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Resumen y abstract

En este trabajo se presenta el desarrollo de un biosensor de glucosa basado en
glucosa oxidasa inmovilizada en una nanoestructura de TiO2 dopado con Ni
obtenida por sol-gel. La nanoestructura se caracterizd morfoldégicamente y
estructuralmente mediante difraccion de rayos X (DR-X), espectroscopia de
infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia RAMAN, reflectancia
difusa (DRS), microscopia electronica de barrido (SEM) y tamafio de cristal. Los
resultados indican la presencia de fase anatasa en todas las muestras y de NiTiO3
en las muestras dopadas. También se realizaron pruebas electroquimicas de
espectroscopia de impedancia (EIS) y de voltimetria ciclica para conocer el
comportamiento electroquimico de la nanoestructura y del biosensor, los resultados
indican que la nanoestructura tiene baja resistencia al paso de carga eléctrica y que
tanto la nanoestrcutura como el biosensor si presentan actividad electroquimica.
Finalmente el biosensor fue capaz de detectar glucosa y mostré una sensibilidad
de 0.625224599 mA/mMol.

In the courrent work, is presented the development of a glucose biosensor based
on glucose oxidase immobilized in a nano-structure of TiO2 doped with Ni obtained
by sol-gel. The nanostructure was characterized morphologically and structurally by
X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), RAMAN
spectroscopy, diffuse reflectance (DRS), scanning electron microscopy (SEM) and
crystal size. The results indicate the presence of anatase phase in all samples and
NiTiOsz in the doped samples. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and
cyclic voltammetry tests were also performed to determine the electrochemical
behavior of the nanostructure and the biosensor. The results indicate that the
nanostructure has a low resistance to electric charge and that both the
nanostructure and the biosensor if they present electrochemical activity. Finally, the
biosensor was able to detect glucose and showed a sensitivity of 0.625224599 mA
/ mMol.

Palabras clave: Biosensor, glucosa, oxidasa, TiOz2, NiTiO3



CAPITULO I. INTRODUCCION

La determinacién de azucares es muy importante dentro de la industria de los
alimentos, asi mismo su regulacion debido a los riesgos a la salud que pueden
causar un consumo excesivo de estos, por ejemplo, obesidad y diabetes
(Rodriguez- Burelo et al. 2014; Aguilar et al. 2009). Los azucares o carbohidratos
son parte importante para la vida de todos los seres vivos y cumplen diversas
funciones, siendo la mas importante la de fuente de energia.

Existen diversos métodos para medir la concentracion de azicar en un alimento,
los cuales tienen ventajas y desventajas entre si, de estos métodos, pocos son
rapidos o econdmicos. Las mediciones mas rapidas se realizan generalmente
usando un refractdmetro o usando equipos como espectrometros que trabajen el
rango visible, pero cada uno presenta alguna desventaja como costo, especificidad
o sensibilidad.

Los biosensores son una opcidn viable para sustituir a los métodos y equipos que
se usan actualmente, al ser precisos, confiables y de bajo costo. El primer biosensor
de glucosa, fue desarrollado por Lyons y Clark en 1956, desde entonces han
evolucionado, principalmente para detectar glucosa en sangre, area en la que
actualmente existen electrodos econdmicos y desechables.

Actualmente existen dos tendencias en el desarrollo de biosensores de glucosa,
mejorar la transferencia directa de electrones entre la enzima y el electrodo, y el
desarrollo de electrodos no enzimaticos basados en éxidos metélicos (Zhu et al.
2016). El presente trabajo combina ambas tendencias al consistir en el desarrollo
de un biosensor enzimatico de tipo amperométrico basado en una nanoestructura
de éxido de titanio dopado con niquel.



1.2 Justificacion

¢, Por qué es importante medir la glucosa? Esto se debe a que cada vez adquiere
mayor importancia el poder controlar las concentraciones de glucosa en los
alimentos para prevenir enfermedades como sobrepeso, obesidad, y diabetes, que
son problemas de salud muy importantes en México y en el mundo.

La mayoria de los métodos tradicionales para detectar y analizar carbohidratos son
muy costosos o tardados, ademas de que no permiten un monitoreo y/o control
oportuno del proceso en cuestion; el desarrollo de un biosensor basado en una
nanoestrcutura de éxido metalico como el TiO2 y dopandolo con metal como niquel
permitiria que el instrumento sea econdmico, preciso, confiable y que permita
monitorear las concentraciones de glucosa de diferentes procesos en tiempo real
permitiria tener mejor control.

1.3 Hipotesis

El desarrollo de un biosensor de basado en la inmovilizacion de glucosa oxidasa,
empleando una nanoestructura de TiO2 dopado con Ni, sera capaz de detectar con
precision, niveles de glucosa, facilitando asi el monitoreo y control de azucar en
alimentos como jugos y concentrados.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Construir un biosensor basado en glucosa oxidasa inmovilizada en una
nanoestructura de 6xido de titanio dopado con niquel capaz de detectar glucosa.

1.4.2 Objetivos Especificos

1. Obtener las nanoestructuras del TiO2 y TiO2-Ni y caracterizarlas estructural
y morfoléogicamente por: difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja,
espectroscopia RAMAN, reflectancia difusa y Microscopia electronica de barrido
(SEM).

2. Seleccionar un método de inmovilizacion para la enzima glucosa oxidasa.

3. Desarrollar y caracterizar el biosensor a través de pruebas de impedancia y
voltimetria ciclica.

4. Probar el biosensor con muestras patron.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES
2.1 Biosensores

Un biosensor es un instrumento que sirve para detectar y/o medir una sustancia o
un parametro, y que tiene como caracteristica especial que incorpora un agente
biologico para actuar como agente de reconocimiento del analito. Todos los
sensores y biosensores estan formados por dos partes: un detector que va a ser el
componente que interactia con el analito o la variable a medir y un transductor que
transforma la senal del detector a una senal analitica Gtil y facil de entender (Sciarra
2004) tal como se muestra en la fig. 1.

. lemento de .
¥ ‘)econocimiento [ TRANSDUCTOR ] SENAL

Muestra

Figura 1. Esquema de un biosensor.

2.1.1 Clasificacion de los biosensores:

Los biosensores se pueden clasificar en base a las siguientes variables:
Transductor: piezoeléctrico, electroquimico, termoeléctrico u optico.
Método de deteccidn: directo o indirecto.

Agente de reconocimiento: célula, enzima, organelo, anticuerpo, tejido, acido
nucleico, polimero de impresién molecular (PIM), &cido nucleico peptidico (PNA) o
aptamero.

Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad.
2.1.1.1 Biosensores de interaccion

Biocataliticos.- Son sistemas que operan in-situ, formados por tejidos, células,
organelos, sistemas enzimaticos de origen vegetal o animal, capaces de detectar
sustratos mediante el comportamiento estequiométrico de reactivos y productos, o
mediante mecanismos de inhibicién enzimatica que intervengan en el proceso
(Halamek et al. 2005).

Bioafinidad.- Se caracterizan por formar complejos entre el analito de interés y el
receptor, sin llevar a transformaciones quimicas, pero generando excelentes
mecanismos de respuesta, aunque con grandes exigencias analiticas para
determinar su magnitud. Dichas interacciones generan respuestas que demandan
sistemas de alta sensibilidad y precision, cuantificandose a través del seguimiento



cinético del proceso en presencia de inhibidores competitivos, marcaje isotépico,
comportamiento Optico del proceso o variaciones gravimétricas (Jiménez et al.
2009).

2.1.1.2 Sistemas de transduccion

La naturaleza de la interaccidén entre el elemento de reconocimiento y el analito
constituye el factor determinante para la seleccion del sistema de transduccién, sin
el cual no es posible obtener, amplificar, registrar, sistematizar, almacenar e
interpretar las senales producto de la interaccién entre estos.

Opticos. — los transductores épticos se basan en las variaciones que se producen
en las propiedades de la radiacion electromagnética (REM) como consecuencia de
la interaccidn fisica o quimica entre el analito y el elemento biolégico. Las bases
fisicas de este tipo de sensores son los cambios que ocurren en la absorcion de
REM, luminiscencia, dispersion de REM o indice de refraccidn, cuando la radiacion
incide sobre las superficies de reconocimiento. El sistema consiste en una fuente
de radiacién electromagnética, el agente bioldégico que contiene las moléculas
receptoras y el detector (Jiménez et al. 2009).

Piezoeléctricos.- También conocidos como sistemas de transduccién masicos,
gravimétricos o acusticos, constituyen un material piezoeléctrico (cristales),
caracterizados por entrar en resonancia ante la explosibn de un campo
electromagnético y soportar el elemento de reconocimiento (proteinas), son
versatiles y su uso en el sector alimenticio ha permitido hacer seguimiento de las
propiedades reoldgicas por ejemplo, la textura mediante la deteccion de vibraciones
por fractura de las muestras de interés (Taniwaki et al. 2006). Su funcionamiento
se basa en que la frecuencia de vibracién de un cristal es disminuida por la
adsorcion de un material extrafio en su superficie. El cristal esta sensibilizado
mediante una cubierta de material de unién o reaccionando con el analito.

Termomeétricos.- Su funcionamiento se basa en la deteccidn del calor producido por
las reacciones enzimaticas exotérmicas, que se puede relacionar con la
concentraciéon del analito; dichos cambios de temperatura se determinan mediante
termistores a la entrada y salida del dispositivo en el que se encuentran
inmovilizadas las enzimas.

Nanomecanicos.- El elemento biolégico de reconocimiento se localiza inmovilizado
en la superficie de una micropalanca de silicio que se sumerge en una muestra
liquida. Normalmente se utilizan anticuerpos como elemento de reconocimiento. La
interaccién entre el analito y el elemento de reconocimiento produce un cambio en
la tensién superficial del liquido, mientras que la micropalanca sufre una respuesta
de tipo nanomecanico que consiste en un cambio de la deflexion y/o de la
frecuencia de resonancia, la magnitud de este cambio esta relacionada con la
concentracién del analito.

Electroquimico.- Los transductores de éste tipo, transforman la senal que se
produce por la interaccion del analito con el sistema de reconocimiento en una senal
eléctrica. Se dividen en cuatro tipos: conductimétricos, potenciométricos,



amperométricos e impedimétricos que detectan cambios en la conductividad,
potencial, intensidad de corriente o en la impedancia, respectivamente.

2.1.1.3 Caracteristicas que deben presentar los biosensores

Sensibilidad.- Alta para los analitos de interés incluso en concentraciones de partes
por billén (ug/L).

Selectividad.- Alta, para que soélo interactue con el analito de interés y no con otros.
Mediante elementos de reconocimiento especificos.

Confiabilidad.- Alta, los sistemas de transduccion se disefian para que no sean
alterados (o lo sean minimamente) por la muestra.

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

Bajo costo de produccidn, operacién y mantenimiento.
No pretratamiento a la muestra

Tiempo de andlisis.- Capaces de medir en tiempo real o muy corto, permitiendo una
actuacion rapida, controlando los parametros importantes de manera inmediata y
automética

2.1.2 Biosensor amperométrico

Los biosensores de glucosa son los mas antiguos, existen desde 1962 cuando
Lyons y Clark crearon el primero, el cual, consistia en enzima glucosa oxidasa
inmovilizada en el interior de una membrana semipermeable de dialisis montada en
un electrodo de oxigeno (Wang 2001).

Estos sensores miden una corriente al aplicar un potencial entre dos electrodos,
que es proporcional a las variaciones producidas en el biorreceptor. Normalmente
podemos encontrar sensores con dos o tres electrodos, aunque los mas usuales
son los biosensores de tres electrodos ya que permiten controlar de forma muy
precisa la tension aplicada entre los electrodos de medida.

Ventajas

Proporcionan resultados precisos, reproducibles, rapidos, de bajo costo y sin
necesidad de preparar la muestra o un blanco estandar.

En la actualidad existen miles de biosensores que monitorean diferentes sustancias
y variables, pero todos siguen la tendencia de ser cada vez mas pequenos,
economicos, sensibles y mas confiables. Como es el caso de los biosensores de
glucosa, que ahora son desechables y tan pequefios como una laminilla de
laboratorio, debido al desarrollo de nuevos materiales y a la nanotecnologia que
permite hacer electrodos con serigrafia de grafito o nanotubos de carbdn (Harper y
Anderson 2010).



2.2 Enzimas

Se denomina enzima a las proteinas que presentan actividad como catalizadores
de alguna reaccién. Las enzimas son muy importantes debido a que son mucho
mas especificas que los catalizadores no bioldgicos y muy eficientes, ademas de
que se puede regular su actividad catalitica de varias maneras, lo que brinda mayor
control en los procesos en que interviene. Para regular la actividad de las enzimas
se manipulan factores como el pH, la temperatura y la presencia de ciertas
sustancias (cofactores e inhibidores).

La Comision de Enzimas (EC) de la IUBMB (International Union of Biochemestry
and Molecular Biology) ha dado a cada enzima cdodigo de cuatro partes, como EC
3.4.21.5. Los tres primeros numeros definen la clase principal, la subclase y la sub-
subclase, respectivamente. El ultimo es un ndmero de serie dentro de la sub-
subclase, que indica el orden en el que cada enzima se ha afadido a la lista, que
crece continuamente. En la tabla 1 se muestra la clasificacion de las enzimas.

Tabla 1. Clasificacién de las enzimas

Clasificacion Cataliza

1.-Oxido-reductasas | Reacciones tipo éxido-reduccion

2.-Transferasas Transfiere grupos funcionales

3.-Hidrolasas Rupturas hidroliticas

4.-Liasas Eliminaciones o adiciones de un grupo a un doble enlace,
u otras rupturas que implican un reordenamiento
electronico.

5.-Isomerasas Reordenamientos intramoleculares.

6.-Ligasas Reacciones de unién de dos moléculas.

2.2.1 Glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa (fig.2) esta registrada bajo el codigo EC1.1.3.4 de acuerdo con
la International Union of Biochemestry and Molecular Biology (IUBMB), el nimero
1(EC 1) indica que la enzima pertenece al grupo de las oxidoreductasa, el segundo
numero (EC1.1) que pertenece al subgrupo que actua sobre los grupos CH-OH de
los donantes. Mientras que el numero 3 (EC.1.1.3) indica que es del sub-subgrupo
en el cual el oxigeno es el aceptor. Finalmente el nimero 4 del cédigo (EC 1.1.3.4)
indica que fue la cuarta enzima en ser agregada a esta lista.



Figura 2. Estructura Glucosa Oxidasa (fuente: http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/PDBsum/cf/1cf3//chainA.jpQg).

Esta enzima recibe muchos nombres glucosa oxidasa, GOD, GOx, hexosa oxidasa,
notatin (penicilina A) o penicilina B, estos ultimos debido a que se obtuvo a partir
del hongo Penicillum notatum, y normalmente se obtiene de Aspergillus niger.

La glucosa oxidasa, presenta afinidad principalmente a la Beta-D-Glucosa (mas del
98%), pero también puede catalizar la oxidacién de compuestos con grupos OH
como el 1,2 pentanediol, el 2-deoxi-D-Glucosa, etc., ademas de interactuar con
otros azucares como la galactosa. Pero siempre actuando con el oxigeno y FAD,
para todas las reacciones.

Es una enzima muy estable, su actividad al estar inmovilizada disminuye solo un
10%, y dependiendo de la temperatura de almacenamiento puede mantener su
actividad intacta entre seis meses a un ano.

En la fig. 3 se presenta la reaccién bajo la cual cataliza la glucosa oxidasa
principalmente:

Figura 3. Reaccion de oxidacion de la D-glucosa.

Es una reaccion redox (catalizada por la glucosa oxidasa), donde la 3-D-Glucosa
es oxidada en D-glucono-lactona, y el oxigeno que interviene en dicha reaccion
forma perdxido de hidrégeno o agua oxigenada por su nombre comun.


http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/PDBsum/cf/1cf3/chainA.jpg
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/PDBsum/cf/1cf3/chainA.jpg

Para actuar como catalizador, la glucosa oxidasa (GOx) requiere un cofactor,
el flavin adenin dinucleétido (FAD), el FAD (fig. 4) actia como el aceptor inicial de
electrones y es reducido a FADH2. Posteriormente el FADH2 es oxidado
por oxigeno molecular (Oz2) que desempena el papel de aceptor final de electrones.
El oxigeno es capaz de ello debido a que tiene un potencial de reduccién mayor.
Como consecuencia el Oz es reducido a peroxido de hidrégeno (H202).
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Figura 4. Flavin Adenin Dinucleétido (FAD).

En la actualidad la glucosa oxidasa es empleada con diferentes fines, entre los que
se encuentran los biosensores confiables y econémicos para diabéticos que miden
la concentracion de glucosa sanguinea, como aditivo en industrias manufactureras,
la determinacidén de glucosa libre en suero o plasma sanguineo con finalidades
diagnésticas, y monitorear las concentraciones de glucosa en procesos
de fermentacion, biorreactores, y niveles de glucosa en materia prima vegetal y
productos alimentarios.

2.3 Método Sol-Gel

Es un método empleado para obtener estructuras sélidas a partir de particulas muy
pequenas, por ejemplo, la obtencion de nanoestructuras de éxidos metdlicos como
oxido de silicio o 6xido de titanio. Este método implica la formacién de una solucién
coloidal del material de interés a la cual se le afiade un precursor que iniciara la
formacion de una red (gel) constituida por nuestro material de interés. El método
consiste en la hidrélisis de un precursor, para obtener una suspension coloidal (Sol),
y posteriormente un gel por la condensacién y agregacion de las particulas
(Schumuki y Virtanen 2009).

En el caso del 6xido de titanio, este proceso de hidrélisis y condensacién ha sido
descrito de la siguiente manera (Guzman et al. 2007):

Ti(OR), + H,0 - Ti(OH), + 4RO (Hidrdlisis) (1)
Ti(OH), » TiO,xH,0 + (2 — x)H,0 (Condensaciéon)  (2)

Tiene como ventaja ser de bajo costo y que se puede realizar a temperatura
ambiente a diferencia de otros métodos usados para obtener nanoestructuras,
ademas de ofrecer estructuras homogéneas como lo reporta Feijéo et al. (2007).

Este método es muy usado para obtener nanoestructuras para sensores y la
composicién de las mismas puede mejorar la sensibilidad del sensor como reportd
Jung-Chuan et al. (2016). Es muy util ya que permite obtener diferentes estructuras
con propiedades y aplicaciones diferentes (fig. 5).



Figura 5. Aplicaciones de la tecnologia Sol-Gel (fuente:
https://gro.cinvestav.mx/~ceramics/hibridos.htm).

2.4 Oxido metalico

Un 6xido metalico es la unién quimica de un metal con oxigeno cumpliendo la
siguiente férmula X20n (donde X es el elemento metalico y O es oxigeno), por
ejemplo: ZnO, MgO, Na:20, FeO, Au20s, etc. Debido a que presentan enlaces
idnicos, son muy estables a temperaturas altas, presentan baja energia de
ionizacion y presentan actividad de semiconductor (Feij6éo et al., 2007).

2.4.1 Didxido de titanio

El dioxido de titanio (TiO2) es material con gran valor comercial debido a sus
aplicaciones como: semiconductor, protector UV, sensores de gas, celdas
fotoboltaicas y fotocatalizador. En la naturaleza se encuentra en tres fases
cristalinas: Brokita, Rutilo y Anatasa (fig. 6), siendo las dos ultimas las comunes.
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Figura 6. Fases cristalinas del TiO2. De izquierda a derecha Rutilo, Anatasa y
Brokita.

El rutilo es termodinamicamente mas estable, en cambio la anatasa presenta mayor
actividad fotocatalitica.

La estructura cristalina de la fase anatasa y rutilo, es ortorrombica y pueden ser
descritas en términos de cadenas de octaedros de TiOs, fig. 7. Las dos estructuras
cristalinas difieren por la configuracion de ensamble de la cadena de octaedros, y
por la distorsién de cada octaedro. Cada ion de Ti** es rodeado por un octaedro de
seis iones de O?%. El octaedro del rutilo no es regular, fig 7, mostrando una ligera
distorsidn ortorrombica (Esch et al. 2014).

Figura 7. Estructura basica de Rutilo, Brokita y Anatasa (Esch et al. 2014).

La disposicién estructural de la Anatasa, le favorece para tener mejor capacidad
catalitica y conductividad eléctrica, 1o que permite usar en 6xido de titanio en
muchas areas.

2.4.1.1 Aplicaciones

El diéxido de titanio es usado en catélisis heterogénea, como un fotocatalizador, en
celdas solares para la produccion de hidrégeno y energia eléctrica, como sensor
de gases, como pigmento blanco (en pinturas y productos cosméticos) como
recubrimiento protector a la corrosion, como recubrimiento éptico, en ceramicos y
en dispositivos eléctricos como varistores y ademas juega un papel importante en
implantes de hueso debido a que es un material biocompatible.
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2.4.2 Niquel

El niquel es el elemento numero 28 de la tabla periddica y pertenece a los metales
en transicion. En la naturaleza se puede encontrar unido a hierro y su is6topo mas
abundante es el Ni®8, el cual no es radioactivo a diferencia de los otros (Hausinger,
1993). Es utilizado en la industria principalmente para la produccién de acero
inoxidable y para el acufiado de monedas. La importancia biol6gica reside en ser
centro activo del 87% de las enzimas hidrogenasas.

2.4.3 Titanato de niquel

Es un 6xido bimetalico que pertenece al grupo de las ilmenitas MTiOs (M= Ni, Fe,
Mn, Co), que son materiales multifuncionales, con aplicaciones en electronica,
fotocatalisis, sensores de gas, etc., debido a su alta constante dieléctrica. En 1992
se sintetizé calcinando una mezcla estequimétrica de Ni o NiO con TiO2 a una
temperatura de 1000 °C sin embargo se puede sintetizar mediante diversos
meétodos, por ejemplo: sol-gel, Pechini, coprecipitancion, auto combustion, etc.
(Zhang et al. 2015), la estructura del titanato de niquel (fig. 8) es parecida a la del
TiOo2.

Dopar con niquel estructuras de TiO2 mejora las propiedades eléctricas y actividad
fotocalitica del 6xido de titanio (Xioaling Li et al. 2013), pero también mejora la
durabilidad de las peliculas de TiO2 (Wang et al. 2013). Debido a que el atomo de
niquel tiene un tamafo mayor que el del titanio, genera una estructura con mas
espacios en el NiTiOs, que los presentes en las estructuras de TiOz, haciendo que
tenga mayor area superficial y facilite la inmovilizacién de enzimas

Figura 8. Estructura del NiTiOs (Zhang et al. 2015).
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2.5 Sistemas de inmovilizacion de la enzima

La eleccion del método dependera de factores tales como el tipo de transductor
utilizado, naturaleza del elemento bioldgico, propiedades fisicoquimicas del analito
y las condiciones de operacidén del biosensor, para que el biosensor exhiba su
maxima actidad, (Akyilmaz et al. 2003; Singh et al. 2008; Kausaite-Minkstimiene et
al. 2011). Existe métodos fisicos (atrapamiento y micro encapsulacién) y métodos
quimicos (adsorcion, union covalente y entrecruzamiento).

2.5.1 Adsorcién

Emplea fuerzas idnicas, puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals para
unir la enzima al soporte. El soporte debe tener una gran capacidad para adsorber
material bioldgico.

2.5.2 Entrecruzamiento

Consiste en emplear reactivos bifuncionales (dialdehidos, diminoésteres,
diisocianatos, sales de bisdiazonio, e incluso, diaminas si estan activadas con
carbodiimida), que generan uniones intermoleculares entre las enzimas. Los
entrecruzadores mas usados son: gluteraldehido, hexametildiisocianato y 1,5-
dinitro-2,4-diflorobenzeno. Esta técnica suele combinarse con la adsorcién para
tener mejores resultados

2.5.3 Unién covalente

Se basa en la activacién de grupos quimicos del soporte con nucledfilos de las
proteinas. Los aminoacidos mas empleados son la lisina, cisteina, tirosina e
histidina. Este método requiere de un buen control del pH o la fuerza i6nica de la
solucién, asi como de tener bien limpia la superficie del transductor.

2.6 Glucosa

Es un monosacarido, su formula quimica es CsH1206 perteneciente al grupo de las
aldosas, ademas es un isémero de la hexosa galactosa. Se encuentra en frutas,
vegetales y en la miel, normalmente esta combinada con otros monosacaridos
formando lactosa, maltosa y fructosa (Badui 2006).

La glucosa (fig.9) cumple varias funciones en el organismo, por ejemplo,
estructurales, pero la principal funcién es la de fuente de energia. Es producida por
organismos autétrofos que la sintetizan a partir de agua y diéxido de carbono
siguiendo la siguiente reaccion:

6C0, + 6H,0 — C4Hy,04 + 60, (3)

13



Figura 9. Estructura quimica de la D-Glucosa.

2.6.1 Determinacién de carbohidratos

Existen diversas formas para analizar carbohidratos, que se pueden clasificar de la
siguiente manera:

Métodos quimicos (reduccién de un metal)

Se basan la capacidad reductora de los azucares sobre un metal, siendo el principal
el cobre (Cu), o en la formacidén de un compuesto colorido, al cual se le puede medir
su absorbancia.

Métodos fisicos (refractometria, polarimetria y densimetria)

Se basan en el principio de que un haz de luz cambia su trayectoria al pasar por un
medio con una densidad diferente a la del aire.

Métodos enzimaticos

Como su nombre lo indica, emplean enzimas que permiten detectar un gran nimero
de sustancias con mucha precision.

Métodos Fluorométricos

Este método se fundamenta en la capacidad de algunas sustancias para absorber
ondas de longitud corta y luego emitir una de mayor longitud.

Métodos cromatograficos

Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencidén selectiva, con el
objetivo de separar distintos componentes en una mezcla.

2.6.2 Desventajas de los métodos tradicionales

Para los métodos quimicos, se requieren preparar muestras patrén, y procesar la
muestra para después hacer calculos y asi obtener los resultados. Sin embargo, no
siempre son precisos, son costosos, pueden tardar varios minutos y algunos de los
reactivos son peligrosos.

Los refractdmetros permiten realizar mediciones inmediatas y requieren de
muestras muy pequenas, pero su precision depende de la temperatura, presencia
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de gas en la muestra, diferentes sustancias liquidas y de soélidos diferentes al que
se desea medir.

Los métodos enzimaticos, son precisos, rapidos y cada vez mas econémicos, pero
no pueden hacer mediciones en el lugar.

En la actualidad existen dos tendencias en el desarrollo de biosensores, estas son:
obtener estructuras con mejores propiedades electroquimicas que permitan
mejorar la sensibilidad y estabilidad de la enzima del electrodo. La otra tendencia
es desarrollar biosensores no enzimaticos que sean capaces de detectar y medir
materiales biolégicos como glucosa, proteinas, fenoles, etc., poder ser reutilizables
y que no presenten las limitantes de los biosensores enzimaticos. Los 6xidos
metalicos estan siendo la opcién mas estudiada para ambas tendencias, debido a
gue ofrecen nanoestructuras estables y con buenas propiedades electroquimica,
opticas, fotovoltaicas y fotocaliticas que permiten tener electrodos mas sensibles y
capaces de ser reutilizables. Entre los 6xidos metéalicos estudiados, se encuentran
el éxido de cobalto (CoO, Co203 y Co304), éxido de cobre (CuO y Cu:=0), 6xido de
niguel (NiO), 6xido de zinc (Zn0O), etc., debido a sus propiedades, las cuales se
pueden modificar al dopar con algun metal (Zhu et al. 2016). A parte de los 6xidos
metalicos antes mencionados, también se estudian otros compuestos, por ejemplo,
el grupo de las ilmenitas, que han mostrado tener gran potencial para el desarrollo
de sensores y sistemas de fotocatélisis y produccién de hidrogeno, entre otras.

15



CAPITULO lIl. TECNICAS DE CARACTERIZACION
3.1 Difraccién de rayos X

El uso de la difraccion de rayos X para la investigacion de la estructura de la materia
tuvo su origen en 1912, cuando los primeros materiales cristalinos fueron expuestos
a este tipo de radiacién, dando lugar a un diagrama de difraccion caracteristico de
la muestra, también conocido como patrén de difraccion. Actualmente, ésta técnica
ha permitido revolucionar el entendimiento de la quimica, la fisica, la mineralogia y
la biologia debido a la informacion que permite obtener. La difraccién de rayos X
(DRX), esta basado en la dispersién, que consiste en que el fotdén incidente es
desviado de su trayectoria original de propagacion con igual (dispersion elastica) o
menor energia (dispersion inelastica), por y colision de electrones. Cuando sobre
un atomo incide un haz de rayos x, puede considerarse, desde un punto de vista
geométrico, que éste se comporta como un radiador puntual que dispersa
elasticamente (sin modificar su longitud de onda) la radiacién en todas las
direcciones del espacio (Albella et al. 2000). Ahora, si el haz de rayos X incide en
la superficie de un cristal, es decir, sobre una agrupaciéon de atomos ordenados de
manera periédica en el espacio, entre las ondas dispersadas por cada uno de ellos
se producen fenbmenos de interferencia que, normalmente, en la mayor parte de
las direcciones, serdn de tipo destructivo, canceldndose en mayor o menor
proporcién. Sin embargo, en determinadas, y debido precisamente a la ordenacion
periddica de los atomos puede ocurrir que las ondas dispersadas se encuentren en
fase y se refuercen mutuamente, éste fenémeno es conocido como difraccién. Para
comprender mejor esto supongase que el haz de radiacion de incide sobre un cristal
determinado, esta compuesto por un nimero muy grande ondas denominado frente
de ondas. Antes de impactar el cristal, todas las ondas estan en fase entre si, es
decir los maximos y minimos de amplitud coinciden en la misma ubicacién de la
trayectoria de flujo. Una vez que los rayos inciden sobre el cristal se puede producir
interferencia constructiva o destructiva. Las condiciones necesarias para que se
produzca difraccién vienen determinadas por la ley de Bragg. Como en las
sustancias cristalinas se pueden considerar distintas familias de planos paralelos y
equidistantes entre si. Consideremos una de estas familias con indices de Miller
(hkl) y espaciado dy; (fig. 10).

Figura 10. Difraccién de rayos X por los planos de un cristal.
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Si en estos planos incide un haz de rayos X monocromatico, con longitud de onda
A (de algunos Angstréms), en una direccién que forma un angulo 6 con la superficie
de los planos, solo se producira refuerzo cuando el angulo de incidencia, la longitud
de onda de la radiacion, el espaciado de la familia de planos, cumplan la siguiente
relacion, llamada ley de Bragg:

nil = dhkl sin 6 (4)
Donde:

n.- €s un numero entero (sélo para numeros enteros de longitudes de onda ocurre
la difraccidn).

A.- longitud de onda de los rayos X.
dnxi- la distancia entre los planos de la red cristalina.
6.- angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.

Dicho de manera sencilla, la interferencia entre las dos ondas que se muestran en
la fig. 11, es constructiva cuando la diferencia de trayectoria entre las ondas (que
se llamaran 4t, la cual es la suma de las distancias CB y BD), es igual a un numero
entero (n) de longitudes de onda. Entonces si se analizan los triangulos ACB y ABD
se obtiene que At = CB + BD = 2dsin6, lo que deduce la ley de Bragg.

Ley de Bragg (1913)

ACB = 2d sin®

Figura 11. Ley de Bragg.

La direccién en la que sale el haz difractado forma también un angulo con la
superficie de la familia de los planos que difractan, es decir, un angulo con la
direccion de incidencia del haz de rayos X. Ademas, la direccidn del haz incidente
y la direccion del haz difractado estan contenidas en un plano que es perpendicular
a la familia de planos, que difractan. Como en un cristal hay distintas familias de
planos, con distintos espaciados, existirdn también distintas direcciones de
difraccidon. Al ser el conjunto de espaciados de un cristal caracteristico para cada
especie cristalina, entonces si no hay dos sustancias cristalinas que tengan todos
sus espaciados iguales, se puede decir, que no hay dos sustancias cristalinas con
un difractograma idéntico. Se podria decir que el difractograma de una sustancia
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cristalina es como su huella dactilar. En la fig. 12 se puede observar un equipo de
difraccion de rayos X y sus componentes.

Figura 12. Componentes principales de un difractometro de rayos X.
A partir de los difractogramas de rayos X, se puede calcular el tamafno de cristal
empleando la ecuacion de Scherrer.

kxA
t= L CosO (5)

Donde

t = tamano de particula

k = Constante de Scherrer

A= Longitud de onda

p=linea que se ensancha a la mitad de la intensidad méxima
6= angulo

3.2 Microscopia electronica de barrido

Es una técnica de andlisis que se emplea para obtener informacion superficial de
las muestras, mediante el empleo de electrones Allen et al. (1993). El microscopio
electrénico de barrido es actualmente una herramienta esencial para la
investigacidn ya que se utiliza para varios propdsitos como, por ejemplo: para el
estudio de la morfologia y topografia de elementos, un andlisis quimico de la
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muestra a analizar, etc. Este instrumento utiliza voltajes cercanos a los 20000
voltios, las lentes magnéticas utilizan un haz muy fino de electrones para penetrar
repetidamente la muestra y se produce una imagen ampliada de la superficie
observada en el monitor.

Este tipo de microscopios se caracteriza por producir imagenes tridimensionales, y
se puede tener una ampliacién de 100 000 veces o mas. Otra caracteristica es que
la imagen no es obtenida una sola vez, sino que un estrecho haz de electrones va
barriendo la muestra en sentido longitudinal. En el microscopio de barrido, dos son
las partes fundamentales, la columna y la camara para colocar las muestras. El
emisor de electrones es un filamento que se calienta de acuerdo a las necesidades
de la muestra, el cual emite un haz de electrones que viajan a través de la columna
en un ambiente de alto vacio, hasta incidir con la superficie de la muestra a analizar,
ocasionando una interaccidon entre dichos electrones y los &tomos de la muestra,
generando varios tipos de senales, tales como: electrones secundarios, electrones
retrodispersados, rayos X caracteristicos, electrones Auger, luz visible, etc., todas
las sefiales se producen simultdneamente, pero cada una es captada por un
detector diferente (fig. 13).

Figura 13. Microscopio de barrido electrénico.

3.3 Espectroscopia de Infrarrojo

Dentro del estudio de materiales, la espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) es una de las técnicas mas utilizadas, debido a que proporciona
informacion del tipo de enlaces quimicos involucrados en la estructura del material
analizado. Esta informacion es proporcionada por las bandas de absorcién debido
a los diferentes modos vibracionales de los grupos funcionales, facilitando asi la
identificacién de estos mismos. La regién infrarroja del espectro electromagnético
incluye radiaciones comprendidas entre los nimeros de onda 12800 y 10 cm'
aproximadamente, lo que corresponde a longitudes de onda de 0.78 y 1000 um.

Desde una perspectiva de las aplicaciones, asi como de los instrumentos, la region
infrarroja se divide en: infrarrojo lejano, medio y cercano, de las cuales, la mas
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usada para la caracterizacidn de materiales es la regidén del infrarrojo medio,
comprendida entre los 4000 y 670 cm'. La espectroscopia de IR mide los cambios
vibracionales que experimentan las moléculas al absorber energia
electromagnética, estos cambios o movimientos pueden clasificarse como modos
de estiramiento, donde la longitud del enlace cambia de una manera periédica
durante el momento de vibracién; o modos de doblamiento, donde el &ngulo entre
los enlaces cambia de forma periddica durante las vibraciones.

En la fig. 14, se observa que los modos de estiramiento se subdividen en simétricos
y asimétricos; por su parte los modos de doblamiento se dividen en:

Tijereteo: Es cuando los dos atomos unidos a un atomo central se alejan y acercan
uno respecto de otro, causando una deformacion del angulo de valencia.

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

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

Balanceo: Ocurre cuando la unidad estructural se balancea en el plano de simetria
de la molécula.

Acoplamiento vibracional:

Figura 14. Modos vibracionales por absorcion infrarroja.

Los espectros vibracionales se deben a la elasticidad del enlace covalente entre
dos atomos, cuya rigidez esta determinada a través de la constante caracteristica
(k) para cada enlace. Para la obtencién de los espectros infrarrojos, se utilizan
espectrometros con interferometros y transformada de Fourier (IR-FT). La radiacion
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de infrarrojo es analizada por medio de un interferometro de Michelson (fig. 15),
que consiste en un montaje Optico en el que se produce el fendmeno de
interferencia de ondas electromagnéticas.

Figura 15. Interferometro de Michelson

En la operacion de espectrometro IR-FT, la radiacién policromatica de la fuente de
infrarrojo (que consta de un filamento de Nernst) es colimada por un espejo y el haz
resultante se divide en el espejo divisor; la mitad del haz pasa al espejo fijo y la otra
mitad se refleja en el espejo movil. Después de reflejarse los dos haces se
recombinan nuevamente en el divisor del haz. Cuando el espejo movil esta
posicionado de tal manera que los dos caminos Opticos son iguales,
simultaneamente todas las longitudes de onda de la luz proporcionan una
interferencia constructiva. Si el espejo movil se encuentra en alguna otra posicion
una longitud de onda puede interferir constructivamente o destructivamente,
dependiendo si los haces de los dos caminos opticos estan o no en fase.

3.4 Espectroscopia RAMAN

El uso de la espectroscopia RAMAN para el analisis quimico no era tan viable ni
comun como lo es hoy en dia debido a varios problemas fundamentales y técnicos
como los picos de intensidad, la interferencia de la fluorescencia y la ineficiencia en
la coleccion y deteccion de luz. Con la introduccion del método de transformacion
de Fourier-RAMAN, Servicios de carga, miniaturizacién de equipos de computo y
laseres de infrarrojo cercano, permitieron quitar los impedimentos que atrasaban el
uso de la espectroscopia RAMAN.

Un espectro RAMAN consiste en la dispersidn de la intensidad detectada contra la
energia (fig. 16). Cada pico consiste en un cambio dado RAMAN por la energia
incidente Eo. Si sucede que la molécula se encuentre en un estado vibracional
excitado cuando el proton incidente es dispersado, el proton gana energia cuando
es dispersado, que conduce a la dispersion RAMAN antimovimientos. Los picos
RAMAN de movimiento y los antimovimiento, son posicionados simétricamente a
los picos Raleigh, pero sus intensidades son diferentes, excepto por las vibraciones
de energias bajas. En 1986 la instrumentacion RAMAN empez6 a evolucionar, al ir
obteniendo mayores resultados, fue aumentando la necesidad de incorporar
laseres, espectrometros, accesorios para las muestras y softwares que
complementaran el sistema del espectrometro RAMAN. Estos nuevos instrumentos
no fueron mas capaces que sus predecesores, pero eran mas faciles de utilizar.
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Figura 16. Espectrometro RAMAN

En adicién a la reduccion de la fluorescencia, el analisis RAMAN también provee
precision en la frecuencia y muchos otros beneficios. El uso de laseres de diodo de
Nd: YAG (ltrio-Aluminio-G), sustituyé a los laseres de Argon o Kriptén que requerian
de sistemas de enfriamiento y energia eléctrica de 208 a 480V que los hacia
imprécticos para analisis de rutina por los altos costos de uso y mantenimiento. Los
nuevos laseres de Nd: YAG (1064 nm), Doble Nd: YAG (532 nm) y de diodo
Al:GaAs (750 a 900 nm), no solo son mas econdmicos al tener un consumo eléctrico
de 110V sino que incorporan un sistema enfriador por aire y el costo de
mantenimiento es menor. También operan en infrarrojo cercano donde la
fluorescencia es menos prominente (Richard 2000).

3.5 Reflectancia Difusa

La técnica de espectroscopia ultravioleta-visible por reflectancia difusa (UV-Vis
DRS) proporciona informacion sobre el entorno de las especies metdlicas y
organicas presentes en el material, siempre que éstas presenten transiciones entre
niveles moleculares separados por energias del orden de la regidon UV y/o visible
de la radiacion electromagnética. Permite estudiar las contribuciones de los
componentes organicos e inorganicos de las muestras, asi como el entorno de los
atomos, algunos atomos metdlicos.
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Se basa en la medida del retardo y ensanchamiento temporal experimentado por
un corto pulso de luz que viaja a través de un material.

Cuando la luz incide sobre una muestra (L;), una cierta cantidad de los fotones
puede transmitirse a través de la muestra (L;) y el resto es reflejado (L,), 0
absorbido (L,) por algunos enlaces covalentes que actian como resortes oscilantes
gue se acoplan con la frecuencia (cm™) o longitud de onda (nm) exacta de la
radiacion luminica.

La absorcion es selectiva y depende de los grupos moleculares involucrados. Asi,
la absorcion de luz se estima por diferencia entre la luz incidente y la reflejada o
transmitida. Cuando se trabaja en el modo de reflexion, se utiliza una muestra lo
suficientemente opaca para que la transmision (L;) sea igual a cero, calculandose
la absorcién de luz por diferencia: L, = L; — L, (6)

En el modo de transmision, se define absorbancia (4), como log(%), en tanto que,

' z 1
en el modo de reflexion, A corresponde al log(2)- Se asume que ambos casos

obedecen a la ley de Lambert-Beer, que establece que la absorbancia a cualquier
longitud de onda, es proporcional al nimero o concentracion de moléculas
absorbentes presentes en el camino recorrido por la radiacion (Murray, 1993).

Es decir, la energia total reflejada por una muestra, es la suma de la reflexién
especular (superficial o en forma de espejo) mas la reflexidn difusa, que es aquella
temporalmente absorbida y luego re-emitida por la muestra, como se aprecia en la
fig. 17.

Matriz de fotodetectores

* Numinacién difusa

de la muestra

Muestra de color

Figura 17. Esquema de funcionamiento de la reflectancia difusa
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3.6 Tamaro de particula

La dispersion dinamica de luz (DDL) o DLS, por sus siglas en inglés, también se
conoce como espectroscopia de correlacion de fotén, y es utilizada para la
determinacion de tamafno de particulas, debido a que permite medir desde
particulas menores a 5 nm hasta varias micras de tamafo. Esta técnica se basa en
el principio de movimiento aleatorio de las particulas en gases o liquidos, también
conocido como movimiento Browniano (Cuadros-Moreno et al. 2014). El
movimiento (dispersion) de las particulas, es descrito por la ecuacion de Stockes-
Einstein:

D = kBT/6T[r]R (7)
Donde la difusién (D) es igual al producto de la constante de Boltzman (k) dividido
por el radio hidrodindmico de la particula (R) y la viscosidad del solvente (n). Las
particulas grandes tienen menor velocidad y presentan mayor dispersion.

En la mayoria de equipos de longitud de onda conocida pasa a través de una
muestra diluida en solucién y la intensidad de la luz dispersada se recoge mediante
un detector y se deconvoluciona mediante algoritmos para determinar la
distribucion del tamafio de particula de la muestra. En la fig. 18 se aprecia esquema
de funcionamiento de un equipo de dispersion dinamica de luz.

Figura 18. Esquema de funcionamiento de un equipo para determinar tamarfo de
particula Horiba SZ100.

La cantidad de luz dispersa recogida depende del peso molecular, el tamafno y la
forma de una particula, asi como los indices de refraccién de la particula y el
disolvente. Antes de llegar al detector, la luz dispersa de particulas individuales
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experimenta interferencia de aquellas dispersadas por otras particulas, todas las
cuales se mueven aleatoriamente debido al movimiento browniano. Esto resulta en
fluctuaciones aleatorias en el tiempo (fig. 19).

Figura19. Fluctuacién de la intensidad de luz dispersada respecto al tiempo de
una particula: a) pequena, b) mediana, c) grande.

Para determinar el tamano numérico de las particulas, es necesario correlacionar
la intensidad con el coeficiente de difusion de las particulas. Esto se hace usando
una funcién de autocorrelacién o ACF (ecuaciéon 8). Esta funcion examina los
cambios en la intensidad dispersa durante periodos de tiempo para un volumen de
particulas. En el caso de una distribucién de tamafo de particula monodispersa
simple (PSD), la ACF es una unica funcién exponencial en descomposicidén
(ecuacion 9). Después de una serie de célculos, se encuentra una constante de
decaimiento (tt) que es inversamente proporcional a la difusividad de una particula,
como se muestra en las ecuaciones 10 (a-b) donde K es una constante llamada
"vector de onda de dispersion”. Esta constante relaciona la escala de tiempo del
proceso de difusidn con la escala de distancia establecida por la longitud de onda
del laser. K se muestra en la ecuacién 11 y depende de la longitud de onda del
laser (Al), © es el angulo de deteccion y el indice de refraccion del disolvente (n).
Una vez que se conoce el coeficiente de difusion, el radio hidrodinamico se puede
determinar usando la ecuacién de Stokes-Einstein (ecuacion 12).

C(t") =<I®)*I(t—t")> (8)
c(t") = Aexp ("/) + B (9)
t/. = 2DK? (10a)
D =(Y/y2)(7) (100)
k=*"/)sin? (1)

_ kT
D= /6m7R (12)
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El resultado de DLS mas simple es una muestra monodispersa o uniforme con una
distribucion de tamano estrecha.

3.7 Técnicas electroquimicas
3.7.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) fue descrita por Lorenz y
Shulze en 1975.Esta técnica consiste en la medicidn de la impedancia que presenta
un sistema electroquimico a diferentes frecuencias, mide la oposicidon de un
componente eléctrico o un circuito al paso de una corriente eléctrica sinusoidal
alterna (Lorez y Schulze, 1975; Bartlett, 2008; Ronkainen et al., 2010). Ha sido
utilizada para explicar los mecanismos de corrosion, la caracterizacion de
transporte de carga a través de membranas e interfaces de membrana/solucién y
la optimizacion de baterias, entre otras (Lisdat., y Schéafer., 2008). En el campo de
los biosensores, es utilizada para la deteccidén de acontecimientos de unién sobre
la superficie del transductor. También de la deteccibn de procesos de
bioreconocimiento, se trata de una herramienta valiosa para caracterizar las
modificaciones de la superficie, tales como lo que ocurre durante la inmovilizacién
de biomoléculas en el transductor, ademas los métodos de impedancia son
poderosos porque son capaces de muestrear la transferencia de electrones a alta
frecuencia y transferencia de masa a baja frecuencia (Lisdat., y Schéfer., 2008;
Ronkainen et al., 2010).

La impedancia como principio de transducciéon ha sido aplicada en una gran
variedad de problemas bioldgicos, fisiologicos y médicos.

La resistencia eléctrica (R) es la capacidad de un elemento de un circuito eléctrico
para resistir el flujo de corriente eléctrica. La ley de Ohm (ecuacion13) define la
resistencia en términos de la relacién entre la tension, E, y la corriente I.
E
R=- (13)

Si bien la relacién es bien conocida, su uso esta limitado a un solo elemento de
circuito — la resistencia ideal. Un resistor ideal tiene varias propiedades de
simplificacién:

e Sigue la ley de Ohm en todos los niveles de corriente y tensién.
e Su valor de la resistencia es independiente al de la frecuencia.
e Las senales de tensién y corriente a través de un resistor estan en fase.

La realidad contiene elementos que presentan un comportamiento mucho mas
complejo. Estos elementos obligan a desechar el simple concepto de resistencia.
En su lugar se utiliza el de impedancia, que es un paradmetro del circuito mucho mas
general. Al igual que la resistencia, la impedancia es una medida de la capacidad
de un circuito para resistir el flujo de la corriente eléctrica. A diferencia de la
resistencia, la impedancia no esta limitada por ninguna de las condicionantes
expuestas anteriormente.
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La impedancia electroquimica se mide generalmente mediante la aplicacion de un
potencial de corriente alterna (CA) a una celda electroquimica y a continuacion la
medicién de la corriente a través de la celda. Suponiendo que se aplique un
potencial de excitacion sinusoidal, la respuesta a este potencial es una senal de
CA. Esta sefial de corriente puede ser analizada como una suma de funciones
sinusoidales (una serie de Fourier).

La impedancia electroquimica se mide generalmente utilizando una senal de
excitacién pequeina. Esto se hace para que la respuesta de la celda sea pseudo-
lineal. En un sistema lineal (pseudo-lineal), la respuesta de la corriente a un
potencial sinusoidal sera una sinusoide a la misma frecuencia pero desplazada en
fase (fig. 20).

Figura 20. Respuesta de una corriente sinusoidal en un sistema lineal.
La senal de excitacién, expresada como una funcion del tiempo, tiene la forma:
E = E;sin(wt) (13)

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

. . ., . . di
frecuencia radial. La relacién entre la frecuencia w radial (expresado en ———) y
segundo

f la frecuencia (expresada en Hertz) es:
w = 2nf (14)

Variando la frecuencia w, de esta sefal de potencial, E desde 0 — o se obtiene la
respuesta del sistema esta vez en corriente 1. La respuesta en régimen permanente
de un sistema lineal a una senal de excitacion de tipo sinusoidal es otra senal
sinusoidal de la misma frecuencia que la primera, pero que difiere en los valores de
amplitud y &ngulo de fase:

I =Iysin(wt+ ¢) (15)

Una expresion analoga a la ley de Ohm permite calcular la impedancia del sistema
en:

_E _ Epsin(wt) sin(wt)
Z= I Ip sin(wt+¢) -0 sin(wt+¢) (16)
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Por consiguiente, la impedancia se expresa en términos de una magnitud, Z,, y un
desplazamiento de fase, ¢.

Con la relacion de Euler,
exp(j¢) = cos ¢ + jsin¢p (17)

es posible expresar la impedancia como una funcién compleja. El potencial se
describe como:

E = Ejexp(jwt) (18)

y la respuesta de corriente como una funcién compleja. El potencial se describe
como:

I = Iyexp(jot — ) (19)
La impedancia se representa entonces como un numero complejo:
2(w) =7 = Zoexp(j) = Zo(cos ¢ + sin ) (20)

Entre las diferentes representaciones graficas de los datos impedimétricos, la mas
comun es la representacion del diagrama de Nyquist, en el que la parte imaginaria
de la impedancia —Z’, se representa frente a la parte real Z”. En esta grafica cada
punto corresponde a una frecuencia diferente. Los resultados también pueden ser
interpretados mediante diagramas de Bode, en los cuales el logaritmo de la
magnitud de la impedancia (log |Z|) y el desfase (¢) se grafica respecto al logaritmo
de la frecuencia (log w).

3.7.2 Voltimetria ciclica

Es un método para investigar el comportamiento electroquimico de un sistema. Fue
reportada por primera vez en 1938 y descrito tedricamente por Randles. Es una de
las técnicas que mas se emplea para estudiar mecanismos de reaccion, ya que
aporta informacioén rapida acerca del comportamiento redox de las especies, de las
reacciones quimicas en que participan (mecanismos de reaccidon, reacciones
qguimicas acopladas) y en la determinaciéon de parametros termodinamicos. En un
tipico experimento de voltimetria ciclica, se aplica un voltaje al electrodo de trabajo
en una forma de onda triangular desde el valor inicial a un limite predeterminado,
donde la direccién de exploracion se invierte y la medicion de la corriente resultante.
El experimento de voltimetria ciclica implica la aplicacién de un potencial al
electrodo de trabajo que cambia con los tiempos como se muestra en la fig. 21.
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Figura 21. Forma de onda triangular en voltimetria ciclica.

Taly como se aprecia en la figura se inicia desde un potencial de partida y se realiza
un barrido creciente de potencial, con una velocidad de barrido constante, hasta un
potencial V2, que se conoce como potencial de corte anddico. Una vez llegado a
ese potencial, se invierte el barrido de tal forma que se hace un barrido decreciente
de potencial de corte catddico. Finalmente se vuelve a hacer un barrido creciente
hasta alcanzar el potencial de partida.

Las velocidades de barrido simétricas triangulares pueden variar desde unos
cuantos milivolts por segundo hasta unos cientos de volts por segundo.

La corriente en el electrodo de trabajo se llama corriente faradica, es decir, la
cantidad de electricidad que pasa (carga) es proporcional al nimero de moles de
reactante convertido. Las superficies de los electrodos donde se llevan a cabo los
procesos estan clasificados como electrodos de transferencia de carga, ya que el
grado de reaccién depende de la carga medida que pasa a través de la superficie
del electrodo. La reaccion redox que tiene lugar en la solucion se puede expresar
como: O + ne” & R, donde O y R son las formas oxidadas y reducidas de las
especies redox, respectivamente. Cuando la reversibilidad del proceso se debe a
que la transferencia de electrones es mas rapida que el resto de procesos que tiene
lugar, como por ejemplo la difusion, la separacién de los potenciales de pico, deben
de cumplir con la siguiente relacion:

RT
|Epa — Epe| = 2.218— (21)

Donde: E,, es el potencial de pico anddico, E,., potencial de pico catodico, R es la
constante universal de los gases, T es temperatura absoluta en Kelvin, F es la
constante de Faraday y n es el numero de moles de electrones transferidos en la
reaccion.

Para un proceso de transferencia de carga en las mismas condiciones reversibles,
la densidad de corriente pico I, se describe mediante la ecuacion de Randles-

Sevcik:
I, = (2.69 % 105) * n”/2 x A C » D12V /2 (22)

Donde n es el numero de moles de electrones transferidos en la reaccion, A es el
area del electrodo, C es la concentracién de analito (en moles/cm?®), D es el
coeficiente de difusion, y v es la velocidad de barrido del potencial aplicado.
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Por otra parte, la voltamperometria puede proporcionar informacion del mecanismo
y cinética, que incluye el reconocimiento de los intermedios en las reacciones redox
organicos. El voltamperograma ciclico tipico de un proceso reversible se muestra
en la fig. 22.

Figura 22. Voltamperograma ciclico reversible.

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

La intensidad de la corriente de los picos es proporcional a la cantidad de especie
electroactiva presente en la disolucion de la celda electroquimica. Por lo tanto, la
voltimetria ciclica es una técnica que puede ser usada para realizar analisis
cuantitativos y cualitativos. Ya que en funcién de la situacién de los picos se puede
distinguir entre las distintas especies electroactivas y en funcién de la magnitud de
dichos picos se puede determinar si hay una mayor o menor cantidad de dicha
especie (Gileadi et al. 1975; Faulkner1980; Lojou y Bianco 2006).
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CAPITULO IV METODOLOGIA

En esta seccidn se presenta la secuencia de preparacion de las nanoestructuras
por el método sol gel de las muestras de TiO2 y dopados con Ni (2, 5, 10% w), asi
como la preparacion del biosensor de glucosa oxidasa y se describen los equipos
usados para la caracterizacion del biosensor.

4.1 Reactivos
Los reactivos utilizados fueron:

Isopropoxido de titanio(IV) (97%) marca ALDRICH, alcohol isopropilico (99.9%)
marca Fermont, &cido acético glacial (99.7%) marca J.T. Baker, acido nitrico marca
Sigma-Aldrich, agua desionizada marca Tecnologia y control ambiental, nitrato de
niquel hexahidratado (98%) marca Meyer, electrodos de grafito, gluteraldehido, D-
glucosa anhidro, enzima glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) obtenida de Aspergilius niger
Sigma-Aldrich, buffer de fosfatos (0.1M, pH7), ferrocianuro de potasio 0.1M
(K4[Fe(CN)e]), ferrocianato de potasio 0.1M (Ks[Fe(CN)s]), hidréxido de sodio 0.1M.

4.2 Sintesis de las nanoestructuras de TiOz y TiO2-Ni
Sol Gel

Es uno de los métodos empleados actualmente para obtener particulas
nanométricas (principalmente para obtener semiconductores), debido a que
permite obtener materiales muy puros en condiciones de baja temperatura.

En el proceso Sol- Gel pueden se puede regular la velocidad y tamafio de particula
regulando el pH en la solucién (F. Sayilkan et al. 2005). En este caso se realizé la
sintesis en condiciones acidas (pH=3) debido a que en estas condiciones se
obtienen particulas de menor tamafno que las obtenidas bajo condiciones béasicas
como lo describe S. Mahshid et al. (2007). La metodologia que se utilizé para la
sintesis es similar a la de Habibi et al. (2006), con la modificacién del acido utilizado
para la sintesis (fig. 23).

Preparacion del precursor TiOz:

Isopropdxido '{Il:' Alcohol ED:I Ac. Acético ':D:' Ac. Nitrico : Agitar

de titanio isopropilico glacial

Preparacion del sol gel

Medir agua desionizada :> Agitar y mientras se afiade el :> Agitar vigorosamente
fria (3-4 °C) precursor (1ml/minuto)

Figura 23. Diagrama de flujo de la preparacién sol-gel deTiO-.
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Dopaje del éxido de titanio con niquel

Para la sintesis del 6xido de titanio con niquel (fig. 24), la metodologia que se utilizd
fue modificada de la propuesta por Al-Shabander y Al- Ajaj (2016), y de lo realizado
por Kharoubi et al. (2015). Los dopajes fueron de 2, 5 y 10% en peso respecto al
titanio, como lo realizado por Wan et al. (2012).

Ni-TiO2

Preparacion del precursor de titanio:

Isopropodxido I:D:I Alcohol ED:' Ac. Acético I{::I Ac. Nitrico : Agitar

de titanio isopropilico glacial

Preparacion del precursor de niquel:

Agua ED:' Nitrato de niquel ED:' Alcohol :> Agitar

desionizada hexahidratado isopropilico

Preparacion del sol gel

Medir agua desionizada :> Agitar y mientras se afade el :> Agitar vigorosamente
fria (3-4 °C) precursor de titanio

(1ml/minuto) @

Envejecer 1 <:| Agitar <:| Afadir el precursor

noche de niquel

Figura 24. Diagrama de flujo de la preparacién sol-gel de TiO2 dopado con niquel.

Las muestras se secaron a 100 °C por 2 h, posteriormente fueron calcinadas a 500
2C por 1h. Estas muestras se caracterizaron estructural y morfolégicamente, para
asegurar que las fases de TiO2 en anatasa y NiTiOs estuvieran presentes.

4.3 Preparacion del biosensor
4.3.1Pretratamiento del electrodo de grafito

Previo a la modificacién de la superficie electrodica, se realizd un pretratamiento de
limpieza para eliminar impurezas y obtener una superficie limpia y reproducible.
Para lo cual la superficie del electrodo se pulié con papel lija No. 1200 y 1500,
posteriormente con alimina hasta acabado espejo, seguidamente se lavo con agua
destilada, se introdujo en bafio ultrasonico durante 10 min en una solucién de acido
clorhidrico, etanol y agua alternativamente como lo indica Kochana (2006), por
ultimo, se dejo secar al ambiente.

32



4.3.2 Electrodo de nanoparticulas de titania y titania-Ni

Electrodo Glut/Enz: Se mezclaron las cantidades apropiadas de gluteraldehido y
enzima glucosa oxidasa, de la cual se tomé una alicuota depositandola en la
superficie del electrodo de grafito, dejando secar al aire durante 24 h.

Electrodo TiO2/Glut/Enz: Se tomé una alicuota del sol de Titania, se mezclé con la
suspension de enzima glucosa oxidasa en una relacién 1:1. Posteriormente, se le
agreg6 una alicuota de solucién de gluteraldehido al 25% a la mezcla de titania-
enzimay se agité 1 min. Finalmente, se coloc6 una alicuota de la mezcla final sobre
la superficie del electrodo y se dej6 secar por 24h.

Electrodo TiO2-Ni2%/Glut/Enz: Se tomd una alicuota del sol de Titania-Ni2%w, se
mezcld con la suspension de enzima glucosa oxidasa en una relacién 1:1.
Posteriormente, se le agreg6 una alicuota de solucién de gluteraldehido al 25% a
la mezcla de titania-Ni-enzima y se agité 1 min. Finalmente, se colocé una alicuota
de la mezcla final sobre la superficie del electrodo y se dej6 secar por 24h.

Electrodo TiO2-Ni5%/Glut/Enz: Se tomé una alicuota del sol de Titania-Ni5%w, se
mezclé con la suspension de enzima glucosa oxidasa en una relacién 1:1.
Posteriormente, se le agreg6 una alicuota de solucion de gluteraldehido al 25% a
la mezcla de titania-Ni-enzima y se agité 1 min. Finalmente, se colocé una alicuota
de la mezcla final sobre la superficie del electrodo y se dej6 secar por 24h.

Electrodo TiO2-Ni10%/Glut/Enz: Se tomé una alicuota del sol de Titania-Ni10%w,
se mezclé con la suspensién de enzima glucosa oxidasa en una relacién 1:1.
Posteriormente, se le agreg6 una alicuota de solucién de gluteraldehido al 25% a
la mezcla de titania-Ni-enzima y se agitdé 1 min. Finalmente, se coloc6 una alicuota
de la mezcla final sobre la superficie del electrodo y se dej6 secar por 24h.

4.4 Métodos de Caracterizacion

La espectroscopia de FTIR se utilizé para determinar los modos vibracionales
presentes en la nanoestructuras. El equipo utilizado fue el Bruker IR-FT Vertex 70
empleando el aditamento ATR para medir el TiO2. Los parametros empleados para
las mediciones del Sol de TiO2 fueron: Resoluciéon de 4cm-, tiempo de escaneo de
32 s, tiempo de escaneo del blanco 32 s y rango del analisis de 4700cm™ a 340cm’
' como lo han realizado Pecharroman et al., (2007) y Nolan et al. (2009).

Por difraccidbn de rayos X se pudieron determinar las fases presentes en las
nanoestructuras, las mediciones se realizaron en un equipo Bruker D8 Advance
Davinci, que usa como fuente de radicacién K.« con longitud de onda de 1.54 nm.
La medicion se realiz6 bajo los siguientes parametros descritos por Mahshid, 2007,
intervalo de 26 Barrido de15° a 90°, paso de 0.02 s'- Los difractogramas obtenidos
se analizaron usando el software Difracc.Eva de la compania Bruker.

Para el analisis de las muestras mediante RAMAN se realizaron mediante un
sistema de alta resolucion Marca Horiba, modelo LabRAM HR Evolution, usando
una linea de excitacién 632.8 (laser de He Ne 5mW), objetivo de 50X donde el spot
es de 2 .
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La medicion de reflectancia difusa fue realizada en un equipo DT-Mini-2 marca
Ocean Optics con fuente de luz de deuterio tungsteno halégeno, que trabaja en un
rango espectral de 200 a 2000 nm y cuenta con una salida de 0.5 mm. Las
mediciones fueron realizadas usando el equipamiento de esfera integradora.

El tamano de particula se realiz6 en un equipo Horiba Scientific nano practica
modelo SZ-100. La medicion fue a 90° en agua desionizada y en celdas
desechables. También se calcul6 el tamafo empleando la ecuacion de Scherrer.

_ kxA
- BCos6O

(23)

Donde

t = tamano de particula

k= Constante de Scherrer

A= Longitud de onda

B=linea que se ensancha a la mitad de la intensidad maxima
6= angulo

Las muestras se secaron a 100 °C por 2 h, posteriormente fueron calcinadas a 500
2C como lo realiz6 Ochoa et al. (2009) y Al- Shabander et al. (2016).

Medicion de tamafo de particula se realiz6 en un equipo Horiba Scientific nano
practica modelo SZ-100. Las mediciones fueron a 90° usando en celdas
desechables en agua desionizada y alcohol isopropilico.

Para determinar la morfologia de las muestras se utilizé un microscopio electrénico
de barrido de emisién de campo, marca JEOL, modelo JSM-7600F. Cuenta con
detector EDS, LABE y de electrones secundarios SEIl y LEI. Este equipo permite
realizar estudios morfoldégicos a niveles nanométricos asi como obtener a
composicién quimica de los materiales fabricados. La resolucién que se utilizé fue
de 10000X.

La voltimetria ciclica se realizd en un potenciostato marca Gamry Instruments
empleando una solucién de ferrocianato/ferrocianuro de potasio 0.1My KCI 1M con
una velocidad de barrido de 100 mV/s, un rango de -0.5 a 0.5 V y tres ciclos como
lo realiz6 Romero Arcos en 2016. Para la medicion de glucosa se emplearon las
mismas condiciones, pero en una solucién buffer de fosfatos a pH=7 se agregaron
alicuotas de glucosa: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000 y 6000 pl de solucién de glucosa
1M.
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CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de las muestras de TiO2 y
TiO2 dopadas con Ni (2, 5, 10 %w), describiendo la caracterizacion estructural y
morfolégica de las muestras en las cuales se determina las fases presentes en las
muestras asi como su morfologia. Posteriormente se presentan las pruebas de
impedancia y voltimetria ciclica, asi como su respuesta a deteccidon de glucosa.

5.1 Difraccion de rayos X.

En la fig. 25 se muestran los resultados de difraccién de rayos-X de todas las
muestras secadas a 100 °C, donde se observa la presencia de TiO2 en proceso de
cristalizacion a su fase anatasa en angulo de 26 igual a 25.5°, 37.5°, 48.1°, 53.8°,
55°, 62.7°, 70.3°, 75°,y 82.7° los cuales son referidos con la etiqueta 1 en la fig. 25.
Esta fase fue identificada con la ficha PDF 00-004-0477 TiO2 Anatase, syn.
Mientras que las muestras dopadas con niquel se mantiene la fase anatasa y en la
muestra dopada al 10% se puede apreciar el inicio de la cristalizacion a la fase que
corresponde al NiTiOs que es identificada con la ficha PDF 04-010-7290 Titanium
Nickel Oxide con valores en 26 igual a 24°, 33°, 35.6°, 36.8°, 38.7°, 40.8°, 49.3°,
54.3°, 62.5°, 64° y 82.9°.

Figura 25. Espectro de difraccion de rayos X muestras secadas a 100°C.

Se puede observar que el proceso de cristalizacion hacia la fase titanato de niquel
en lugar de 6xidos de niquel presenta las mejores propiedades electroquimicas en
comparacion con el 6xido de niquel como lo sefial6 Pal et al. (2015).
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Empleando el software DifracEva se calcul6 el porcentaje cristalino de las muestras
secadas a 100 °C y mediante la ecuacién de Scherrer se calcul6 el tamano de cristal
como puede apreciar en la tabla 2.

Tabla 2. Tamario de cristal y porcentaje cristalino para muestras secadas a 100 °C.

Muestra Porcentaje de | Tamano de cristal (nm)
cristalizacion | Anatasa | Brokita | NiTiO3
TiO2 52.6 1.53 271 | -
TiO2-Ni2% 50.8 1.26 2.47 5.91
TiO2-Ni5% 49.9 1.85 1.74 3.88
TiO2-Ni10% 54 1.85 1.71 3.26

Conforme aumento el porcentaje de niquel se vio un ligero incremento en los picos
de difraccién asociados al NiTiOs, por otro lado la fase anatasa esta presente en
las muestras dopadas con Ni. Y no se observa el inicio de la cristalizacion un éxido
de niquel.

Por otro lado, cuando las muestras de TiOz2 y TiOz2 dopadas con Ni (2, 5y 10%w Ni)
son tratadas térmicamente a 500 °C (fig. 26) se observaron los picos de difraccion
asociados con la fase rutilo (ficha PDF 00-004-0551 TiO2) en angulos de 26 igual
a 27.5°, 36°, 39°, 41°, 44°, 54°, 56°, 64°, 69° y 82.3° con mayor intensidad para la
muestra de TiO2y dicha fase desaparecié conforme aumentd la cantidad de Ni,
mientras que los picos de difraccion asociados a titanato de niquel aumentaron
conforme aumento el porcentaje de Ni, esto fue debido a que los iones de Ni
retardan la formacién de la fase rutilo y solo se presenta la fase anatasa para
dopajes menores al 5%, ya que usar entre 2 y 5% de niquel es suficiente para
retardar la transicién de la fase anatasa a rutilo, lo cual concuerda con Douglas
Skoog (2009), pero cuando el dopaje es mayor al 10% se observa que las
reflexiones corresponden a la fase anatasa y titanato de niquel, esto es debido a
qgue durante la cristalizacion de fase de titanato de niquel, los iones de niquel se
segregan en la red del TiOz2 y cristalizan a la fase de titanato de niquel tal como fue
descrito por Kakegawa et al. (1982) en que la fase tetragonal de anatasa puede
coexistir con la fase romboédrica del NiTiOs.
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Figura 26. Espectro de difraccion de rayos X muestras tratadas a 500 °C.

En la tabla 3 se puede observar que conforme aumento el %w de Ni disminuyo el
tamarno de cristal del NiTiOs, y el tamafo de cristal de la fase anatasa aumento,
esto sugiere que el tamano de las particulas de TiO2 dopadas con Ni dio un ligero
aumento del tamano de cristal debido a que la incorporaciéon de Ni indujo una
distorsion de la expansion de la red de titania y en consecuencia resulta de un
aumento del tamafo de particula promedio debido a que el radio atémico del Ni?+
(72 pm) es mas grande que el del Ti* (68pm), lo cual hizo que el Ni?* posiblemente
aumentaria el numero de vacantes de oxigeno en la estructura cristalina del TiOz,
estas vacantes de oxigeno son responsables de la transformacién de anatasa a
rutilo. Por lo tanto, el TiO2dopado con el Ni deberia tener una relacién aumentada
del rutilo a anatasa, sin embargo esto no sucede, posiblemente debido a que la
temperatura de calcinacién fue de 500 °C lo cual coincide con lo reportado por
Prasetyo Hermawan et al. (2011) en contraste con lo reportado por Crisan et al.
(2000) que reporto que la transformacion de anatasa a rutilo sucede alrededor de
675 °C.

37



Tabla 3. Tamano de cristal y porcentaje cristalino de las muestras tratadas a 500
°C

Muestra Porcentaje de | Tamano de cristal (nm)
cristalizacién | Anatasa | Rutilo NiTiOs3
TiO2 83.6 6.12 9.51 |-
TiO2-Ni2% 81 5.32 11.8 6.63
TiO2-Ni5% 79.8 5.49 7.04 5.67
TiO2-Ni10% 82.5 5.15 8.63 5.46

5.2 Tamario de particula

Se realizé la determinacion de tamano de particula para los soles (fig. 27), donde
se obtuvieron tamanos de particula de 50.53, 57.09 y 64.5 nm para el TiOz, siendo
de 57.09 nm el mas abundante. Para el TiO2 dopado al 2%, las particulas presentes
fueron de tamanos de 57.09, 64.5 y 72.87 nm, siendo el de 64.5 nm el mas
frecuente. Las muestras dopadas al 5 y 10% presentaron particulas de 72.87 hasta
105.1 nm donde los valores mas frecuentes fueron de 72.87 con frecuencia de
49.72% y 93.02 nm con frecuencia de 61.26% para los soles dopados al 5y 10%
respectivamente.

Figura 27. Tamano de particula de soles A) TiOz, B) TiO2-Ni2%, C) TiO2-Ni5% y D)
TiO2-Ni10%.
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El andlisis de tamafno de particula realizado en una solucién de alcohol (fig. 28)
para las muestras secadas a 100 °C muestrd que las particulas de TiO2 presentan
un tamafno mayor de 150 nm en cambio la muestra dopada con niquel 2, 5y 10%
en peso tuvieron particulas de 0.49, 16.84 y 105.1 nm respectivamente.

Figura 28. Tamano de particula muestras tratadas a 100°C A) TiOz, B) TiO2-Ni2%,
C) TiO2-Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

En las muestras tratadas a 500 °C el tamano de las particulas usando alcohol como
solvente se obtuvieron los siguientes valores: 218.6, 1.02, 0.38 y 93.02 nm para
TiO2, TiO2-Ni2%, TiO2-Ni5% y TiO2-Ni10% respectivamente (fig. 29).
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Figura 29. Tamano de particula muestras tratadas a 500°C A) TiOz, B) TiO2-Ni2%,
C) TiO2-Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

5.3 Espectroscopia FTIR

A continuacion se presentan los espectros de FTIR de las muestras en forma de
sol.

Los modos de vibracién correspondientes a los enlaces de Ti-O-Ti se localizan
alrededor de 500 cm™, la banda que se manifiesta en 1010 cm™ se asocia a los
enlaces Ti-O-C como lo describe Guzman et al. (2007). Las bandas en 1556 y 1762
cm ' indican enlaces C-Ny las bandas en 1977 y 2025 cm™" se relacionan a enlaces
CHz2 y C-C respectivamente en base lo descrito por Skoog (2007). Respecto a los
enlaces de Ni-O, Ni-TiO2 los autores G. Zhou et al. (2006) y H. Qiao et al. (2009)
los reportaron, y los relacionaron con las bandas entre 500 y 700 cm™'. Finalmente,
Shabander et al. (2016) relaciona la banda de 1624 cm™' con el enlace de Ni-O-Ti
el cual se puede apreciar en la fig. 30.
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Figura 30. Espectro infrarrojo de soles de A)TiOz2, B)TiO2-Ni2%, C)TiO2-Ni5% y D)
TiO2-Ni10%.

Polvos

Las muestras en forma de polvos de los espectros FTIR de la muestra de TiO2
secada a 100 °C por 1 h y tratada térmicamente a 500 °C por 1 h se muestran en
la fig. 31.

En los espectros de infrarrojo obtenidos de los polvos secados a 100 °C y tratados
a 500 °C, las bandas que se localizan entre 450 a 800 y en 1627cm™' se asocian a
los enlaces Ti-O, Ti-O-Ti y TiO2 descrito por Zhou et al. (2006) y Shabander et al.
(2016) como se puede apreciar en la fig. 31. La banda que se aprecia en 2340 cm”
! fue de descrito como caracteristico para TiO2 por Benavides et al. (2011). Las
bandas entre 1036 y 1069 cm™ son asociados al enlace Ti-C, mientras que los
enlaces C-H: se localizan cerca del 1400 cm™ (Guzman et al. 2007). Las bandas
en 1556 y 1762 cm™' indican enlaces C-C y las bandas en 1977 y 2025 cm™ se
relacionan a enlaces CHz y C-C respectivamente en base lo descrito por Skoog
(2007).
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Figura 31. Espectro infrarrojo de polvos de TiOx2.

En la fig. 32 se presentan los espectros de FTIR de las muestras de TiO2 dopadas
con Ni (2, 5y 10 %w) etiquetadas en la figura con las letras B), C) y D)
respectivamente. Se pueden observar los modos de vibraciones en numeros de
onda en 425, 663, 1040, 1316, 1397, 1534, 1630, 2106, 2358, 2989 y 3334 cm",
las primeras 3 bandas se asocian a los enlaces Ti-O, Ti-O-Tiy Ti-O-C. Las bandas
de 1316, 1397 y 1534 cm corresponden enlaces C-C, CHz y CHs en estiramineto,
tijereteo y flexién respectivamente (Zhou et al. 2006). Benavides et al. (2011)
relaciona las bandas de 2106 y 2358 con enlaces C-C y TiO2. Respecto a los
enlaces de Ni-O, Ni-TiOz los autores Zhou et al. (2006) y Qiao et al. (2009) los
reportaron, los relaciona con las bandas entre 500-700 cm™. Finalmente,
Shabander et al. (2016) asocian la banda de 1630 cm™ con el enlace de Ni-O-Ti.
Finalmente las bandas de 2989 y 3334 cm™' se asocian a grupos hidroxilo.
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Figura 32. Espectro infrarrojo de polvos secados a 100 °C de: B) TiO2-Ni2%, C)
TiO2-Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

El espectro de FTIR de muestras en forma de polvos tratadas a 500 °C dopadas
con Ni (2, 5, 10 %w) en la fig. 33 identificadas con las letras B, C y D se pueden
observar bandas en numero de onda de: 427, 514, 811, 1630, 2341, 2363 y 2986
cm'. El TiO2 se asocia a las bandas localizadas en 427, 514, 2341 y 2363 cm'',
mientras que las bandas en 811y 1630 cm™ corresponden a enlaces Ni-O y Ni-O-
Ti.
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Figura 33. Espectro infrarrojo de polvos tratados a 500 °C de: B) TiO2-Ni2%, C)
TiO2-Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

Se puede observar la presencia de los enlaces asociados con Ni-O y Ni-O-Ti en
811 y 1630 cm™' y las bandas de 427, 524, 2341 y 2363 cm™' se asocian al TiO2
cual es corroborado con los espectros de difraccion de muestras secadas y tratadas
térmicamente de la presencia de Titanato de Niquel ademas de la fase anatasa.

5.4 Espectroscopia RAMAN

El espectro de RAMAN para las muestras secadas a 100°C se aprecia en la fig. 34
donde se encuentran bandas en: 152, 510 y 630 cm™' y en el detalle de la fig. 35,
se observan frecuencias débiles en 243 y 410 cm™' que corresponden a la fase de
anatasa. Si bien estos no coinciden con los picos reportados para el titanato de
niquel, esto es debido a que no se encuentra aun la fase totalmente cristalizada y
s6lo hay una tendencia a la fase de titanato, lo cual concuerda con los espectros
de difraccidén de rayos X de las muestras secadas a 100 °C.
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Figura 34. Espectro de RAMAN polvos secados a 100°C de TiO2z y TiO2 dopado
conNi 2,5y 10%w.

Figura 35. Detalle de RAMAN polvos secados a 100°C de TiOz y TiO2 dopado con
Ni 2,5y 10%w.
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En las muestras tratadas a 500°C se aprecian en la fig. 36 las frecuencias en
141,193, 445, 609 y 637 cm™ asociadas al TiO2 en fase de anatasa y rutilo; en
141,193, 393, 513 y 637 cm™' correspondientes al NiTiOs. Al observar el detalle de
la fig. 37, es posible ver las frecuencias débiles en: 193, 243, 343y 710 cm™ de las
muestras de titanato de niquel mientras que para la titania en 393 y 637 cm'. Las
bandas de la titania coinciden con las reportadas para anatasa por varios autores
(Grujic-Brojc¢in et al. 2005, Nolan et al. 2009 y Romero Arcos et al. 2016); las bandas
asociadas al NiTiOs coinciden con los mencionados por Chuang et al. (2011), asi
como por Challasamy y Thangadurai (2017).

Figura 36. Espectro de RAMAN polvos tratados a 500°C de TiOzy TiO2 dopado
conNi 2,5y 10%w.
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Figura 37. Detalle de RAMAN polvos tratados a 500°C de TiO2 y TiO2 dopado
conNi 2,5y 10%w.

5.5 Reflectancia difusa

En la fig. 38 se muestra el espectro de reflectancia difusa para las muestras
secadas a 100°C de TiOz2 y TiO2 dopado con Ni al 2, 5y 10%w en peso, donde la
banda de absorcién se manifiesta en 324 nm la cual se adjudica a las transiciones
electronicas de 0 2p — Ti3d, mientras que las bandas de 450 y 510 nm que
corresponden a transiciones de Ni3d - Ti3d y Ni3d — O 2p respectivamente
gue son caracteristicas del titanato de niquel (Moghiminia et al. 2014 y Pal et al.
2015) no se pueden apreciar en las muestras secadas, sin embargo, si se
manifiestan en las muestras tratadas a 500 °C (fig. 39). Esta discrepancia entre los
espectros de NiTiOs de las muestras secadas y tratadas se puede deber a que en
las muestras secadas a 100 °C no hay una fase cristalina, sino amorfa y con
tendencia a cristalizar en fase de titanato, como se mostré en las fig. 25 y 26 de
difracciéon de RX de dicha muestra, mientras que las muestras tratadas, si tienen
una fase cristalina del titanato.
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Figura 38. Espectro de reflectancia difusa de polvos secados a 100°C de TiOzy
TiO2 dopado con Ni.

Figura 39. Espectro de reflectancia difusa de polvos tratados a 500°C de TiOz y
TiO2 dopado con Ni.
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5.6 Microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés)

En lafig. 40, se muestran las micrografias con un aumento de 10000X de los polvos
secados de TiO2 y TiO2 dopado con Ni 2, 5 y 10%w. Esta imagen corrobora la
informacion obtenida de tamano de particula, donde se indicaba una disminucion
conforme se aumentaba el dopaje con Ni.

B IR o £ - . 2
SEl 20kV f SEI 20kV

SEl 20kV x10,000 1pm — SEl 20kV x10,000 1pm

Figura 40. SEM Polvos secados a 100 °C de: A) TiOz2, B) TiO2-Ni2%, C) TiO2-
Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

La fig. 41, corresponde a las micrografias de los polvos de TiOz2y TiO2-Nial 2, 5y
10%w tratados a 500°C. Usando un aumento de 10000X se puede apreciar que el
material se encuentra en el orden nanométrico y que disminuye al aumentar el
dopaje con Ni, también si se comparan las imagenes de las muestras tratadas con
las secadas 100°C, se confirma que el tratamiento térmico ayudo a disminuir el
tamano de las particulas.
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SEl 20kV x10,000 1um — SEl 20kV x10,000  1um

Figura 41. SEM Polvos tratados a 500°C de: a) TiOz, b) TiO2-Ni2%, c) TiO2-Ni5%
y d) TiO2-Ni10%.

5.7 Enzima libre e inmovilizada

Se analizd la enzima glucosa oxidasa mediante espectroscopia FTIR antes y
después de inmovilizarla (fig.42 a 43). En la fig. 42 se muestran bandas de vibracién
para 516 cm™' asociada a imida IV o V, 836 y la evidenciada en 944 cm™' podrian
ser impurezas; 1087 cm™' corresponde a modo de estiramiento de enlaces C-O,
1241 cm se relaciona a la imida Ill, 1280 y 1396 cm™' se asocian a enlaces C-H;
el modo vibracional de doblamiento de los enlaces C-H se asocia a 1454 cm™, el
modo de doblamiento de enlaces N-H de la amida Il se localiza en 1538cm™' , 1632
cm' se relaciona con vibraciones de estiramiento de enlaces C=0 de la amida |,
2346 cm’', las bandas 2864 y 2927 cm™ se relaciona al modo vibracional de
estiramiento asimétrico del enlace C-H para los grupos C-Hsz y C-H2
respectivamente, 3288 cm™ corresponde a la amida A. Esto coincide con lo
reportado por Portaccio et al. (2014).
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Figura 42. Espectro infrarrojo de enzima glucosa oxidasa.

Figura 43. Espectro IR de glucosa oxidasa/gluteraldehido.
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En la fig. 44 se aprecia el espectro FTIR de los soles de TiO2 y TiO2dopado con Ni
al 2, 5y 10%w en la que se aprecian las bandas caracteristicas para el TiOz2 y
NiTiOs descritas en la caracterizacion de infrarrojo.

Figura 44. Espectro IR enzima inmovilizada en sol gel, A) TiOz, B) TiO2-Ni2%, C)
TiO2-Ni5% y D) TiO2-Ni10%.

5.8 Espectroscopia electroquimica de impedancia

En la fig. 45 se observa el diagrama de Nyquist para las peliculas de TiOz2 y TiO2
dopado al 2, 5y 10%W sin la enzima.
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Figura 45. Diagrama de Nyquist para peliculas de TiO2z y TiO2 dopado con Ni al 2,
5y 10%w.

En la fig. 46 se observa el diagrama de Nyquist para las peliculas de TiOz2 y TiO2
dopado con Ni al 2, 5y 10%w con la enzima inmovilizada, en el que se aprecia una
baja resistencia al paso de electrones, sin embargo la respuesta es lineal como si
no existiera la pelicula, lo que se puede deber a que el material conduce facilmente
los electrones.
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Figura 46. Diagrama Nyquist peliculas de TiO2 y dopajes con Nial 2, 5y 10%w
con enzima y gluteraldehido.

5.9 Voltimetria ciclica

Se probaron los electrodos con y sin enzima glucosa oxidasa inmovilizada en una
solucién de ferrocianato/ferrocianuro de potasio 0.1M para comprobar su respuesta
electroquimica, a continuacién, en buffer de fosfatos 0.1M a pH7, se afadieron
alicuotas de glucosa y midieron con cada electrodo.

La respuesta de los electrodos con pelicula de TiO2, TiO2 dopado con niquel y
gluteraldehido sin enzima se aprecia en la fig. 47, donde se parecia una respuesta
intensa por parte de la muestra de TiO2 dopado al 5%w. También se aprecia una
respuesta similar entre la muestra de TiO2 y la muestra dopada al 10%, ademas de
una respuesta débil por parte de la muestra dopada al 2%.
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Figura 47. Electrodos con pelicula de TiOz y TiO2-Ni 2, 5y 10%w en solucion de
ferrocianato/ferrocianuro de potasio 0.1M.

Se probaron los electrodos con enzima glucosa oxidasa inmovilizada vy
gluteraldehido en una solucién de ferrocianato/ferrocianuro de potasio 0.1M para
comprobar su respuesta electroquimica (fig. 48). Las muestras dopadas con niquel,
mostraron una respuesta similar entre si, pero menos intensas que la muestra de
TiO2. La respuesta de los electrodos con la enzima inmovilizada fue menor debido
a que la enzima no conduce corriente.
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Figura 48. Voltimetria ciclica de la enzima inmobilizada con gluteraldehido y soles
de TiO2 y TiO2 dopado con Ni.

5.9.1 Respuesta electroquimica de glucosa en los biosensores

Para evaluar la deteccién electroquimica, se utilizé una solucion de glucosa 1M, la
cual fue agregada en alicuotas de 50, 100 y 500 ul en una solucién buffer de pH 7.
Los voltamperogramas del biosensor de TiO2/Glut/Enz, TiO2-Ni2%/Glut/Enz, TiO2-
Ni5%/Glut/Enz y TiO2-Ni10%/Glut/Enz se muestran en las fig. 49, 50, 51 y 52
respectivamente.
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Figura 49. Respuesta de voltimetria ciclica de TiO2-Glut-Enzima a glucosa.

Figura 50. Respuesta de voltimetria ciclica de TiO2-Ni2%-Glut-Enzima a glucosa.
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Figura 51. Respuesta de voltimetria ciclica de TiO2-Ni5%-Glut-Enzima a glucosa.

Figura 52. Respuesta de voltimetria ciclica de TiO2-Ni10%-Glut-Enzima a glucosa.
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El biosensor de TiO2-Ni10% present6 respuesta mas intensa en amperaje que los
demas biosensores, indicando que permite un mayor paso de carga eléctrica. Los
biosensores TiO2 y TiO2 dopado al 2, 5y 10%w con Ni, mostraron una sensibilidad
1.040339299, 0.534533999, 0.1806805, 0.625224599 mA/mMol respectivamente.
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CAPITULO VI CONCLUSION

La sintesis y dopaje del TiO2 con Ni (2, 5y 10 %w) fue exitosa ya que se observo
que las fases presentes en las muestras independientemente del contenido de Ni
fue anatasa y conforme aumentd el porcentaje de niquel en peso, se evidencid la
presencia de la fase titanato de niquel lo cual fue corroborado a través de las
técnicas de caracterizacion de difraccion de rayos X, espectroscopia de Infrarrojo,
espectroscopia RAMAN vy reflectancia difusa.

Con la sintesis obtenida del TiO2 y TiO2 dopado con niquel se obtuvieron
nanoestructuras en la cual se pudo inmovilizar la enzima glucosa oxidasa, lo cuél
fue observado en la pruebas de voltimetria ciclica con una solucién redox. Una vez
observada la respuesta de oxidacion y reduccion.

Las pruebas electroquimicas indicaron que el material sintetizado presenta baja
resistencia a paso de electrones y que tanto los soles como la enzima inmovilizada
si presentan respuesta electroquimica como se comprobd con la voltimetria ciclica
en solucion redox. Los electrodos fueron sensibles y capaces de responder a las
alicuotas anadidas de glucosa, siendo el electrodo con pelicula de TiO2 el que
mostré mayor sensibilidad, sin embargo, el electrodo de TiO2 dopado al 10% fue el
gue mostré respuesta con mayor transferencia de carga.
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