido clorhidrico (HCI), que promueve la cristalizacion de esta. Esta fase
cristalina pertenece al grupo de los hidrotermales, ya que se forman por disolucion y

precipitacion, relacionados con la solidificacién del magma en fisuras en rocas preexistentes.

La fase B-TiO, presenta una estructura monoclinica centrada en las bases. Esta es una de

las fases del TiO, que menos se ha reportado (Macwan et al., 2011).

1.3.1 Aplicaciones de TiO;

Gracias a las propiedades quimicas, Opticas, dieléctricas y semiconductoras de TiO; sus

aplicaciones se han extendido a muy diversos campos cientificos y tecnoldgicos:

- Mas del 80% de la produccion del Rutilo estd destinada a su utilizaciébn como pigmento
blanco en pinturas, papel, cerdmicas, vidrios, etc.

- Fabricacidn de aparatos electronicos tales como sensores de gas células fotovoltaicas y
dispositivos de memorias.

- Construccion de superficies autolimpiables, para esterilizar espacios cerrados o con fines
estéticos: fachadas de edificios.

- Componente de parabrisas, escaparates y espejos, para evita la formacion de nieblas,
aprovechando su caracter hidrofilico.

- Soporte catalitico de otras fases: metales nobles como Pt, en reacciones de hidrogenacion,
b) metales como Mo, W y V, en procesos de oxidacion selectiva de hidrocarburos,
reduccion catalitica selectiva SCR.

- Fotocatalizador para la purificacion de corrientes gaseosas o efluentes liquidos (Chen y
Mao, 2007).

En los ultimos afios los materiales obtenidos por el proceso sol-gel son un tipo de
matrices atractivas para la inmovilizacion de bioreceptores en la construccion de biosensores.
Investigaciones recientes han demostrado que este tipo materiales pueden retener la actividad
catalitica de la enzima. El TiO, obtenido por sol-gel es un material biocompatible debido a sus

ventajas tales como: puede ser preparado bajo condiciones ambientales, rigidez fisica, inercia
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quimica, alta estabilidad térmica y fotoquimica, menor hidratacion, tanto en solucion acuosa

como en organica (Jiuhong et al., 2003; Ting et al., 2003).

Diversos sistemas de sol-gel, como silice, alimina, 6xido de titanio se han reportado
como materiales adecuados para la inmovilizaciéon de enzimas como la Glucosa Oxidasa (GOD),

peroxidasa (HRP), la tirosinasa y otras biomoléculas (Kochana et al., 2008).

1.3.2 Meétodos de Obtencién
Los métodos de obtencion de TiO, pueden dividirse en dos méetodos:

» Método en fase gas

» Método en fase liquida

Métodos en fase gas:

Hidrodlisis en fase gas de TiCl,: En este proceso se incluye la mezcla completa de TiCL,4
gasificado con gases reactantes (hidrogeno oxigeno). El gas reactante presenta ebullicion a altas
temperaturas y entonces es cuando ocurre la disolucion de TiCl, en los gases reactantes. Los

polvos comerciales de Degussa P25 se elaboran usando este método.

Oxidacion en fase gas TiCl,. Los polvos de Titania también pueden producirse por
oxidacion volatil de metales clorados (TiCly) a altas temperaturas usando reactores de aerosol

con flama y presiones cercanas a la atmosférica.

Hidrdlisis de alcdxidos de titanio en fase vapor. Los vapores de alcéxidos de titanio
(Ti (OR)4 y agua son rociados con gas nitrégeno en una camara de hidrolisis. La reaccion de

hidrolisis ocurre rapidamente para formar particulas esféricas de TiO,.

Métodos en fase liquida:

Hidrélisis en fase liquida de TiCl,. La Titania también puede formarse por una
reaccién de hidrolisis en fase liquida. Esta ruta también ha sido usada comercialmente para
preparar TiO, en forma de finas particulas. El TiCl, se solubiliza en agua y la reaccion de

hidrolisis toma lugar a alturas temperaturas.
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Metodo hidrotérmico. Este metodo usa soluciones como solventes y precursores a
presiones y temperaturas elevadas. Los precursores son mas utilizados son el TiCl, y el (Ti
(SO4)2); (Chen y Mao, 2007).

Sol-gel. Es conocido como un método eficiente para preparar TiO; ya que favorece con
facilidad la sintesis de materiales ceramicos. Una buena homogeneidad de la solucion a escala
molecular y un control adecuado de los parametros experimentales, permiten la incorporacion de
una variedad de metales dopantes, polimeros etc., en la matriz de TiO,. Por todas las ventajas
que ofrece este método, en la presente investigacion se utiliz esta técnica como un método

sencillo y eficiente para la preparacion del material a utilizar (Chen y Mao, 2007).

La sintesis de TiO, por el proceso Sol-gel sigue las mismas reacciones y etapas que
caracterizan al proceso. Asi, una de las principales ventajas de este proceso es la obtencion de
materiales a bajas temperaturas, en condiciones ambientales. Se ha reportado una ruta para
sintetizar TiO, a través del proceso Sol-Gel, en fase anatasa y rutilo a temperaturas <100°C a
diferencia de los procesos usuales de sintesis, donde se emplean temperaturas superiores a los
400°C. Describieron a través de un diagrama de Temperatura vs. Tiempo, los intervalos de
temperatura y tiempo adecuados para la formacion en solucion acuosa de las fases anatasa y la
fase rutilo. En el diagrama de la Figura 5 se observan los rangos de temperatura y tiempo para la

sintesis de las fases cristalinas de TiO, (Gopal et al., 1997).
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Figura 5. Diagrama de Fases (Tiempo vs Temperatura) del TiO».
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En un intervalo de temperatura de 80 a 90°C durante los primeros 20 minutos de
calentamiento se inicia la hidrolisis del sol de Titania, presentandose un cambio de coloracion
en la solucion (de transparente a una solucion blanca y opaca), lo que indica el inicio de la
formacion de redes. Durante los posteriores 100 minutos se completa el tiempo necesario para
que terminen las reacciones de policondensacion y ese momento se obtiene la fase anatasa,
(Gopal et al., 1997).

Las caracteristicas particulares del 6xido metélico formado varian dependiendo de las
condiciones experimentales. La estructura y morfologia formada dependen tanto de parametros
internos como: la naturaleza del grupo alquilico y estructura molecular del precursor, como de
parametros externos tales como: la relacion agua/metal alcoxido, temperatura, tipo de

catalizador, solvente y concentraciones, etc. (Macwan et a., 2011).

1.4 Peliculas por Técnica Sol-gel

Una de las aplicaciones mas importantes del proceso sol-gel, es la produccion de
recubrimientos que pueden exhibir una amplia variedad de propiedades, por este proceso se

pueden recubrir interior y exteriormente objetos con formas complejas.

La aplicacion de los recubrimientos se logra a bajas temperaturas; aunque muchos de los
casos son necesarios tratamientos térmicos con el propoésito de densificarlos. Adicionalmente, los
recubrimientos aplicados pueden prepararse con estructura cristalina o amorfa. Es posible

encontrar aplicaciones para producir recubrimientos dpticos, protectivos o porosos

El proceso de formacion de peliculas involucra los siguientes pasos: 1) Hidrolisis del
precursor con formacion de grupos terminales, 2) condensacion por formacion de uniones —M-O-
M con pérdida de agua, 3) condensacion cruzada con formacion de polimeros o particulas
submicrométricas, 4) gelificacion con una formacion de una estructura tridimensional, 5)
deshidratacion y densificacion por calentamiento. Existen dos alternativas para el proceso de
hidrolisis: a) hidrdlisis controlada en medio alcohdlico con cantidades estequiométricas o sub-
estequiométricas de agua, que da lugar a la formacion de polimeros organicos; b) hidrolisis con
exceso de agua seguida de peptizacion en medio acido, que da lugar a la formacion de particulas

submicrométricas (Segota et al., 2011).
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El tamafio de particula y las caracteristicas de las peliculas depende de las condiciones de
sintesis del sol. Los soles poliméricos producen peliculas mas compactas debidos a la
interpenetracion de las unidades poliméricas durante la gelificacion y secado (Brinker y Scherrer,
1990).

1.5 Particulas nanométricas en un matriz polimérica

La introduccion de particulas nanométricas en una matriz polimérica es una estrategia
bastante utilizada para producir nuevos materiales hibridos con mejores propiedades eléctricas,
térmicas, dpticas, mecéanicas, reoldgicas y de barrera de gases.

Entre las cargas introducidas en los polimeros figuran principalmente las arcillas,
silicatos, nanotubos de carbono y Oxidos metalicos. Entre estos ultimos podemos resaltar la
utilidad del TiO, para impartir propiedades especificas, como filtros UV y buenas propiedades
mecénicas. Desafortunadamente, el reforzamiento de polimeros hidrofobos como el polietileno,
con nanoparticulas de TiO, es dificil debido a la tendencia a la aglomeracion. El alcohol
polivinilico es un polimero biodegradable e hidréfilo, que tiene maltiples usos en la preparacién
de materiales plésticos, en la industria textil y en la industria farmacéutica. En esta Gltima se

emplea como excipiente, adhesivo, formador de peliculas y como matriz (Cabrera et al 2007).

Durante muchos afios, el alcohol polivinilico (PVA) ha sido extensamente investigado
por un gran numero de técnicas para obtener una mejor comprensién de sus propiedades fisicas y
quimicas. Debido a sus buenas propiedades formadoras de pelicula, excelentes propiedades
mecanicas, biocompatibilidad, baja toxicidad, flexibilidad, facil preparacion, excelente
resistencia quimica, y su capacidad para ser reticulado sin ningln agente quimico, el PVA se ha
utilizado en una amplia variedad de aplicaciones, que incluyen el campo biomédico, sensores, la
industria alimentaria, y las células de combustible, para nombrar algunos. Este polimero sintético
se ha mezclado y quimicamente modificado con un alto nimero de polimeros naturales y
compuestos inorganicos para aumentar o mejorar propiedades especificas, por ejemplo, la

conductividad o propiedades mecéanicas (Gonzélez et al., 2012).

El alcohol polivinilico (PVA) se ha usado ampliamente como una matriz para la
preparacion de nanocompuestos debido a su facil manejo y alta claridad oOptica. Se considera
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entre los mejores polimeros como matriz huesped para particulas de Oxidos metalicos, y se
utiliza con frecuencia como un estabilizador por su claridad Optica, que permite la investigacion

de la formacion de nanoparticulas (Gonzélez et al., 2012).

1.6 Elemento de Reconocimiento Bioldgico

Una de las principales caracteristicas del material biolégico empleado para la fabricacion
de los biosensores es su alta selectividad, permitiendo diferenciar en algunos casos, incluso
isdbmeros de una molécula. Esta particularidad hace que estos componentes sean de gran interés

en la aplicacion como receptores en la fabricacion de biosensores (Gonzélez et al., 2005).

Los biosensores, sobre todo los basados en transductores electroquimicos, son uno de los

campos que mas que mas se ha investigado en los Gltimos afos.

Existen diferentes tipos de bioreceptores que se pueden inmovilizar sobre transductores

electroquimicos:

» Anticuerpos
Acidos nucleicos
Microorganismos

Tejidos organicos

YV V V V

Enzimas

Los enzimas son los elementos méas comdnmente utilizados para la fabricacién de

biosensores debido a su bajo costo, disponibilidad en el mercado y facil manipulacion.

Se han desarrollado gran cantidad de biosensores para la determinacion de compuestos
fendlicos, siendo los biosensores electroquimicos de tipo amperométrico los mas utilizados
(Sanchez-Paniagua, 2008).

La mayor parte de los biosensores amperométricos utilizan enzimas del grupo
oxidoreductasas pues las especies consumidas o producidas durante el proceso de 6xido-

reduccion, suelen ser facilmente leidos por el transductor amperométrico (Cano, 2008).
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Las enzimas polifenoloxidasas (PPO), son las enzimas mas utilizadas para la
determinacion de estos compuestos, en las que se encuentra la enzima, lacasa, y la tirosinasa,
metaloenzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en plantas y hongos (Chawla et al.,
2011).

Las polifenol oxidasas son metaloenzimas que contiene un 0.2 % de cobre. Para que la
enzima actué sobre un substrato fendlico, el Cu2+ da de encontrarse reducido a Cu+, estado en el
que la enzima puede ligar un oxigeno. El cobre situado en el centro activo del enzima, es
esencial para la actividad de la polifenol oxidasa y su acomplejamiento da lugar a la inhibicion
de la misma. Bajo la denominacion de polifenoxidasas, quedan comprendidas dos tipos de
enzimas. El primer grupo lo constituyen las lacasa (E.C. 1.10.3.1) y el segundo tipo las lacasas

(E.C. 1.10.3.2). Las primeras catalizan dos reacciones distintas:

a) Reaccion 1 o Actividad creaolasa: hidroxilacion de monofenoles en la posicion orto
para obtener o-difenoles.
b) Reaccion 2 Actividad catecolasa: oxidacion de o-difenoles a sus correspondientes o-

quinonas.

Estas dos reacciones enzimaticas consumen oxigeno y son conocidas en la literatura por

el apelativo de actividad monofenolasa (o creolasa) y actividad o-difenolasa (o catecolasa).

Un segundo tipo de enzimas también denominadas polifenol oxidasas son las lacasas
(E.C. 1.10.3.2), quienes tienen la peculiaridad de oxidar tanto o-difenoles como m- y p-fenoles a
suscorrespondientes quinonas con un pH optimo entre 4 y 7.5 (Mufioz et al., 2007). En la Figura
6 se presenta el esquema de reaccion de las enzimas Lacasa y Tirosinasa.

OH a ) OH OH b) o}
OH OH 0
Tyr/ Lac Tyr/Lac
0, 0O,

Figura 6. Esquema de reaccion de las enzimas en la hidroxilacion de monofenoles y la
deshidrogenacién de o-fenoles a 0-quinonas.
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1.7 Técnicas de Caracterizacion

A continuacion se describen brevemente las diferentes técnicas de caracterizacion

empleadas en este estudio; para el andlisis quimico, estructural, morfoldgico y electroquimico.

1.7.1 Difraccién de Rayos X

La Difraccion de rayos X (DRX) es una técnica muy usual para el andlisis de materiales
solidos cristalinos o semicristalinos, ya que provee informacién variada tanto de su estructura

como de su composicion.

En 1912 se establecié de manera precisa la naturaleza de los rayos X., en ese afio se
descubrié la difraccion de rayos x en cristales dicho descubrimiento probd su naturaleza y
proporciond un nuevo meétodo para investigar la estructura de la materia de manera simultanea.
La Difraccion de rayos X es una radiaciéon electromagnética de la misma naturaleza que la luz
pero de longitud de onda mucho mas corta. La unidad de medida en la region de los rayos X, es
el angstrom (A), igual a 10™° m y los rayos x usados en difraccion tienen longitudes de onda en

el rango 0.5-2.5 A mientras que la longitud de onda de la luz visible esta en el orden de 6000 A.

La difraccion de rayos, esta basada en la dispersién (Scattering) que consiste en que el
foton incidente es desviado en su direccion original de propagacion con igual (dispersion
elastica) o menor (dispersion inelastica) energia, por colision con electrones. Cuando sobre un
atomo incide un haz de rayos X puede considerarse, desde el punto de vista geométrico, que se
comporta como un radiador puntual que se dispersa elasticamente (sin modificar su longitud de
onda) la radiacion en todas las direcciones del espacio.

Pero cuando el haz de rayos X se incide sobre un cristal, es decir, sobre una agrupacion
de atomos periddicamente ordenados en el espacio, entre las ondas dispersadas por cada uno de
ellos se producen fendmenos de interferencia que, normalmente, en la mayor parte de las
direcciones, seran de tipo destructivo, cancelandose la resultante en mayor o menor proporcion.
Sin embargo, en determinadas direcciones, y debido precisamente a la ordenacién periddica de
los 4&tomos, puede ocurrir que las ondas dispersadas estén en fase y se esfuercen mutuamente.

Este fenomeno de esfuerzo recibe en nombre de difraccion (Albella et al., 2000).
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Las condiciones necesarias para que se produzca difraccion vienen determinadas por la
Ley de Bragg. Como en las sustancias cristalinas se pueden considerar distintas familias de
planos paralelos y equidistantes entre si. Consideremos una de estas familias con indices de
Miller (hkl) y espacio dn (ver Figura 7).

Haz de rayos X

Haz de rayos X )
difractado

incidente

A

Planos dél . v
Cristal (hk) 5 . @

.
™,
e
e
»

o—90 90— 90— >

Figura 7. Difraccion de los rayos X en los planos cristalinos de un sélido.

Si sobre estos planos incide un haz de rayos X monocromatico, con longitud de onda A
(de algunos A), en direccion que forma un angulo 0 con la superficie de los planos, solo se
producira refuerzo cuando el &ngulo de incidencia, la longitud de onda de la radiacién, el espacio

de la familia de planos cumplan la siguiente relacién, llamada Ley de Bragg:
nA = 2dp;. sen 0 (Ecuacion 4)

Donde:

d = es la distancia interplanar correspondiente a la familia de planos de indices {hkl}.
J=es la longitud de onda de los rayos X.

6 = es el angulo de incidencia de la radiacion.

n = representa un indice entero, conocido como el orden de la reflexion.
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Asumiendo que los rayos incidentes con un angulo 6 son paralelos entre si, es decir se
encuentran en fase; la interferencia entre las dos ondas es constructiva cuando la diferencia de
trayectoria entre las dos ondas (llamada At, la cual es la suma de las distancias CB Y BD), es
igual al numero entero (n) de longitudes de onda. Entonces si se analizan los triangulos formados
ACB Y ABD obtenemos que

At = CB + BD = 2dsin 8 , (Ecuacién 5) que es lo que deduce la ley de Bragg.

La direccion en la que sale el haz difractado forma también un angulo 0 con la superficie
de la familia de planos que difractan, es decir, un dngulo 26 con la direccion de incidencia del
haz de rayos X. Ademas, la direccion del haz y la direccion del haz difractado estan contenidas

en un plano que es perpendicular a la familia de planos, que difractan.

Como en un cristal hay distintas familias de planos, con distintos espacios, existiran
también distintas direcciones de difraccion. Al ser un conjunto de espacios en un cristal
caracteristico para cada especie cristalina, entonces no hay dos sustancias cristalinas que tengan
todos sus espacios iguales, podemos decir, que no existen dos sustancias cristalinas que tengan
un diagrama de difraccion idéntico. Se dice que el diagrama de difraccién es la huella dactilar de

las sustancias cristalinas.

Esta técnica brinda una gran informacion sobre las estructuras cristalinas de los
materiales, como las fases presentes, tamafio del cristalito, pardmetro de red y distancia entre
planos. Esto es posible ya que, algunas de las longitudes de onda de los rayos X son de la misma
longitud de onda que la distancia interplanar de la red cristalina en cuestion (Cullity y Stock,
2001).

La Ley de Bragg conduce a lineas en el patron de difraccion, pero al realizar estos se
observa que los picos corresponden a distribuciones gaussianas, cuyo ensanchamiento refleja la
presencia de esfuerzos mecanicos debido a defectos y discontinuidades tales como bordes de
grano, dislocaciones y fallas de apilamiento. Cualitativamente se puede tener una idea de dichos
defectos a través de la medida del ancho medio del pico de difraccion (FWHM), cuyo inverso
(FWHM™) se utiliza como pardmetro para establecer la calidad cristalina, teniendo en cuenta que
entre mayor sea el FWHM™ mayor serd la calidad cristalina y por lo tanto las tensiones

existentes en la red son menores (Figura 8).
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En la Figura 8 se observa que la curva a) presenta mayor calidad cristalina debido a que el ancho
del pico es menor que en los otros dos casos, que corresponden a la linea b y ¢, lo cual se

traduce en un FWHM™ mayor con respecto a los picos mostrados en b) y c).

)

Figura 8. FWHM de los picos de difraccion.
Ahora, la disposicién de los picos de difraccidn, asi como los espacios atdbmicos son
medidos de forma precisa mediante DRX, lo que hace a este la mejor técnica para caracterizar el

tamafo de cristal mediante la ecuacion de Scherrer:

092

= Ecuacion 6
B cos 6 ( )

Donde:
- d=Tamafo de cristal
- B= Ancho a la mitad del pico (rad)
- 6= Ancho a la altura media del pico (rad)

- A= Longitud de Onda de los rayos X (0.154956 nm)

Como anteriormente se menciond, la difraccion de un material ocurre siempre y cuando
se satisfaga la ley de Bragg (Ecuacion 4) por lo que no cualquier direccion arbitraria

necesariamente producira difraccion.
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La Tabla 3 corresponde a las variables que pueden ser aplicadas para la obtencion de los

distintos modos de difraccion.

Tabla 3. Métodos de Difraccion de Rayos X.

Métodos A 0
Laue Variable fijo
Cristal rotante Fijo Variable (en parte)
Polvos Fijo Variable

Como se muestra en la tabla anterior, las variables que pueden ser manejadas son la
longitud de onda A , 0 el angulo 6, de modo que se pueden tener cuatro principales modos de

difraccion:

- El método de Laue.
- El método de cristal rotante.
- El método de polvos.

- El método de angulo rasante.

El método de polvos puede ser aplicado para estudiar la estructura de las peliculas
delgadas sobre un sustrato de caracteristicas de difraccion conocidas, pero aun la difraccion para
peliculas que son muy delgadas (con espesores menores a 100 A) representa algunos problemas
de deteccidn, por lo que el método de polvos se utiliza en otra configuracion en la cual se
mantienen fijos la muestra y el haz incidente, pero con un haz a u &ngulo muy pequefio (menor a
5°). Asi que el que se mueve es el detector. Esto hace que el andlisis a un angulo mas sensible a
la superficie de la muestra y asi conduce a mayor intensidad el haz difractado (que es el
detectado), (Cullity y Stock, 2001).
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1.7.2 Espectroscopia de Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica analitica instrumental que permite
conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular de un compuesto. Esta
informacion se obtiene a partir del espectro de absorcion de dicho compuesto al haberlo

sometido a la accion de la radiacion infrarroja en el espectrofotometro.

La region del espectro IR normal queda comprendida entre 2.5 pm y 15 pum, medido en
unidades de longitud de onda, que corresponde a 4000 cm™ y 666 cm™ respectivamente.

La espectroscopia de IR mide los cambios vibracionales que experimentan las moléculas
al absorber la energia electromagnética, estos cambios o movimientos pueden clasificarse en
modos de estiramiento, donde la longitud del enlace cambia de una manera periédica durante la
vibracion; o modos de doblamiento, donde el &ngulo entre los enlaces cambia de forma periddica

durante las vibraciones (Hobart et al., 1988)

Los modos de estiramiento se dividen a su vez en simétricos y asimétricos, por otra parte

los modos de doblamiento se dividen en:

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

e Tijereteo: que es cuando los dos 4&tomos unidos a un atomo central se alejan y acercan
uno con respecto de otro, deformando el &ngulo de valencia

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

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

e Acoplamiento vibracional: Ademas de las vibraciones mencionadas, se puede dar el caso

de una interaccién entre ellas, si los enlaces vibrantes estan unidos a un atomo central.

Los fotones de la radiacion infrarroja son adecuados para excitar las moléculas a niveles

superiores de vibracion. Aunque las moléculas vibran con un todo, la mayoria de sus vibraciones
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pueden asociarse a un tipo determinado de enlace, de modo que los espectros de infrarrojo

proporcionan informacién sobre los grupos funcionales presentes en las moléculas.

Para que sea posible la absorcion de la energia infrarroja por parte de una sustancia, es
necesario que la energia que influye en ella, sea del mismo valor que la energia de vibracion que
poseen las moléculas de esa sustancia. Ya que en cada molécula existen diferentes &tomos que
forman distintos enlaces, en el espectro de infrarrojo apareceran bandas de absorcion a valores

distintos de frecuencia y de longitud de onda.

El espectro de infrarrojo de un compuesto es una representacion grafica de los valores de
onda (um) o de frecuencia (cm™) ante los valores de porcentaje de transmitancia (T). La
absorcion de IR por un compuesto a una longitud de onda, origina un descenso en el porcentaje
de transmitancia, lo que se pone de manifiesto en el espectro en forma de un pico o banda de
absorcion (Nakamoto 1997).

Para la obtenciéon de los espectros de infrarrojos, se utilizan espectrofotometros con
interferdmetros y transformada rapida de Fourier (FT-IR). La radiacion de infrarrojo es analizada
por medio de un interferdbmetro de Michelson, que consiste en un montaje Optico en el que se
produce el fendmeno de interferencia de ondas electromagnéticas como se muestra en la Figura
9.

Espejo movil
j=——=
Separador

de haz

Fuente de luz IR O Espejo fijo

Zona de
muestras

C:] Detector

Convertidor
analogico-digital

Ordenador Sistema de
registro
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Figura 9. Interferometro de Michelson.

En la operacion del espectro de FT-IR, la radiacion policromatica de la fuente de
infrarrojo (la cual consta de un filamento de Nerst) es colimada por un espejo y el haz resultante
s divide en el espejo divisor; la mitad del haz pasa al espejo y la otra mitad se refleja en el espejo

movil. Después de reflejarse los dos haces, se recombinan nuevamente en el divisor del haz.

Cuando el espejo mocil esta posicionado de tal manera que los dominios Opticos son
iguales, simultdneamente todas las longitudes de onda de la luz proporcionan una interferencia
constructiva. Si el espejo mdvil se encuentra en alguna otra posicion, una longitud de onda pude
interferir constructiva o destructivamente, dependiendo si los haces de los caminos estan o no en
fase (Nakamoto, 1997).

1.7.3 Espectroscopia de Raman

El fendbmeno conocido como efecto Raman fue descrito por el fisico Chandrasekhara
Venkata Raman, en 1928, que le dio el premio nobel de Fisica en 1930. Este cientifico dio
nombre al fendbmeno ineléstico de dispersion de la luz que permite el estudio de rotaciones y
vibraciones moleculares. Sus estudios sobre este fendmeno se inspiraron en los trabajos de

Rayleigh.

El anélisis mediante espectroscopia Raman se basa en hacer incidir un haz de luz
monocromatica de frecuencia vo sobre sobre una muestra cuyas caracteristicas moleculares se
desea determinar, y examinar la luz dispersada por dicha muestra. La mayor parte de la luz
dispersada presenta la misma frecuencia que la luz incidente pero una fraccidbn muy pequefia
presenta un cambio frecuencial, resultado de la luz con la materia. La luz que tiene la misma
frecuencia vo que la luz incidente se conoce como dispersion Rayleigh y no aporta ninguna
informacién sobre la composicion de la muestra analizada. La luz dispersada que presenta
frecuencias distintas a la radicacion incidente, es la que proporciona informacion sobre la
composicion molecular de la muestra y es la que se conoce como dispersion Raman. Las nuevas
frecuencias, +v, y —v son las frecuencias Raman, caracteristicas de la naturaleza quimica y el

estado fisico de la muestra e independientes de la radiacion incidente.
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Las variaciones de frecuencia observadas en el fendbmeno de dispersion Raman, son
equivalentes a variaciones de energia. Los iones y atomos analizados quimicamente para formar
moléculas y redes cristalinas, estdn sometidos a constantes movimientos vibracionales y
rotacionales; estas oscilaciones se realizan a frecuencias bien determinadas en funcion de la masa
de las particulas que intervienen en el comportamiento dinamico de los enlaces existentes. Un
diagrama energético en el que cada estado de energia se representa por una linea horizontal se
muestra en la Figura 10, donde las lineas horizontales representan  distintos estados

vibracionales y transiciones entre estados energéticos para diferentes interacciones luz-materia.

Estado
/ Electronico
) — Superior
- (excitado)
A7
A Anti-Stokes Stokes -
Energia [\ [\Vﬁvlb [\
4 1 Voa 1 Voa ‘R’O'Vlb
£ Estado
3 Electrénico
v £% [nfCﬂOI'
v v ] (fundamental)
Infrarrojo  Rayleigh Raman Fluorescencia

Figura 10. Diagrama energético de estados vibracionales y transiciones para diferentes
interacciones luz-materia

Cuando los fotones del haz de luz incidente, con energia hv0O (donde h es la constante de
Plank) mucho mayor a la diferencia de energia entre dos niveles vibracionales (o rotacionales)
de la molécula, chocan con ella, la mayor parte la atraviesan pero una pequefia fraccion son
dispersados (del orden de un fotén dispersado por cada 10 incidentes). Esta dispersion pude ser
interpretada como el proceso siguiente: el foton incidente lleva a la molécula transitoriamente a

un nivel de energia vibracional (o rotacional) superior no permitido, el cual abandona
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rapidamente para pasar a uno de los niveles de energia permitidos emitiendo un foton; la
frecuencia a la cual es liberado este foton dependerd del sato energético realizado por la

molécula.

Cada material tendra unos valores de frecuencia de vibracion caracteristico de su
estructura poliatomica y de la naturaleza de los enlaces quimicos que la forman. El espectro
Raman recoge estos fendmenos representando la intensidad Optica dispersada en funcion del

namero de onda al que se produce (McCreery, 2000).

1.7.4 Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electronica de barrio (SEM) es un instrumento que permite la observacion
y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos, proporcionando informacion
morfoldgica del material analizado. A partir de él se producen distinto tipo de sefial que se
generan desde la muestra y se utilizan para examinar muchas de sus caracteristicas. Con él se
pueden realizar estudios de los aspectos morfoldgicos de zonas microscopicas.

Las principales utilidades del SEM son la alta resolucion (~100 A), la gran profundidad
de campo que le da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla preparacion de las

muestras.

La parte principal de un microscopio electronico de barrido es la denominada columna de

electrones la cual lleva alojados en su interior los siguientes elementos:

- Un cafidn de electrones con un filamento que actda como emisor o fuente de iluminacion,
por analogia con un sistema optico.

- Un sistema de lentes electromagnéticas encargado de focalizar y reducir a un diametro
muy pequerfio el haz de electrones producido por el filamento.

- Un sistema de barrido que hace recorrer el haz de electrones ya focalizado por la
superficie de la muestra.

- Uno o varios sistemas de deteccion que permiten captar el resultado de la interaccién del
haz de electrones con la muestra y transformarlo en una sefial eléctrica.

- Una salida conectada a una o varias bombas que producen el vacio necesario para que el

conjunto funcione adecuadamente.
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La técnica esencialmente consiste en hacer incidir en la muestra un haz de electrones.
Este bombardeo de electrones provoca la aparicion de diferentes sefiales que, captadas con

detectores adecuados, nos proporcionan informacion acerca de la naturaleza de la muestra.

La sefial de electrones secundarios proporciona una imagen de la morfologia superficial
de la muestra. La sefial de electrones retrodispersados una imagen cualitativa de zonas con
distinto nimero atomico medio, y la sefial de rayos X, espectros e imagenes acerca de la
composicion de elementos quimicos en la muestra (Vazquez y Echeverria 2000). En la Figura 11

se muestra el esquema general de un microscopio electronico de barrido.

Filarmento

Lertes
Electro-
Magnéticas

Bobinas de
Barriclo

Detector
Rayos X

A la bomba
de vacio

Figura 11. Esquema general de un microscopio de barrido.

1.7.5 Microscopia Electronica de Transmision

La microscopia Electronica de transmision (MET) es una técnica que permite realizar la
observacion de la muestra en cortes ultrafinos. Un microscopio de Transmision dirige el haz de
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electrones hacia la muestra; una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y
otros la atraviesan. Estos ultimos son denominados electrones trasmitidos y son detectados por
un sensor para formar una imagen aumentada de la muestra en una placa fotografica o una
pantalla fluorescente, colocada detrds de ella. Los microscopios electronicos de transmision

pueden aumentar un objeto hasta un millon de veces asegurado a una adecuada resolucion.

Un microscopio de transmision es un microscopio que utiliza un haz de electrones para
visualizar un objeto debido a que la potencia amplificadora de un microscopio Optico estd
limitado por la longitud de onda de la luz visible. Debido a que los electrones tienen una longitud
de onda mucho menor que la de la luz pueden mostrar estructuras mucho mas pequefias. Las

partes principales de un microscopio electrénico son:

Cafion de electrones. Emite los electrones que chocan contra la muestra, creando una

imagen aumentada.

- Lentes magnéticas. Crean campos que dirigen y enfocan el haz de electrones.

- Sistema de vicio. Debido a que los electrones pueden ser desviados por las moléculas del
aire y se debe hacer un vacio casi total en el interior de un microscopio de estas
caracteristicas.

- Placa fotografica o pantalla fluorescente. Se coloca detras de la muestra para registrar la
imagen aumentada.

- Sistema de registro. Muestra la imagen que producen los electrones. Esta suele ser una

computadora.

El MET emite un haz de electrones dirigido hacia el objeto que se desea aumentar. Una
parte de electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros la atraviesan formando una
imagen aumentada de la muestra. Los microscopios electronicos de transmision pueden aumentar

un objeto hasta un millon de veces (Williams y Carter, 2009).

1.7.6 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS, por sus siglas en

inglés), es un método electroquimico utilizado en estudios de corrosion, el cual se basa en el uso

50



de una sefial de corriente alterna (CA) que es aplicada a un electrodo (metal de corrosion) y

determinando la corriente de la respuesta correspondiente.

El procedimiento experimental mas cominmente usado, se basa en aplicar una pequefia
sefial de potencial (E) a un electrodo y se mide su respuesta en una corriente (I) a diferentes
frecuencias. No obstante, en ciertas circunstancias, es posible aplicar una sefial pequefia de
corriente y medir la respuesta en el potencial del sistema. Asi, el equipo electronico usado
procesa las mediciones de potencial- tiempo y corriente- tiempo, dando como resultado una
serie de valores de impedancia correspondientes a cada frecuencia estudiada. En esta relacion de
valores de impedancia y frecuencia se denomina “espectro de impedancias” (Bard y Faulkner,
2001).

En el caso de los estudios de corrosion que utilizan la técnica de EIS, los espectros de
impedancia obtenidos suelen ser analizados mediante circuitos eléctricos, compuestos por
componentes tales como resistencias (R), capacitancias (C), inductancias (L), etc. Combinados
de tal manera que produzcan los espectros de impedancias medidos. Estos circuitos eléctricos

son denominados “circuitos eléctricos equivalentes”.

La impedancia es un término que describe la resistencia eléctrica (R), utilizados en
circuitos de corriente alterna (CA). En un circuito de corriente directa (CD) la relacion entre la

corriente (I) y el potencial (E) estan dada por la ley de Ohm.

E = IR (Ecuacion 7).

Donde:

E.- potencial (Volts),

.- corriente (Ampers)

R.- resistencia (Ohms)

. En el caso de una sefial alterna la expresion equivalente es la siguiente:

E = IZ (Ecuacion 8).
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Z representa la impedancia del circuito, en unidades de ohm. La impedancia de un
circuito de CA Depende de la frecuencia de la sefial aplicada. La frecuencia (f) de un sistema de

CA se expresa en unidades hertz (Hz) o nimero de ciclos por segundo (s™).

De esta manera, es posible definir la admitancia (Y) de un circuito de CA. La admitancia
es el reciproco de la impedancia y es un parametro de importancia en los calculos matematicos
que involucra la técnica y por otra parte, los equipos usados en estudios de EIS miden en

realidad la admitancia.
1 I
Y =-=- (Ecuacién9).
yA E

La impedancia de un sistema a cada frecuencia estd definida por la razén entre la
amplitud de la sefial de corriente alterna y la amplitud de la sefial de potencial alterno y el &ngulo
de fase. Un listado de estos parametros a diferentes frecuencias constituye el “espectro de
impedancia”. El desarrollo matematico de la teoria que fundamenta la técnica de EIS permite
describir la impedancia de un sistema en términos de un componente real y un componente

imaginario (asociado a la raiz cuadrada de -1), (Adrezej, 1999).

1.7.7 Presentacion de los Datos de Impedancia

Los datos obtenidos en los ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica, son los

reportados por los equipos comerciales en una de las dos formas:

a) Modulo de la impedancia (|Z|) y angulo de fase ().
b) Componente real de la impedancia total (Z") y componente imaginaria de la impedancia
total (Z7).

Estos dos métodos de describir la impedancia son la base para presentar los datos,

denominados diagramas de Nyquist y de Bode.

El médulo de la impedancia |Z|, el angulo de fase (¢) y los componentes real e imaginario
de la impedancia total, se relacionan entre si de acuerdo a las siguientes expresiones (Genesca,
2002).

1Z)*= 2'* + Z""? (Ecuacién 10).
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tan =Z2"'/ Z° (Ecuacion 11).
Z'=|Z| cos ¢ (Ecuacion 12).

Z"'=|Z| sen ¢ (Ecuacion 13).

Gréfico de Nyquist

Este tipo de gréafico, también conocido como grafico de plano complejo (se grafica Z”
contra Z'"), permite identificar diferentes parametros obtenidos en el ensayo de espectroscopia
de impedancias, en la Figura 11 se muestra este tipo de grafico; por ejemplo se puede obtener la
Rp (la resistencia a la transferencia de carga del material estudiado) C (capacitancia) y la Rs (la
resistencia eléctrica del medio de trabajo o de la solucién). A partir de dichos parametros, es
posible realizar comparaciones y estimaciones del comportamiento frente a la corrosion del
material en estudio. En la Figura 12 muestra el comportamiento de Impedancia total (Z)
correspondiente a un circuito en paralelo de la resistencia (R), capacitancia (C) a diferentes
frecuencias (Hz), (R=10 ohm, C= 0.0001 Fcm™, frecuencia maxima=105 HZ y minima=10

Hz) y la frecuencia aumenta de derecha a izquierda.

'

Z" (ohm cm 2)
()

O
O

N

2 4 6 8 10 12

o
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Figura 12. Componentes en el Diagrama de Nyquist de la Impedancia Z.
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Graficos de Bode

Los graficos de Bode son representaciones de diferentes parametros de la impedancia

contra la frecuencia y existen diferentes variantes. Los mas comunes son:

a) Logaritmo base 10 del modulo de la impedancia (|Z| contra logaritmo base 10 de la
frecuencia (f).

b) Angulo de fase (¢) contra logaritmo base 10 de la frecuencia (f).

A diferencia de los graficos de Nyquist, las representaciones de Bode Figura 13
contienen toda la informacion de un ensayo de EIS, ya que las frecuencias se identifican

claramente, permitiendo conocer la impedancia de la transferencia tanto del material como del
medio de trabajo.

100 R
1 Ryu=10hm R;=10 ohm, Co= 0.0001 Fem”
Ry 2 108m, R = 10 0dm, C5 20,0001 Fem” 50
Rus R
4
107 4
> -
v -
N \ o
1 3 20+
0+
0 0f 1 10 WO 100 10 N0 g 04 1 10 100 1000 10000 100000
1(M2) f[Hz)

Figura 13. Diagramas de Bode |Z| y diagrama de angulo de fase para la Figura 11.
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2 JUSTIFICACION

Ante la necesidad de crear nuevos materiales para usos avanzados ha llevado al desarrollo
de nuevas alternativas en el disefio, proceso y fabricacion de una gran variedad de materiales. El

desarrollo de materiales nanocristalinos con caracteristicas mejoradas actualmente es de estudio.

Dentro de estas areas de investigacion esta la generacion de recubrimientos que confieran
al material un incremento de las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas. La técnica sol-gel es
ampliamente aplicada a la fabricacion de productos ceramicos con propiedades mejoradas. La
aplicacion de recubrimientos, utilizando esta técnica permite alargar la vida Gtil o extender el
limite de uso de los materiales, manteniendo sus propiedades basicas, ya que los recubrimientos
pueden actuar como barreras térmicas y modificar las propiedades del material base, por ejemplo
disminuyendo la friccion entre superficies en contacto, degradacion etc. Una de las aplicaciones
de dichos recubrimientos es la de actuar como barrera anticorrosiva, reduciendo asi el contacto
de la superficie con el medio ambiente y aumentando con ello la capacidad de utilizacion del

material mediante el aporte de nuevas propiedades a la superficie.

55



3 HIPOTESIS

Es posible obtener recubrimientos de TiO,-PVA, dispersados por ultrasonido con
superficie nanoestructurada, manteniendo la estructura cristalina deseable y mejorando la

adhesion al sustrato, para ser aplicadas como matriz en la inmovilizacion de biomoléculas.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

Emplear el proceso Sol-gel para la sintesis del TiO, para la obtencion de recubrimientos

en sustratos de grafito: con mezclas de TiO, y el polimero polivinil-alcohol por simple

deposicion en goteo en la superficie de grafito para su aplicacion en la construccién de

biosensores.

4.2 Especificos

1.
2.
3.

Sintetizar el TiO, por el método sol-gel y caracterizar estructural y morfol6gicamente.
Determinar la relacion optima TiO,-PVA para la obtencion de los recubrimientos.
Realizar recubrimientos de TiO,-PVA en electrodos de grafito y caracterizar
morfol6gicamente.

Analizar los recubrimientos de TiO,-PVA por Impedancia Electroquimica (EIS).
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5 MATERIALY METODOS

5.1 Reactivos

- Tetrabutoxido de Titanio, 97% de pureza (Sigma-Aldrich).
- Isopropdxido de Titanio, 97% de pureza (Sigma-Aldrich).
- Acetilacetona, 99% de pureza (Sigma-Aldrich).

- H,0 desionizada.

- Alcohol polivinilico (PVA).

- Cloruro de Potasio (KCI)

- Ferricianuro de Potasio, KsFe(CN)g 99.99% de pureza.

- Barras de Grafito.

Para el pulido del electrodo se utilizo:

- Acido Nitrico, (HNOs), 65.2% de pureza (Sigma- Aldrich).
- Hidréxido de Amonio (NH;OH), 28% NHj3 (Reasol)

- Acido Ascorbico,

- Alimina polvo.

- Acetona

- Etanol 99.5 % de pureza (J. Baker).

5.2 Equipo

Especificaciones técnicas del equipo utilizado:
- Equipo ultrasonico ULTRASONIKTM, Ultrasonic Cleaner, Modelo 19H, 120V,
50/60Hz, 115W.

- Parrilla de agitacion, Barnstead International CIMAREC, modelo No. SP 131325, 120V,

8.90A, 60Hz.
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Horno de secado, ECOSHEL, modelo 9023?, RT+/- 10-250°C, estabilidad de temperatura
0.1°C +/- 1°C

Cortadora de baja velocidad modelo Buehler, acoplada con un disco de filo de diamante
60-200-90.

El equipo utilizado para la caracterizacion de TiO, fue el siguiente.

Difractometro de Rayos X modelo D8 Advanced, marca Bruker, con una longitud de
onda caracteristica de A=0.15405 nm y con una radicacion Cu Ko a 20 Kv y 20 mA. Las
condiciones de operacién fueron a una velocidad de 2° min™ El intervalo del &ngulo
seleccionado fue en escala 26 = 10 a 80°.

Espectrofotémetro de Infrarrojo marca Nicolet, modelo 205-FT-IR, usando KBr para
dispersar la muestra y formar la pastilla.

Espectrofotdmetro Raman Dispersivo marca Dilor Lampram, temperatura de 21°C,
humedad relativa de 37%, potencia de 20 Mw, tiempo de integracién de 120 segundos,
Laser de HeN con un haz de 632.8 nm.

Microscopio Electronico de Barrido, marca JEOL, modelo JSM-6400 con detector de
rayos X marca Bruker de 133 Ev.

Microscopio Electronico de Transmision, marca JEOL, modelo 2010F, el cual funciona
con un cafion electronico de emision de campo (FEG).

0™, con un software Gamry Framework

Potenciostato marca, Gamry Reference 60
version 5.5, para realizar los ensayos electroquimicos y un software para el analisis de

datos, Gamry Echem Analyst version 5.5.
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5.3 Sintesis de TiO,

La sintesis de TiO; se obtuvo por el método de sol-gel.

Precursor- TBT, IPT

Acetilacetona (Acac)

=D Mezclar, Agitar

4

p—

Adicionar H,O desionizada

=

Aaitacion ultrasonica

=

[ Calentar de 80-90°C 2hr. ]

&

Envejecimiento sol

J

Secado 60°C

4

Caracterizar

=> | Mezcla TiO,-PVA

7

Recubrimiento

e

Electrodos de Grafito

U

[ Caracterizacion ]

60



5.4 Formacion de peliculas en la base de los electrodos de grafito

Las barras de grafito fueron cortadas y caracterizadas estructural y morfolégicamente.

5.4.1 Tratamiento de Pulido

Pulido de los electrodos de grafito (Método de Kochana et al., 2008).
1.- Con papel de lija de diferente rugosidad (400, 600 y 1000).
2.- Al,03de 0.5 pm

3.- Lavar con H,0 desionizada por 10 min en bafio ultrasénico.
4.- Ultrasonido 5 minutos con las siguientes soluciones:

- Acido Nitrico 1:1 (H,0:HNO5)

- Solucidn acuosa de Amonio

- Soluci6n Saturada de Acido ascorbico

- Acetona

5.- Lavar con H,0 desionizada.

6.- Secar en Horno a 60°C 30 min.

5.4.2 Recubrimiento TiO,-PVA en electrodos de grafito
Se preparo6 una solucion de PVA al 2%.

El sol de Titania sintetizado se mezclé con el PVA en dispersion ultrasénica por 10 minutos, en
las relaciones 1:3, 1:2, 1:1 de TiO,-PVA.

Posteriormente la mezcla TiO2-PVA fue esparcida en la base del electrodo de grafito pre-
tratado (Ting et al., 2003; Kochana et al., 2008).

1.- Se tomaron 25 pl de la mezcla TiO,- PVA en la relacion 1:3, 1:2, 1:1.
2.- Depositaron directamente en la base del sustrato (grafito).

3.- Secar a Temperatura ambiente.

4.- Caracterizar estructural y morfologicamente.

Para el analisis de Impedancia electroquimica, los electrodos fueron recubiertos con silicon para

garantizar que el analisis solo se realizara en el recubrimiento.
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5.4.3 Caracterizacion por Impedancia Electroquimica

Se realizaron medidas de Impedancia (EIS) a temperatura ambiente, empleando un celda
electroquimica compuesta por un sistema de tres electrodos, un electrodo de referencia Ag/AgCl
saturado de calomenos (ESC), un alambre de platino como contraelectrodo (CE) y un electrodo
de Trabajo (ET), que es el electrodo a analizar, los cuales fueron sumergidos en Solucion KsFe
(CN)¢ 5 mM en Buffer de Fosfatos a pH de 6 y en solucion de KCI 0.1 M. Los espectros
impedancia se obtuvieron haciendo barridos de frecuencia en el rango de 10° Hertz (Hz) a 0.01
Hz y empleando una amplitud de sefial sinusoidal de 10 mV y en Potencial de Circuito abierto
(PCA).

Los espectros de Impedancia fueron ajustados a un circuito eléctrico equivalente, con

ayuda del programa Z-View version 2.0.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se analizaron los resultados del TiO, obtenidos por el proceso sol-gel,
tanto de los polvos de TiO, y mezcla de TiO,-PVA; asi como los recubrimientos de TiO,-PVA
sobre grafito, las técnicas utilizadas fueron: DRX, IR, Raman, MEB, MET Yy la técnica de EIS

para la caracterizacion electroquimica de los recubrimientos.

6.1 Analisis estructural y morfolégico del grafito

En la Figura 14 se observa el difractograma del grafito en forma de barra, que fue el
material empleado como sustrato, presentandose en el angulo 26 los picos: 26.5°, 42.3°, 44.5°,
50.70°, 54.66°, 59.89°, 77.49°, 83.61° y 100.128°, los cuales coinciden con el patron de
difraccion 00-056-0159 correspondiente al grafito.
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4000 - ’— Barra de Grafito
N
=3 -8
3000 -
S
= - 6
= S
g 2000 — = -
=] — =
2 4
D
=
- 1000 —
). i
0 -
T T T T T T T T T —T —T T T 0

—
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
2 6 (grados)

Figura 14. Espectro de difraccion de Rayos X del grafito.

En la Figura 15 se observan las micrografias de MEB de las barras de grafito, en las que

se observa una superficie rugosa y con elevada porosidad.

63



BLANCO e BLANCO
MAG: 700 x HV: 15.0'kV WD:240mm . - s : | MAG: 2200 x HV: 15.0 kV. WD: 24.0 mm_

Figura 15. Micrografias de grafito en barra a) 700X, b) 2200X
6.2 Caracterizacion de TiO;

En la Figura 16 se muestra el espectro de difraccion de Rayos-X del TiO; sintetizado y
secado a 60° C, en el que se presentan los picos de difraccion en el &ngulo 26: 25.4°, 38.1°,48.2°,

54.2° 62.4° 69.4° 75.5° caracteristicos de la fase cristalina anatasa de acuerdo al patrén de
difraccion de Rayos-X 00-070-6826.
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Figura 16. Espectro de Difraccion de Rayos x de TiO; secado a 60°C.
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Utilizando la ecuacion de Scherrer se obtuvo el tamafio de cristal del TiO, en polvo,
tomando como referencia el pico de mayor intensidad, plano (101) obteniendo un tamafio

promedio del cristal de: D= 8.43 nm

En la Figura 17 se presentan el espectro de infrarrojo para la muestra de TiO, en polvo
observandose las bandas alrededor de 650 y 770 cm™ y que corresponden al modo de vibracion
del grupo funcional de Ti-O-Ti (Chen et al., 2007; Ochoa et al., 2009; Vargas et al., 2011), las
bandas de 1032, 1120 y 1185 cm™ estan asociadas al modo vibracional del grupo funcional y(Ti-
0O-C) (Guzman et al., 2007; Ochoa et al., 2010; Vargas et al., 2011), las bandas ubicada en 1284
y 1360 cm™ se asocian grupos remantes acetilacetonato de la reaccion con el precursor (Guzman
et al., 2007; Attar et al., 2008), (Guzman et al., 2007; Arredondo et al., 2011), la banda de 1430
cm-! se puede asociar al modo de vibracion de los grupos orgénicos C-H residuales (Vargas et
al., 2011), mientras que las bandas ubicadas en 1524 y 1568 cm™ se pueden asociar a grupos del
acetilacetona (Acac) enlazados al titanio, concretamente a los modos v(C-O) y (C-C); y al modo
vibracional (Ti-O-Acac), (Chen et al., 2007; Guzman et al., 2007; Attar et al., 2008), la banda
de 1623 cm™ corresponde al modo de flexién del enlace O-H (Vargas et al., 2011; Hernandez et
al., 2008; Zubieta et al., 2012) y finalmente la banda alrededor 3320 cm™ corresponde al modo
vibracional de tension del H-OH (Chen et al., 2007; Guzman et al., 2007; Attar et al., 2008;
Hernandez et al., 2008; Zubieta et al., 2012).
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Figura 17. Espectro de IR de TiO,,
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En la Figura 18 se muestra el espectro de Raman, que confirma la formacion de TiO; en
fase anatasa, presentandose las bandas caracteristicas (144, 398, 519 y 640 cm™) coincidiendo
con lo reportado (Pottier et al., 2003; Chen y Mao, 2007)
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Figura 18. Espectro de Raman de TiO, secado a 60°C.

En la Figura 19 se muestran las imagenes de MEB de TiO, secado a 60°C, observandose

particulas esféricas del orden de 1300 a 150 nm.

— lpm  MICRONA
1.00kV SEI GB_HIGH WD 6.0mm 13:06: X 10,000 1.00KkV SEI GB HIGH WD 4.5mm 12:37:01

Figura 19. Micrografia de TiO, en polvo a) 8000X, b) 10,000 X.
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En la Figura 20 se muestra la imagen de MET del TiO, sintetizado, presentando una
morfologia, en su mayoria particulas esféricas con una distribucion de tamafio < 1300 nm, lo

cual se corrobora con el analisis de microscopia de barrido.

Figura 20. Micrografia de MET de TiO, en polvo.

La Figura 21 corresponde a la micrografia de MET de alta resolucion, por medio de la
cual también se logré determinar la fase cristalina del TiO, sintetizado, mediante la medicién de
las distancias interplanares de los arreglos atdbmicos del TiO,. La distancia promedio fue de 3.52
A, misma que se asoci6 con las distancias reportadas en el patron de difraccion Rayos-X 00-
021-1272, distancias que corresponden a los planos (101) en angulo 20 = 24.4° siendo este el

pico mayor intensidad y caracteristico del didxido de titanio para la fase cristalina anatasa.
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Figura 21. Micrografia MET de alta resolucion TiO; en polvo.

6.2.1 Polvos de TiO,-PVA

En la Figura 22 se muestra el difractograma de las mezclas Dioxido Titanio con el
polimero polivinil-alcohol, que fue el polimero adicionado para lograr una completa adhesion al
sustrato (barra de grafito). EI polimero se adicioné en la relacion de TiO,-PVA, 1:1, 1:2 1:3
respectivamente, presentdndose en la Figura 20 a), b) y c), en el angulo 26 los picos de
difraccion: 25.4°, 38.1°,48.2°, 54.2°, 62.4°, 69.4°, 75.5°, caracteristicos del TiO, en fase cristalina
anatasa de acuerdo al patron de difraccion de Rayos-X, 00-070-6826, asi mismo en la Figura 20
b) y c) se presenta en el angulo 26 un pico inicial de 19.3°, caracteristico del polimero polivinil-
alcohol para el Patron de difraccion de Rayos-X 00-053-1847 (Mallakpour y Barati, 2011),
pico que solo es evidente en la relacién 1:2 y 1:3, que es debido a la mayor relacion del polimero

con respecto al TiO..
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Figura 22. Espectros Difraccion de Rayos X de las mezclas TiO,: PVA.

En la Tabla 4 se muestran los resultados del tamafio de cristal de las tres muestras de las
mezclas de TiO,-PVA, empleando la ecuacion de Scherrer y tomando como pico representativo

el correspondiente al plano (101).

Tabla 4. Tamafio de cristal calculado por la ecuacién de Scherrer.

Muestra A nandémetros | Ancho de pico a la altura | Angulo del pico | Tamafio de
(nm) media en radianes en radianes 20 cristal (nm)
TiO,-PVA 1:1 0.54956 0.0167 0.2188 8.48
TiO,-PVA 1:2 0.54956 0.0175 0.3037 7.555
TiO,-PVA 1:3 0.54956 0.0175 0.2217 7.710
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En el espectro de la Figura 23 se muestran el Espectros de Infrarrojo del TiO,-PVA 1:1
presentandose bandas intervalo de 400-1000 cm™, regién que es relacionada a los enlaces Ti-O,
Ti-OH y Ti-C, (Mallakpour y Barati, 2011; Vargas et al., 2011), también se presentan la banda
1366 cm™ que se asocian grupos remantes acetilacetonato de la reaccién con el precursor
(Guzmaén et al., 2007; Attar et al., 2008), (Guzman et al., 2007; Arredondo et al., 2011), la banda
de 1128 cm™ asociada al modo de vibracién de los grupos organicos C-H residuales (Vargas et
al., 2011), mientras que las bandas ubicadas en 1526 y 1578 cm™ se pueden asociar a grupos del
acetilacetona (Acac) enlazados al titanio, concretamente a los modos v(C-O) y (C-C); y al modo
vibracional (Ti-O-Acac), (Chen et al., 2007; Guzman et al., 2007; Attar et al., 2008), la banda
de 1628 cm™ corresponde al modo de flexion del enlace O-H (Vargas et al., 2011; Hernandez et
al., 2008; Zubieta et al., 2012) (Chen et al., 2007; Guzman et al., 2007; Attar et al., 2008;
Hernandez et al., 2008; Zubieta et al., 2012), estas bandas fueron mostradas en la Figura 15 que

corresponden al modos vibracionales de TiO,.

También se observan las bandas caracteristicas los modos vibracionales del polivinil-
alcohol, ubicadas en 1095 cm™ que corresponde a los modos vibracionales del enlace -C-O
(Omkaram et al., 2007), la banda de 1252 cm™ corresponde al modo vibracional de flexion C-
OH de los alcoholes (Arredondo et al.,2011; Mallakpour y Barati, 2011), la banda de 1712 cm™
corresponde al modo de tensiéon v C=0 de los grupos acetato residuales (Omkaram et al., 2007;
Arredondo et al.,2011) y las bandas entre 2939-2912 cm™ corresponden a los grupos -CH y -CH,
del polimero y la banda de 3407 corresponde al modo de vibracién del grupo -OH (Hemanta et
al., 2004; Chen et al., 2007; Guzmén et al., 2007; Attar et al., 2008; Liu et al., 2009; Hernandez
et al., 2008; Arredondo et al., 2011; Zubieta et al., 2012).
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Figura 23. Espectros de IR de la muestra TiO,-PVA 1:1.

En la micrografia de MEB, Figura 24 se muestra la morfologia en polvo de TiO,-PVA

1:1 secado a 40°C, observandose particulas de forma irregular formadas por pequefios granulos.
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Figura 24. Micrografia de la mezcla TiO,-PVA 1:1 a) 5000X, b) 10000X.
En la Figura 25 se muestra el anélisis quimico elemental (EDS) de TiO,-PVA 1:1 en polvo,
correspondiente a la Figura 22a, encontrdndose en la muestra los elementos de Titanio (Ti),

Oxigeno (O) y Carbono (C), este tltimo elemento era de esperarse ya que es elemento base del

polimero PVA.
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Figura 25. Espectro del Analisis Quimico Elemental de TiO,-PVA 1:1.
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La Figura 26 corresponde a la micrografia de MET de TiO,-PVA 1:1y de secado a 40°C,
observandose particulas de forma irregular de tamafio >1um y un contorno transparente que
corresponde al polimero PVA.

Figura 26. Micrografia de MET del TiO,-PVA 1:1.

6.2.2 Caracterizacion de los recubrimientos TiO,-PVA

El espectro de la Figura 27 corresponde al difractograma para el recubrimiento de TiO,-
PVA 1:1, observandose en el angulo 26 los picos de 26.5°, 42.3°, 44.5°, 50.70°, 54.66°, 59.89°,
77.49°, 83.61°, 100.128° y etiquetados con el numero 1 , que coinciden con el patron de
difraccion 00-056-0159 correspondiente al grafito (Figura 12), cabe mencionar que en este
espectro de difraccion no son evidentes todos los picos caracteristicos del TiO, en fase
cristalina anatasa, 20: 25.4°, 38.1°,48.2°, 54.2°, 62.4°, 69.4°, 75.5°, que eran de esperarse por la
presencia de este compuesto en la muestra, sin embargo, si se presentan en el angulo 26 los picos
de 38.1° y 54.3° etiquetados con el numero 2 correspondientes al TiO, para patron de difraccion
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de Rayos-X 00-021-1272, picos que no son evidentes en el difractograma correspondiente al
grafito (Figura 12).
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Figura 27. Espectro de Difraccion de Rayos X del recubrimiento de TiO,-PVA 1:1 sobre grafito.

La Figura 28 corresponde al espectro de difraccion para los recubrimientos: TiO,-PVA
1:2 y TiO,-PVA 1:3, observandose en el angulo 26 los picos caracteristicos al grafito: 26.5°,
42.3°, 44.5°, 50.70°, 54.66°, 59.89°, 77.49°, 83.61°, 100.128° y etiquetados con el nimero 1 ,
que correspondientes al el patron de difraccion 00-056-0159, (Figura 12), sin embargo, no se
presentan picos correspondientes al TiO, (Figura 14), y que también eran de esperarse por la
presencia de este compuesto en la muestra y que puede deberse a la mayor cantidad del polimero
PVA con respecto al TiO, empleado en los recubrimientos.
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Figura 28. Espectros de Difraccion de Rayos X de recubrimientos de TiO,-PVA sobre grafito.

En la Figura 29 se muestran las micrografias de MEB los recubrimientos de TiO,-PVA

1:1 sobre grafito, observandose un recubrimiento con particulas esféricas de tamafo

nanomeétrico.

RIPTRVA. “ eyt |
SE MAGH30000 XV 15,04V

Figura 29. Recubrimientos de TiO,-PVA 1:1, a) 10,000X, b) 30,000X.
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La Figura 30 corresponde al Analisis Quimico Elemental (EDS) para el recubrimiento de
TiO,-PVA en el grafito y correspondiente a la micrografia 27a, presentandose los elementos de

Titanio (Ti), Oxigeno (O) y Carbono (C).

cpsfel

u Acqusibon

Figura 30. Espectro de analisis quimico elemental del recubrimiento TiO,-PVA 1:1 en grafito.

En la Figura 31 se muestra la micrografia de MEB del recubrimiento TiO,-PVA 1:1en la
barra de grafito en corte longitudinal, en la cual se puede observar el espesor del recubrimiento
etiquetado con el nimero 1, dicho recubrimiento muestra un espesor de aproximadamente 15

pum. y la etiqueta con el numero 2 corresponde a la barra de grafito.

Tambien se observa el andlisis quimico elemental (EDS) del recubrimiento de TiO,-PVA
1:1, en la zona etiquetada con el nimero 2 se presentan los elementos de: Carbono (C), Oxigeno
(O) y Cobre (Cu) que corresponden a la base del grafito, mientras que la zona etiquetada con el
nimero 1 se presentan los elementos de Titanio (Ti), Oxigeno (O), Carbono (C) y Cobre (Cu)

que corresponde al recubrimiento de TiO2-PVA 1:1 Cabe mencionar que la presencia del
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elemento Cobre (Cu) en los espectros de EDS es debido al proceso de metalizacion de las

muestras con este elemento y hacerlas mas conductoras.

Figura 31. Micrografia del espesor del recubrimiento TiO,-PVA 1:1y su analisis quimico
elemental.
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6.3 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

La caracterizacion electroquimica de los recubrimientos mediante la técnica de EIS en
soluciones electroliticas, nos proporciond informacion sobre las interfaces involucradas en los

recubrimientos y permitiendo evaluar su estabilidad frente a estas sustancias.

Para los diagramas de Nyquist, la representacion de la componente real e imaginaria de la
impedancia en el plano complejo; considerando que la impedancia total Z en un circuito de

corriente alterna tiene la forma: Z=2' + 2"
Donde:

Z" corresponde a la parte real

Z” corresponde a la parte imaginaria.

En la Figura 32 se muestra al espectro de impedancia en Diagrama de Nyquist para el
recubrimiento TiO,-PVA 1:1 inmerso en una solucion de KsFe(CN)s 5 mM en Buffer de
Fosfatos 0.1M a pH 6.0, en comparacion con el electrodo de grafito sin recubrir denominado
blanco, y de acuerdo a los resultados de la Tabla 5, calculados a partir del ajuste en un circuito
eléctrico equivalente, se obtuvieron valores de resistencia a la solucion para el grafito en blanco
de Rs = 56.01 Q, resistencia menor que el valor obtenido para el electrodo con recubrimiento,
con un valor de Rs = 67.95 Q, lo cual pone de manifiesto que al haber recubrimiento, los iones

no fluyen con facilidad.
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Figura 32. Espectro de EIS en diagrama de Nyquist del Recubrimiento TiO,-PVA 1:1.

Asi mismo, en la Figura 33 se muestra el espectro de impedancia en Diagrama de Bode
para el recubrimiento TiO,-PVA 1:1 vy el electrodo grafito blanco en solucién de KzFe(CN)g 5
mM en buffer de Fosfatos 0.1M a pH de 6.0, donde, a) corresponde al mddulo de la impedancia
vs la frecuencia y b) angulo de fase vs la frecuencia.
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Figura 33. Diagrama de Bode, a) modulo de la Impedancia vs Fz, b) &ngulo de fase vs Fz.

El espectro de la Figura 34 corresponde al analisis de impedancia en el diagrama de
Nyquist del recubrimiento TiO,-PVA 1:1 y grafito blanco, inmersos en la solucion de KsFe
(CN)s 5 mM en KCI 0.1M, obteniéndose valores de resistencia a solucion de 12.29 Q para el
electrodo de grafito de la muestra blanco, con una resistencia Rs, menor al valor obtenido para el
electrodo con el recubrimiento de 59.39 Q, también mostrando valores mayores de resistencia a

la solucion Rs cuando hay presencia del recubrimiento.
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Figura 34. Diagrama de EIS del recubrimiento TiO,-PVA 1:1.

La Figura 35 corresponde a EIS en diagramas de Bode del recubrimiento TiO,-PVA 1:1,
inmerso en KzFe (CN)gs 5 mM en KCI 0.1M y mostrados en la Figura 34.
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Figura 35. Diagrama de Bode, a) médulo de la Impedancia vs Frecuencia, b) angulo de fase vs

Frecuencia.

Con fines comparativos se muestran los diagramas de impedancia del recubrimiento

TiO,-PVA 1:1 inmerso en las soluciones de K3Fe(CN)s 5 mM tanto en Buffer de Fosfatos como

en KCI 0.1M, la Figura 36 etiquetada con el nimero 1 corresponde al Diagrama de Nyquist y

con el numero 2 corresponde a los diagramas de Bode. De los datos calculados a partir del

circuito equivalente de la Figura 37 se obtienen valores de resistencia a la solucion de 67.95 Q

para recubrimientos inmersos en buffer y de inmersos en 59.39 Q para recubrimientos en KCl,

por lo que los iones fluyen con mayor facilidad en la solucién de KCI.
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Figura 36. Diagramas de Impedancia, 1. Diagrama de Nyquist, 2. Diagramas de Bode.

Para obtener informacion cuantitativa de los diagramas de impedancia, se emplearon los
circuitos eléctricos equivalentes; los cuales, son una forma eficiente y sencilla, de ajustar los
espectros experimentales a un circuito, permitiendo asociar sus componentes eléctricos, a

parametros fisicos del electrodo en estudio.

6.3.1 Circuito Eléctrico Equivalente (CEE)

Existen diversos tipos de CEE reportados empleados para el ajuste de los espectros de
Impedancia y para simular lo que sucede electroquimicamente en la interfaz de los
recubrimientos obtenidos se utilizo el circuito que corresponde a la celda de Randles (Arias et
al., 2009; Cardenas et al., 2013). EI CEE que mostré un mejor ajuste a los espectros de
impedancias obtenidos experimentalmente para los recubrimientos de TiO,-PVA 1:1 se muestra
en la Figura 37. Esta figura consta de tres elementos, una Resistencia a la solucion o electrolito
(Rs), un elemento de fase constante el cual representa la capacidad de la doble capa eléctrica

(CPEy) y que presenta la region de la interface, de la solucion liquida y la parte solida del
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electrodo (en el caso base de grafito en barra) con y sin recubrimiento, la resistencia (Rp) que
puede ser considerada como la resistencia que presenta el electrodo a la transferencia de carga.
El circuito de la Figura 37, también nos indica que la Rs esta en serie con un circuito paralelo el
cual est& conformado por un CPE y un Rp.

Rs CPE
>__

Rp

Figura 37. CEE utilizado para el ajuste de los diagramas de impedancia obtenidos
experimentalmente.

Los ajustes se realizaron con elementos de fase constante CPE, y no con capacitores, ya
que de acuerdo al analisis de SEM, los recubrimientos en el sustrato de grafito presentan cierta
porosidad y una rugosidad en la superficie (Bard y Faulkner, 2001; Londofio y Jaramillo, 2011;
Cérdenas et al., 2013).

Los valores de los componentes del circuito eléctrico equivalente de la Figura 37,
obtenidos del ajuste para los espectros obtenidos experimentalmente de los recubrimientos TiO,-

PVA 1:1, en las dos soluciones se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Valores de los componentes en el Circuito Eléctrico Equivalente.

CPE
Muestra Rs (Q) Rp () Car™
(Fcm?) n

Grafito Blanco KCI 12.29 6823 9.42 E-04 0.7976

R-TiO,-PVA 1:1 KCI 59.39 1.737 E+11 4.309 E-04 0.5257
Grafito Blanco Buffer 56.01 23756 1.766 E-03 0.629
fosfatos
R-TiO,-PVA 1:1 67.95 2240 6.47 E-04 0.4896
Buffer Fosfatos

*4 doble capa eléctrica.

De los valores mostrados en la tabla anterior se puede notar que los valores de Ca son
mayores en muestras blanco que en los recubrimientos, los cual nos indica al no haber recubrimientos los
iones se difunden mas rapidamente al electrodo. Mientras que los valores de ng indican que el
comportamiento del elemento de fase constante esta méas cercano al de un elemento de difusion pendiente
n< 0.8, que al de un capacitor n> 0.9, esto es debido a la porosidad y rugosidad que presentan los
recubrimientos. Por su parte, Rs  presentd mayores valores en los recubrimientos que las muestras

blanco, que era de esperarse por la presencia del recubrimiento en los electrodos de grafito.
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7 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 Conclusiones

La técnica sol-gel permitio obtener TiO, en la fase cristalina anatasa a temperaturas
menores a los 100°C, corroborandose por las técnicas de DRX, IR ER, MEB, MET y obteniendo

un tamario de cristal promedio de 8.4 nm.

Por difraccion de rayos X en polvos para las mezclas de TiO,-PVA 1:3, 1:2, presentaron
un pico en el angulo 26 de 19.3 correspondiente al polimero PVA, mientras que la relacion
TiO,-PVA 1:1 solo presentd los picos caracteristicos de TiO,, debido a que esta relacion
conservo los picos caracteristicos de la fase anatasa, fue la relacion que se utilizé para para los

recubrimientos.

Por Microscopia electrénica de barrido y transmision (MEB y TEM) de polvos TiO,-
PVA 1:1 se observan aglomerados del TiO2 en el polimero en los recubrimientos, mientras que
el tamafio de particula del TiO, es del orden de 1300-150 nm

Se lograron obtener recubrimientos de TiO,-PVA 1:1 por simple mezcla y
completamente adheridas al sustrato de grafito y secadas a temperatura ambiente. Por MEB se

pudo medir el espesor del recubrimiento del orden de 15 pum.

El andlisis de EIS en diagramas de Nyquist y Bode de los recubrimientos sintetizados se
presenta un fendmeno de difusion, ya que en los graficos no se logra apreciar los semicirculos y
la pendiente tiene un inclinacion menor 1, indicando que estos recubrimientos presentan
rugosidad o falta de homogeneidad en la interface con el electrodo, propiedad que fue
comprobada por MEB.
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7.2 Perspectivas

Una vez concluido este proyecto de investigacion, y analizado los resultados, se recomienda

hacer algunos estudios adicionales que se mencionan a continuacion:

1. Determinar el area superficial y el tamafio de distribucion del poro de las mezclas TiO,-
PVA, para la estimacion de la cantidad de enzima que puede ser atrapada por este tipo de
recubrimiento.

2. Determinar propiedades de rugosidad, adherencia del recubrimiento, asi como la
microdureza de la interface sustrato-recubrimiento, para mejorar la funcionalidad de los
recubrimientos como matriz en la inmovilizacion de las enzimas.

3. Realizar otras técnicas electroquimicas, como la resistencia a la polarizacion y las curvas
de polarizacion Tafel, las cuales permiten analizar el comportamiento a la resistencia la
solucién en los recubrimientos a diferentes tiempos de exposicion, asi como su

degradacion a la exposicion en la solucién por varios dias.
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ANEXO 1

A continuacion se presentan las constancias de ponencias en congresos.
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