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RESUMEN

Este trabajo se centra en la sintesis, caracterizacion y evaluacion del
compuesto Oxido de grafeno reducido, Polianilina y nanoparticulas de oro
(GO/PANI/NpAU), sintetizados por el método de Hummer, polimerizacion
quimica in situ con o6xido de grafeno y por el método de Turkevich
respectivamente. La fabricacion de los electrodos consiste en un disefio
que optimice las contribuciones eléctricas al sistema, para una mayor
eficiencia a la respuesta de la aplicacion deseada, en esta tesis se enfocé
en el desarrollo de electrodos para aplicaciones biomédicas, tal como lo es
las bioceldas de combustible. La fabricacion de los electrodos consiste en
depositar el material hibrido sobre un sustrato de tela y papel de carbdn,
para después incorporar la enzima Glucosa Oxidasa.

Las propiedades quimicas y estructurales del electrodo fueron
caracterizadas por microscopia electronica de Dbarrido (SEM),
espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), difraccién
de rayos X, UV visible y espectroscopia Raman. Los resultados confirman
la formacién de un material hibrido, la covalente funcionalizacién y
reduccion del grafeno mediante la polimerizacién por la insercion de
cadenas poliméricas sobre el grafeno. Las evaluaciones de sus
propiedades electroquimicas fueron analizadas por voltamperometria
ciclica (VC) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) en medio
acido (Hz SO4 1M), después de la incorporacion de la enzima Glucosa

oxidasa (GOx), el electrolito usado fue solucion de buffer de fosfatos.

Los materiales sintetizados proveen al electrodo buenas propiedades
conductoras, y una exitosa incorporacion de la enzima glucosa oxidasa al
sistema PANI-GOx el cual fue evaluado a diferentes concentraciones de

glucosa y velocidades de barrido.



ABSTRACT

This work focuses on the synthesis, characterization and evaluation of the
composite reduced graphene oxide, polyaniline and gold nanoparticles (GO
/ PANI / NpAu), synthesized by the Hummer method, chemical in situ
polymerization with graphene oxide and by the method of Turkevich
respectively. The manufacture of the electrodes consists of a design that
optimizes the electrical contributions to the system, for a greater efficiency
to the response of the desired application, in this thesis focused on the
development of electrodes for biomedical applications, such as bio fuel cell.
The manufacture of the electrodes consists of depositing the hybrid material
on a substrate of cloth and paper of carbon, to later incorporate the enzyme
Glucose Oxidase.

The chemical and structural properties of the electrode were characterized
by scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction, UV-Vis and Raman spectroscopy.
The results confirm the formation of a hybrid material, the covalent
functionalization and reduction of graphene by polymerization by the
insertion of polymer chains on graphene. The evaluation of its
electrochemical properties was analyzed by cyclic voltammetry (VC) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in acid medium (H2 SO4
1M), after the incorporation of the enzyme Glucose oxidase (GOx), the

electrolyte used was a solution of phosphate buffer.

The synthesized materials provide the electrode with good conductive
properties, and a successful incorporation of the glucose oxidase enzyme
into the PANI-GOx system, which was evaluated at different glucose

concentrations and scanning speeds.
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Capitulo

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento en la sintesis y disefio de electrodos

nanoestructurados

Numerosos campos de investigacion como la computacion, biomedicina,
sensores, almacenamiento de energia, etc. han expandido sus estudios al
campo de la nanociencia para estudiar los efectos cuanticos y propiedades
de los nanomateriales, que en muchos casos son superiores que en escala

bulto, esto para poder desarrollar nuevos avances tecnolégicos.

Los avances en estas disciplinas dependen en gran medida de la capacidad
de sintetizar nanomateriales con determinados tamafios y formas
controladas. Un ejemplo arquetipo son los materiales carbonosos
nanoestructurados que destacan por sus propiedades eléctricas, térmicas
y mecénicas. Asimismo, el desarrollo de nanoestructuras de los polimeros
conductores ha abierto nuevas vias para explotar sus interesantes
propiedades eléctricas, Opticas y quimicas. El campo de los metales en
escala nano también es muy prometedor por sus potenciales propiedades
eléctricas, térmicas, Opticas y cataliticas. Las propiedades mencionadas
resultan muy prometedoras para el desarrollo de aplicaciones practicas de
estos materiales y sus combinaciones (materiales hibridos o compositos).
El mayor obstaculo para lograr un material hibrido es el sintetizado o
procesado del producto conformado con la configuracion deseada.

El trabajo en esta tesis se centrd en la sintesis de materiales compuestos

(hibridos) formados por la combinacion de: un material carbonoso
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(grafeno), un polimero conductor (Polianilina) y un metal (nanoparticulas de
oro), asi como el disefio del electrodo para aplicaciones energéticas,
ademas de la incorporacion de la enzima Glucosa oxidasa para

aplicaciones Bioenergéticas en una celda de combustible.

En el capitulo | se mencionan los objetivos e hipétesis del trabajo, en el
capitulo 2 se introducen los materiales empleados: Grafeno (GO),
Polianilina (PANI), nanoparticulas de oro (NpAu) y glucosa oxidasa. En
primer lugar, se habla del grafeno, un material prometedor debido a sus
excelentes propiedades eléctricas, fisicas y de gran area superficial. En
segundo se trata la Polianilina, un polimero conductor con una estructura y
caracteristicas de especial interés. Se comentan las particularidades de su
sintesis, las propiedades fisicas y quimicas. En tercero se trata de las
nanoparticulas de oro, de sus excelentes propiedades potencializadas en
escala nano. También se aborda acerca de la enzima glucosa oxidasa, su
mecanismo de transferencia de electrones, Y por ultimo se menciona la
problemética de las celdas de combustible enzimaticas y como se trata de
mejorar al introducir los nanomateriales hibridos. En el capitulo 3 se
mencionan los mecanismos de sintesis para cada material, y la
metodologia de la elaboracién y consideraciones para el disefio del
electrodo. En el capitulo 4 se dan a conocer la caracterizacion de los
materiales y su evaluacion electroquimica, finalmente se concluye en el

capitulo 5.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general
Disefiar, sintetizar y construir un electrodo a base de grafeno, polianilina y
nanoparticulas de oro (GO/PANI/NpAu), para evaluar su aplicacion como

dispositivo o parte de un dispositivo en aplicaciones bio energéticas.
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1.2.2 Objetivos particulares
— Desarrollar nuevos compuestos de nanomateriales eléctricamente
conductores como electrodos.
— Disefiar, elaborar y evaluar los electrodos con los materiales
nanoestructurados a base de grafeno, Polianilina y NpAu.
— Integrar al electrodo la enzima glucosa oxidasa para crear un anodo

para una celda de combustible enzimatica.

El grafeno por si solo es un buen material conductor, sin embargo, se ha
estudiado que la combinacién de ciertos nanomateriales estructurados
pueden mejorar sus propiedades eléctricas, fisicas y quimicas, que del

material evaluado por si solo.

1.3 Hipotesis
Cada uno de los materiales con los que se trabajard posee excelentes
propiedades conductoras, sin embargo, incorporando GO, PANIy NpAu en
el disefio de un electrodo en escala nano, se potencializan sus propiedades
eléctricas, mejorando la eficiencia de transferencia de electrones del
sistema al cual se le incorpora la enzima glucosa oxidasa para aplicaciones

biomédicas.
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Capitulo

MARCO TEORICO

2.1 Introduccién a los Nanomateriales

Los materiales en escala manométrica han estado presentes desde hace
varios siglos, prueba de ello son las espadas de Damasco, éstas eran
conocidas en la edad media por su gran tenacidad y por su filo
indestructible. A pesar de que en esta época ya se usaba la
nanotecnologia, se desconocia el porqué de estas propiedades; es hasta
apenas unos afios atrds que los investigadores desvelaron ésta y otras
incégnitas; encontrando que estas propiedades estan relacionadas con la
presencia de nanotubos de carbono y de carburo de hierro que aparecen

por los métodos de forja empleados (Domingo, 2010).

En América encontramos uno de los usos de la nanotecnologia en la cultura
maya, quienes utilizaban el colorante “azul maya” con el cual decoraban
sus cuevas y templos con hermosos dibujos los cuales perduran desde
hace mas de 12 siglos, figura 2.1, soportando las inclemencias del tiempo
y del clima. El andlisis de la coloracion ha mostrado que el pigmento usado
estaba formado por moléculas de indigo (colorante natural), atrapadas en
estructuras porosas de diferentes arcillas, entre la que destaca la
paligorskita, que como se puede observar en la figura 2.2, la micrografia
HRSEM y su representacion de como el azul indigo penetra en los canales
de la arcilla paligorskita. (Lori Ann Polette-Niewold, 2007). Asi como estos
ejemplos, existen muchos en los que se demuestra que nuestros
antepasados hacian uso de la nanotecnologia, sin embargo, el estudio de

las propiedades, sintesis y elaboracion de estos materiales es reciente,
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haciendo que el estudio de la nanotecnologia tenga una alta demanda de

investigacion y con nuevas y prometedoras aplicaciones.

Figura. 2.1 Mural de pintura Maya encontrada en Bonampak, Chiapas

(foto Ernesto Pefialoza).

a)

Figura 2.2 a) Foto de HRSEM en el se muestra la paligorskita en
resolucién atébmica, b) muestra la representaciéon de la insercién de
moléculas de indigo en los canales de la arcilla paligorskita ( (Lori
Ann Polette-Niewold, 2007).
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2.2 Grafeno.

El grafeno se aislo por primera vez en el 2004 a partir del grafito por A. K.
Geim y colaboradores que desarrollaron una técnica mecanica de
exfoliacion. El éxito del grafeno se debe a las prometedoras propiedades
gue se le han investigado, las propiedades que destacan son; alta movilidad
de electrones (200,000 cm? vt s 1), excelente conductividad eléctrica (6000
S cm™), gran area superficial (2630 m?g™?), buena conductividad térmica
(~5000 W m! K1), alta transmitancia éptica (~97.7%) y un elevado médulo
de Young (w1.0 TPa) (Raji M. Z., 2019). Estas excelentes propiedades han
llamado la atencion de los investigadores debido a sus potenciales
aplicaciones, mismas que son debidas a la estructura especial del grafeno
basado en una hibridacion sp? (C=C) que le dan una estructura muy rigida
a la molécula ademas de movilidad electrénica, y los tipos de enlaces C-C
(carbono y carbono) que son de los enlaces mas fuertes en los materiales,

el diamante por ejemplo es una conjugacion de solamente enlaces C=C.

2.2.1 Rutas de obtencién de Grafeno

La comunidad cientifica ha incluido el grafeno 2D dentro de los
nanomateriales de carbono, en los cuales estan incluidos; grafeno dopado,
oxido de grafeno, grafeno, fluorografeno, grafina, grafono, grafeno poroso,
y entre otros alotropos de carbono (Raji M. Z., 2019). La sintesis de grafeno
y sus derivados se refiere a cualquier proceso o extraccién de grafeno que
pueda prepararse en diferentes formas y en diferentes sustratos en funcion
del tamafio, forma, la pureza, eflorescencia y volumen de produccién

deseado.

La obtencidon de grafeno puede clasificarse en dos categorias, partiendo del
origen de su sintesis; Top-down (ruta descendente) y Bottom-up (ruta
ascendente). La siguiente figura 2.3 ilustra los procesos de ambas rutas,
Para la ruta Top down el cual consiste en partir de grafito y separar las

capas de grafeno mediante la superacién de fuerzas de Van der Waals
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existente entre las capas, el método més conocido para esta ruta es el
propuesto por Hummeren el que incluye una exfoliacion en fase liquida de
su precursor el grafito que inicialmente es oxidado, lo que lleva al 6xido de
grafeno, que después es reducido ya sea quimica o térmicamente a 0xido
de grafeno reducido (rGO), la ruta Top-down, el inconveniente de este
método es el bajo rendimiento y la cantidad de impurezas. En la ruta por
Bottom-up generalmente se realiza por crecimiento epitaxial utilizando
metano como precursor y se emplean precursores de carbono que
sometido a altas temperaturas se obtiene una grafitizacion de alta calidad
y pureza y de igual manera con bajo rendimiento, la ruta mas empleada es

la por deposicion de vapores quimicos. (Anju M., 2019).

Top-down Graphite GO

o, Liquid-phase RIS Oxidation P
g exfoliation 3 > 2o exfoliation . i >
- —— f?"’ -
Micromechanical Reduction
Lcleavage
A A

Bottom-up 2eSi =
¢ Chemical vapour
Yo *% deposition

Figura 2.3 llustracién de la clasificaciéon de métodos de obtencion del
grafeno, Top-down y bottom up (Xiao-Ye Wang).
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2.2.2 Reduccion del 6xido de Grafeno

Aqui se expone la ruta de obtencion Top-down por el método de Hummer,
por lo cual también mencionaremos los métodos de reduccidn que se

emplearon para eliminar los grupos oxigenados de las laminas de grafeno.

El método de reduccion en las laminas de 6xido de grafeno (GO) es un
paso muy importante, porque el GO al contar con muchos grupos
oxigenados en la red cristalina de carbono, hace que éste pierda su
propiedad conductora al perder la continuidad de los orbitales 1T
responsables de la capa de conduccién del material, es por eso que una

vez separadas las laminas de grafeno se procede a su reduccion.

Los més utilizados son métodos térmicos, donde el 6xido de grafeno es
llevado a altas temperaturas para perder los grupos oxigenados, y los
métodos quimicos en donde se utilizan agentes reductores tales como la
hidrazina (Raji M. Z., 2019), y recientemente se han hecho estudios sobre
la reduccion por polimerizacion en donde se hace la polimerizacion sobre
los grupos oxigenados, reduciéndolos para después formar las cadenas

poliméricas sobre la red del grafeno

2.3 Polimeros conductores

La mayoria de los polimeros son materiales aislantes eléctricos, es decir
no conducen la electricidad, sin embargo existen polimeros que presentan
enlaces deslocalizados, con frecuencia cuentan con anillos aroméaticos que
le dan una estructura similar a la del silicio semiconductor que hace que
estos tengan propiedades conductoras, entre los polimeros conductores
mas destacados se encuentran; polianilina, poliacetileno, polipirrol y

politiofeno, los cuales se ilustran a continuacion en la figura 2.4
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POLIACETILENO

R M\ X

Figura 2.4 principales polimeros conductores, en ellos puede

observarse que poseen dobles enlaces alternos o conjugados.

2.3.1 Polianilina

Los polimeros conductores tienen un sistema conjugado de cadenas 11, con
enlaces simples y dobles que se alternan a lo largo de la estructura
polimérica, esta estructura es responsable de las propiedades electronicas
como conductividad eléctrica, transiciones Opticas de baja energia, bajo
potencial de ionizacion y alta afinidad electronica, ademas posee
propiedades importantes como buena estabilidad, biocompatibilidad, etc.
(Chauhan N. P., 2019). Es por ello que los polimeros conductores pueden
actuar como matriz para la inmovilizacién de biomoléculas y facilitar la

transferencia de electrones en redox o reacciones enzimaticas.
2.3.2Compuestos de Grafeno- Polianilina

El grafeno una vez que esta funcionalizado con grupos oxigenados es
referido como oxido de grafeno, con estos grupos oxigenados se pueden
formar enlaces covalentes con otros compuestos, como lo es con los

polimeros conductores.

El efecto sinérgico del grafeno y la polianilina preparado por polimerizacion

in situ, ofrece una mejor estabilidad y capacitancia al compuesto que
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comparado para solamente PANI. La cantidad de PANI determina la
morfologia del material. (Chauhan N. P., 2018)

Los compuestos basados en un compuesto de carbon, un componente
metélico y polimeros conductores son usados para la fabricacion de
dispositivos para la conversion y/o almacenaje de energia.

2.4Nanotecnologia

La nanotecnologia actualmente desempefia un papel importante en
diferentes campos de las ciencias como son; quimica, fisica, procesos
cataliticos, electronica, sector energético, etc. Esto debido a las
propiedades Unicas que surgen como resultado de sus dimensiones, las
estructuras de las moléculas poseen diferentes propiedades fisicas y

quimicas que determinan las aplicaciones de los materiales.

Las recientes investigaciones se centran en los métodos de sintesis y
caracterizaciones para nuevas o mejores aplicaciones, en ellos se busca
controlar el tamafio, la forma geométrica y los grados de dimensiones
anisotropicas que revelan la estabilidad de los nanomateriales.
(Ramalingam, 2019)

2.4.1 Nanoparticulas de oro

Los primeros reportes del uso del oro fueron con fines médicos como
agente antibacteriano para combatir la tuberculosis, por lo cual las
investigaciones se centraron en el uso en bioaplicaciones, asi la
biocompatibilidad y toxicidad estan bien documentadas. Las variaciones en
el tamafio y forma de las NpAu es determinante para la captacion celular,
por ejemplo las nanoesferas tienen un nivel elevado de absorcion celular

comparado con los nanobarras del mismo tamafo. (Ramalingam, 2019).

Las Nanoparticulas de oro presentan resonancia plasmén que es una
oscilacion colectiva del campo electromagnético. La resonancia plasmon

depende en gran medida del tamafio y forma de las NpAu. Ademas, debido

10
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a la excitacion de esta resonancia las NpAu muestran una banda de
absorcion electromagnética en la region visible, es por ello que la
caracterizacion por espectroscopia UV-vis es una herramienta muy Uutil

para la caracterizacion de las NpAu.

2.5 Enzima Glucosa Oxidasa

La glucosa oxidasa consta de dos unidades idénticas (homodimero), en las
gue el cofactor redox organico es Flavina Adenina Dinucleétido (FAD) esta

protegido por proteina glicosilada.

La glucosa oxidasa es de las enzimas mas estudiadas, debido a sus
diversas aplicaciones industriales, las mas conocida son los sensores de
glucosa para el control de la diabetes, los estudios mas recientes estan
innovando aplicaciones en bioceldas de autoalimentacion para bio
aplicaciones y sensores de autoalimentacion. Los mayores beneficios de
utilizar la glucosa oxidasa sobre otras enzimas para aplicaciones bio
electroguimicas son su alta especificidad para la glucosa, bajo potencial
redox (-0.42V vs. Ag/AgCl a pH 7.4) y buena termoestabilidad. Los mayores
retos en el uso de la enzima GOx son la produccion de H202 durante la
reaccion oxidativa que puede disminuir la estabilidad de la enzima, la
competencia entre O2 y medidores redox para electrones GOx y que su
centro activo no esta expuesto, se encuentra embebido en la proteina,
evitando directamente la transferencia de electrones a la superficie del
electrodo. (N.Mano, 2019)

La catalisis de la GOx ocurre mediante una reaccion de oxido-reduccion,
en la semireaccion reductora la glucosa B-D- es oxidada a D-glucolactona,
y en la semireaccion oxidativa, el oxigeno molecular, el co-sustrato de la
enzima, ingresa al sitio activo despueés de la liberacion de la D glucolactona

y se reduce a peréxido de hidrégeno. (N.Mano, 2019)

Las enzimas redox consisten en una apoenzima (componente proteico) y

su cofactor, la presencia de éste asegura la transferencia de electrones

11
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entre la enzima y el sustrato, El cual puede ser fuertemente unido dentro
de la estructura de la enzima. Los cofactores mas comunes para oxidar la
glucosa son: dinucleotido de falvina adenina (FAD), nicotinamida adenina

dinucledtido (NAD) y pirroloquinolina quinona (PQQ). Figura 2.5

FAD (oxidised form) FADH; (reduced form)
(o] H (0]
WA, P

/K + 2H" + 2¢¢ —— ‘ j:

N No > o
R R H
NAD* (oxidised form) NADH (reduced form)

o H O H H

»
-z

PQQ (reduced form)

Figura 2.5 cofactores mas comunes para oxidar la glucosa;
FAD/FADH2, NAD+/NADH, Y PQQ.

2.6 BIOCELDAS DE COMBUSTIBLE

La generacion de electricidad a partir de técnicas renovables y amigables
con el ambiente, asi como el desarrollo de dispositivos capaces de
satisfacer las necesidades de sensores inalambricos y control remoto, ha
motivado el desarrollo de diferentes tecnologias para utilizar la energia
almacenada de compuestos organicos, tales como fructosa, etanol,

metanol y glicerol.

Las bioceldas de combustible (BCC) se pueden clasificar en aquellas que

utilizan células vivas (bacterias, algas) y los que utilizan catalizadores

12
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extraidos de células (enzimas, cascadas de enzimas y, mas recientemente,

mitocondrias) como catalizadores biologicos.

El uso de células vivas como catalizadores en células de combustible
microbianas (BCCM) es un area con aplicaciones relacionadas con la
conversion de la biomasa en electricidad. (Para uso bilégico no esta

contemplado debido a los riesgos que conlleva).

En las Ultimas décadas, las bioceldas de combustible enziméticas han
generado gran interés debido a sus potenciales aplicaciones, tales como

bioelectronica, sensores y con propdsitos médicos.

En el sentido mas amplio, las BCC se definen como los dispositivos
capaces de transformar directamente la energia quimica en eléctrica a
través de reacciones electroquimicas que dependen de vias bioguimicas.
En lugar de catalizadores de metales nobles, se emplean enzimas para
catalizar las reacciones redox, que ofrece las siguientes ventajas: costo
comparativamente bajo, operacion bajo condiciones moderadas
(temperatura 20-50°C y pH neutro) y sin emision de gases efecto

invernadero.

La conversion de energia quimica en eléctrica se consigue por el
acoplamiento de una reaccion de oxidacién (suministro de electrones) en
el &nodo, con una reaccion de reduccion utilizando los electrones en el
catodo. Estas dos reacciones son separadas electrénicamente en el interior
del sistema para obligar a los electrones a fluir a través de un circuito

externo, mientras que el movimiento de iones en el interior del sistema

13
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mantiene el equilibrio de cargas y completa el circuito eléctrico. Figura 2.6
Load/Resistor: R,
M \ 4
Enzyme :
@l e Substrate : 0,
- & 2 )
// \ ,/
1 ®
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SO TN |
Product :
e M H : ¢
— @ : ; @<
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0O, - .
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/ H \\ A
. {H,0 NI
N\ : _
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Figura 2.6 Representacion esquematica de una biocelda de
combustible, con reduccién de oxigeno en el catodo, la oxidacion del

sustrato es catalizada por enzimas.

Se han propuesto las bioceldas de combustible enzimaticos (BCCE), que
pueden catalizar la oxidacién de los combustibles en los anodos y/o
reduccion de oxidantes en catodos para proporcionar energia eléctrica.
BCCE completos tienen catalizadores enziméticos, tanto en el anodo vy el
catodo, mientras que también se han propuesto BCCE hibridas, donde sélo
uno de los dos electrodos esta basado en la catélisis enzimatica, mientras
que el otro se basa en procesos cataliticos tradicionales de pilas de
combustible o de la bateria.

Las ventajas que ofrecen las BCCE son la capacidad de producir una
amplia gama de catalizadores basados en procesos sostenibles
(bioldgicos), la versatilidad de los catalizadores es oxidar/reducir una
amplia gama de sustratos bajo condiciones moderadas de pH vy

temperatura, y la alta especificad de las reacciones cataliticas, lo que

14
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permite en algunos casos la eliminacion de las membranas en las celdas
de combustible tradicinales, donde se hace uso de una membrana

electrolitica.

Una potencial aplicacion que ha recibido mucho la atencién es el desarrollo
de BCCE miniaturas, para implantes que proporcionan energia intermitente
subcutaneamente, o monitores insertados que permiten detectar los niveles

de glucosa en el fluido intersticial.

Las potencias de una BCCE dependen del voltaje y la corriente de la celda.
El voltaje de la celda depende de los combustibles y oxidantes
seleccionados, la velocidad de transferencia de electrones, la corriente que
fluye, la resistencia dentro de la celda (pérdidas 6hmicas) y los procesos
de transporte de masas. Por ejemplo, el voltaje de la celda para la oxidacion
completa de la glucosa en dioxido de carbono y agua puede ser estimada
(Ec.1) como 1.24 V a 25°C. A partir de energias libre de Gibbs estandar de
formacién de todos los componentes de BCCE se presentan 100% de
eficiencia coulombiana sin sobretensiones o pérdidas 6hmicas. Para llevar
a cabo la extraccion de hasta 24 electrones de la glucosa, los estudios se
centran en el montaje de multiples enzimas en el anodo, sin embargo, la
mayoria de las investigaciones de las BCCE se han centrado, hasta la
fecha, en el uso de una sola enzima en el anodo para oxidar la glucosa a
glucolactona, Ec. 2, proporcionando sélo 2 electrones por mol de glucosa y

un voltaje de celda de maximo 1.18 V.

Los voltajes maximos de celda para una BCCE se determinan normalmente
por la diferencia entre los potenciales formales redox (E°") de los cofactores
de la enzima redox, en el sitio activo, utilizado para el anodo y catodo.

Figura 2.7

CeéH1206 + 60, — 6CO; + 6H.0 (EC l)

CsH1206 + 1/2 O; — CesH1006 + H.O (EC. 2)
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Oxidtsed Fuel

Reduced Oxidant

Cathode

Figura. 2.7 Representacion esquemaéatica de los procesos de una
biocelda enzimatica de combustible, con la oxidacion del combustible
por la enzima 1, proporcionando electrones y protones, junto con la
reduccion de un oxidante por la enzima 2, el cual consume los

electrones y protones.

2.7 Nanocompuestos en bioceldas de combustible

Las nanoparticulas metalicas, incluidas las NpAu ahora se utilizan en
sistemas bioelectroquimicos para proporcionar una superficie especifica
mas alta, mejor orientacion enzimatica, mejorar la transferencia de
electrones o una combinacién de cada uno. La mayoria de los trabajos
reportados sobre la GOx consiste en la adicion de particulas metalicas
dentro de matrices poliméricas, o directamente la fijacion de GOx sobre Pt
o particulas de oro para acortar la distancia entre los centros redox
FAD/FADH?2 y la superficie del electrodo. (N.Mano, 2019)
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En las Ultimas décadas se ha centrado la investigacion en mejorar la
transferencia de electrones entre la Glucosa Oxidasa (GOX) y el electrodo
de superficie para mejorar el rendimiento electroquimico en una celda de
combustible, es por ello que se hace un esfuerzo para sintetizar nuevos
modificadores de la superficie del electrodo o agentes inmovilizadores de
enzimas, el cual pueda inmovilizar a la enzima ademas de retener la

bioactividad de la misma. (Lai, 2016)
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Capitulo

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos

Todos los reactivos empleados son grado analitico. El agua empleada en todos

los casos fue agua desionizada.

o

o

Polvo de grafito.

Acido sulfurico 98% (H2S0a, Meyer).

Acido clorhidrico ((HCI, Meyer).

Acetona (Meyer).

Etanol 98% (Meyer).

Nitrato de sodio (NaNOs, Meyer).

Permanganato de potasio (Meyer).

Monomero de anilina (Sigma Aldrich).

Chloride trihidrate (HAuCla. H20, Sigma Aldrich).

Polytetrafluoroetileno 60% wt, disperso en agua (Teflon Sigma Aldrich)
Perdxido de hidrogeno (30% H202, Reasol).

Persulfato de amonio (Golden Bell).

Tinta Nafion (Sigma Aldrich).

Tela y papel de carbono (Sigma Aldrich).

Borohidruro de sodio (NaBHa4, Sigma Aldrich).

Acido citrico (Sigma Aldrich).

Enzima glucosa Oxidasa de Aspergillus niger (GOx 140 KU/mg, Sigma
Aldrich).

Peroxidasa de rabano (HRP, 173 U/mg, Sigma Aldrich).

Buffer de fosfatos pH 7.4 (MEYER)

ABTS 2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid (Sigma Aldrich).

18



Metodologia Experimental Capitulo 3

° POD Peroxidase (Horseradish roots, Sigma Aldrich).
°  D-(+) Glucosa anhidra, (CeH1206, Sigma Aldrich).

3.2 Sintesis de los Materiales:
3.2.1 Sintesis del 6xido de Grafeno

La sintesis del grafeno se hizo a partir de su precursor el grafito, se utilizé grafito
en polvo, el método de obtencion fue el método de Hummer; el cual consiste en
dos procesos, el primero es la oxidacion con acidos fuertes, en el cual se rompen
las fuerzas intermoleculares por medio de la adicion de grupos funcionales
(hidroxilos, éteres, cetonas y epodxidos) en los anillos arométicos de la red
cristalina del grafito (obteniéndose 6xido de grafito), y el segundo la aplicacién
de sonicacion y centrifugacién para la obtencion de dispersiones acuosas de
oxido de grafeno (GO, por sus siglas en inglés). El proceso detalladamente se

describe a continuacion:

A un matraz erlenmeyer de 5 L se le afadieron 230 mL de acido sulfurico
concentrado (H2S04, 98%) enfriado a 0°C, al cual se le adicion6 10 g de grafito
en polvo y 5 g de nitrato de sodio. Después se adicionaron lentamente 30 g de
permanganato de potasio (KMnOa), cuidando que no se eleve la temperatura y
con agitacion constante, esta mezcla se mantuvo asi durante 2 horas,
posteriormente con suma precaucion, se afiadieron 2 L de agua desionizada
para diluir la mezcla, por ultimo, para reducir el exceso de permanganato se

afadieron 25 mL de peréxido de hidrogeno (H202, 30%).

La mezcla anterior se filtr6 en un embudo Buchner y el precipitado fue lavado
con una disolucion de HCI 1 M, el producto obtenido, 6xido de grafito, fue secado
en el liofilizador, para después hacer dispersiones en agua destilada en
concentracion 10% en peso, Yy llevados a un bafio de ultrasonido de media

potencia durante 2 horas.

Se obtuvo una dispersion color marrén la cual fue centrifugada a 4500 rpm
durante 10 min, haciendo lavados exhaustivos con agua destilada (por lo menos

5 lavados).
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3.2.2 Sintesis de Polianilinay Polianilina in situ con 6xido de grafeno

La polianilina se sintetiz6 mediante polimerizacién quimica usando persulfato de
amonio (APS) como agente oxidante y acido clorhidrico (HCI, 2M) como agente

dopante. La relacion molar empleada anilina-APS fue 1:1 respectivamente.

Se prepararon 2 soluciones de anilina y APS por separado, en 100 mL de HCI
2M se adicionaron 0.3 mL de anilina, y en la solucién de APS se afadieron 0.3
g en 100 mL de HCI 2 M. ambas soluciones se llevaron a bafio de hielo a 0°C y
posteriormente fueron mezcladas y puestas en ultrasonido durante 3 horas a una
temperatura no mayor a 20°C. Se obtuvo una mezcla color verde, la cual fue
filtrada en un embudo Buchner, también al precipitado verde se le hicieron
lavados con agua desionizada y etanol. Por ultimo el producto final se dejé secar

en un horno a 60°C durante 4 horas.

Para la sintesis del hibrido 6xido de grafeno/polianilina (GO/PANI), fue
preparado por el mismo método de polimerizacién, pero con presencia del 6xido
de grafeno en una relacion de anilina-GO del 40%:60% en peso (W). en las
mismas condiciones &cidas de HCI 2 M y usando bafio ultrasénico a 20°C
durante 3 horas de acuerdo al método de sintesis de la polianilina. Para finalizar
solo se hicieron lavados exhaustivos con agua destilada para remover el exceso

de &cido.

3.2.3 Sintesis de nanoparticulas de oro.

Para la sintesis de nanoparticulas de oro (NpAu), se emple6 el método de
Turkevich, en el cual en un frasco con 10 mL de solucion precursora de Au, una
solucion de tetracloroaurico (HAuCls) 1mM se calienta en una parrilla a 96°C con
agitacion constante, después se adiciona 1 ml de citrato de sodio 38.8 mM a la
solucion anterior, y se observa un cambio de color de amarillo a rojo borbofa.
Se mantiene con agitacion constante y calentamiento durante 15 min mas
después del cambio de coloracion. Una vez obtenida la solucion coloidal de
NpAu se almacena a 4°C.
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3.3 Disoluciones
3.3.1 Disolucién de Glucosa Oxidasa (GOx)

Se pesa 1 mg de la enzima y se disuelve en 1ml de solucion buffer de fosfatos
pH 7.4 (APS), a esta solucion se vuelve a diluir con 100 pl (disolucién anterior)
en 1000 pul de buffer APS.

3.3.2 Disolucién de ABTS

Se pesan 8 mg de ABTS y se disuelven en 4 ml de solucién buffer APS pH7.4.

3.3.3 Disolucion de D-(+) — Glucosa Anhidra

Se pesan 0.2 g de glucosa anhidra y se disuelven en 1 ml de agua desionizada.

3.4 Disefio de los Electrodos de trabajo

3.4.1 Electrodos de Oxido de Grafeno (GO), Polianilina (PANI) y
Oxido de Grafeno/Polianilina (GO/PANI)

Para la preparacion de los electrodos de trabajo a base de oOxido grafeno,
polianilina y el composito GO/PANI se prepararon en una mezcla de proporcion
90:10 w/w del nanomaterial y polytetrafluroethylene (Teflon) como aglutinante, la
disolucidén se llevd a cabo en etanol. EI material soporte utilizado fue la tela de
Carbono con un area de 1cm?, la mezcla se dejo secar a temperatura ambiente
durante 12 h.

También se hicieron electrodos cambiando el aglutinante por tinta nafién, y el
material de soporte cambiandolo por papel de Carb6n. Esto por ser mejor
conductor ionico y por tener un tamafo de reticulacion menor al de la tela de

Carbono respectivamente.
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3.4.2 Electrodos Hibridos GO/PANI/NpAu

Para el caso del material hibrido GO/PANI/NpAu fueron mezclados en una
proporcion de 72:20:8 w/w respectivamente, se utilizé Teflon como aglutinante y
etanol como disolvente, el material soporte 1cm? tela de Carbono, la mezcla de
dej6é secar durante 12 h.

3.4.3 Electrodos PANI'y GO/PANI con GOx

Se prepararon electrodos como se indican en el apartado 3.4.1y 3.4.2 y para la
incorporacion de la enzima GOx se adiciond 20 pl de la disolucion de GOXx
(apartado 3.3.1).

3.5 Caracterizacién Fisicoquimica de los materiales
3.5.1 Microscopia Electrénica de Barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) utiliza un haz enfocado de
electrones que interaccionan con la muestra para producir una imagen
topoldgica y una composicion relativa. Al entrar en contacto con la muestra, el
haz de electrones enfocado producird electrones secundarios, electrones
retrodispersados y rayos X, que posteriormente se detectan con los respectivos
detectores y finalmente ya traducidos se muestran en un monitor . Los
componentes tipicos de un SEM incluyen la fuente de electrones, columna que
tiene lentes electromagnéticas, detector de electrones, camara de muestra y la
pantalla de la computadora. (Abd Mutalib, 2017)

3.5.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

El instrumento que determina el espectro de absorcién para un compuesto se
llama espectrofotometro. La siguiente figura 3.1 ilustra esquematicamente los
componentes de un espectrofotometro FTIR simple. El instrumento produce un
haz de irradiacion IR, que se emite desde un cuerpo brillante negro,

posteriormente, el haz pasa por un interferometro donde tiene lugar la
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codificacion espectral, el haz después ingresa al compartimiento de la muestra,
y ésta absorbe frecuencias especificas de energia, que son caracteristicas
Unicas de la muestra del interferograma, luego el detector mide la sefial especial
de interferograma en energia versus tiempo para todas las frecuencias
simultdneamente. El espectro se obtiene después de que el interferograma resto
automéaticamente el espectro de fondo del espectro de la muestra mediante el
software de transformada de Fourier. El IR obtenido se encuentra en la region
media del IR que se encuentra entre 4000 y 666 cm™ y es donde los estados de

energia vibracional para muchos grupos funcionales se lleva a cabo. (Mohamed,
2017)
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Figura 3.1 llustracion esquematica de los componentes para un FTIR.
(Mohamed, 2017)

3.5.3 Cristalografia de Rayos X

La cristalografia de rayos X es una de las técnicas mas utilizadas para determinar
la estructura tridimensional de las moléculas. Esta técnica consiste en pasar un
haz de rayos X a través del cristal, los rayos X interactlian con las nubes de
electrones de los atomos en el cristal y su disposicién atomica regular y repetitiva
da lugar a un patrén complejo de haces difractados que un detector registra como
puntos (patron de difraccion), codificando este patron hay informacion sobre las
posiciones de los atomos en el cristal.
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El cristal de la muestra actia como una rejilla tridimensional que difracta el haz
incidente de rayos X solo en ciertas direcciones. Estas direcciones dependen de
la orientacion del cristal y sus dimensiones de celda unitaria. El patron de
difraccion es un registro de las direcciones e intensidades de todos los rayos X
difractados por un cristal, las ondas dispersas se suman, aumentando la sefial a
un nivel medible y cancelarse unos a otros en todas las demas direcciones, es
por eso que el patron de difraccion de un cristal consiste en un nimero discreto
de haces difractados. (Brito, 2013)

3.5.4 Espectroscopia Raman

la espectroscopia Raman se usa ampliamente como una herramienta no
destructiva para obtener informacion valiosa sobre la composicion molecular. Se
basa en el examen de la luz dispersada por un material al incidir sobre él un haz
monocromatico. La luz dispersada inelasticamente, conocida como espectro
Raman, comprende modos caracteristicos vibracionales de moléculas que
generalmente son excitadas por radiacion laser. Las transiciones de energia que
implican cambios en los estados vibracionales de las moléculas se denominan
transiciones vibracionales y se describen mediante espectroscopia vibratoria
Raman y absorcion IR.

La espectroscopia Raman e IR son técnicas complementarias, si bien la
absorcién de la radiacion IR esta condicionada por la existencia de un momento
dipolar asociado por una vibracion molecular, la dispersion Raman depende de
la modificacién de la polarizacion de una molécula y posteriormente dispersion
de fotones. Los espectros resultantes ofrecen una huella quimica Unica para la
muestra investigada y estos métodos vibratorios pueden detectar modificaciones
sensibles a niveles moleculares, la region de la huella digital de las moléculas

organicas esté en el rango de 500 a 2000 cm-1. (Cinta Pinzaru, 2018)

3.5.5 Espectroscopia de UV vis

La espectroscopia UV-vis utiliza radiacion electromagnética (luz) de las regiones;

visible, ultravioleta cercano, infrarrojo cercano, es decir entre 380 nm y 780 nm.
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La radiacion absorbida por las moléculas de esta region del espectro provoca

transiciones electrénicas que pueden ser cuantificadas.

La espectroscopia UV-vis se utiliza para identificar algunos grupos funcionales
de las moléculas. El principio involucra la excitacion, donde una molécula
absorbe luz, que se transfiere a un estado excitado electrénicamente, lo que
significa que un electron va de un estado basal a uno de mayor energia, seguido
de una relajacion vibracional, donde la molécula experimente un estado de
transicion de un estado excitado electronicamente superior a uno inferior,

liberando energia. (Karoui, 2018)

3.6 Evaluacion Electroquimica

Los experimentos electroquimicos fueron llevados a cabo en una celda
convencional de tres electrodos figura 3.2. Una barra de grafito fue usada como
contra electrodo (area de 3.7 cm?). Los potenciales fueron medidos con respecto
al electrodo estandar de plata/cloruro de plata saturado con KCI (Ag/CIAg) y un
electrodo de trabajo que serd modificado con los diferentes nanomateriales

sintetizados y en el que se inmovilizara la enzima glucosa oxidasa.

Figura 3.2 Celda electroquimica de tres electrodos.
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3.6.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS)

La espectroscopia de Impedancia electroquimica (EIS) es una técnica no
destructiva, y consiste en la aplicacion de una perturbacion senoidal de potencial
eléctrico de frecuencia variable al material estudiado y el registro de la respuesta
en corriente dentro de una celda electroquimica. En muchos materiales y
sistemas electroquimicos la impedancia varia con la frecuencia del potencial
aplicado en una forma que esta relacionada con las propiedades de dichos
materiales. A partir de las mediciones de desfase y de amplitud de la respuesta,
es posible obtener la impedancia de transferencia electroquimica del material
estudiado (Ec. 2)

La corriente resultante tiene la misma frecuencia que el potencial aplicado pero

diferente magnitud y fase

. E, E4: sen(o - t) _ sen(m-t}
[, I,-sen{w-t+¢) " sen(w-t+ @)

Ec. 2

Donde Eo es el potencial, lo es la intensidad, w es la frecuencia 'y ? es el desfase.
De este modo, la impedancia puede expresarse en funcion de una magnitud Zo

y un desfase ¢.

La EIS es una técnica de gran importancia debido a los datos que se pueden
obtener, habitualmente se usa para la caracterizacion de recubrimientos,

baterias, celdas de combustible y fendmenos de corrosion. (Chakraborty, 2019)

3.6.2 Voltamperometria Ciclica

La Voltamperometria ciclica es una de las técnicas electroquimicas de barridos
en potenciales mas utilizadas que permite la caracterizacion cualitativa y

cuantitativa de las reacciones electroquimicas, junto con la determinacion de la
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actividad de un catalizador, esta técnica se ha utlizado para definir las
reacciones electroquimicas que ocurren en ambos electrodos, para determinar
el area de superficie electroquimicamente activa y la presencia de especies

absorbidas indeseables en la superficie del electrodo.

Las mediciones de CV se pueden realizar en diferentes rangos de voltaje, que
deben ser cuidadosamente elegidos para garantizar que cubra las diferentes
reacciones del electrodo. El barrido, generalmente utilizado en sistemas de
celdas de combustible, es de alrededor de 10-50mV / s. (Pinto, 2018)

3.7 Determinacién de la actividad enzimatica para la Glucosa Oxidasa.

La actividad enzimatica es una medida de la cantidad de enzima activa presente
y del nivel de actividad de la misma, se expresa en Unidades Internacionales (Ul)
por unidad de volumen (Ul/ml, UI/L...) siendo una Ul la cantidad de enzima que
transforma un micromol de sustrato por minuto en condiciones estandar

previamente establecidas.

Todos los ensayos enzimaticos miden el sustrato consumido o el producto que
genera la reaccidén durante un tiempo, existen diferentes maneras de medir la
actividad enzimatica, generalmente se evallua mediante ensayos
espectrofotométricos, por tanto, necesitamos seguir la evolucion de alguno de
los elementos que participan en la reaccion y que, por supuesto, deben
absorber luz a una determinada longitud de onda, asi podemos evaluar la
formacion del producto analizando con el incremento de absorbancia a dicha
longitud de onda, o bien si el sustrato absorbe luz a una longitud de onda
determinada podemos evaluar el consumo del sustrato analizando la

disminucién de absorbancia a dicha longitud de onda. (Schnell, 2006)

La determinacion de la actividad de la glucosa oxidasa se hizo segun las
especificaciones del fabricante (sigma Aldrich), el cual es a partir del cambio de

la absorbancia medida en el rango UV-vis a 500 nm.
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Capitulo

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de los Materiales
4.1.1 Oxido de Grafeno (GO)

La sintesis de oxido de grafito se hizo por el método de Hummer.
Seguido de la oxidacion el material resultante fue sonicado para
romper las fuerzas de Van der Waals y asi separar las laminas y

obtener el 6xido de grafeno figura. 4.1.

La incorporacion de oxigeno en la red cristalina del grafito fue
evaluada mediante la determinacion de la relacion carbono/Oxigeno
a través del andlisis elemental, los analisis de los grupos funcionales
formados mediante la oxidacion fueron evaluados por FTIR y patron
de difraccién de rayos X, la observacion de la morfologia del material
resultante fue analizada por microscopia electrénica de barrido de
alta resolucion (HRSEM).
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ura. 4.1 Oxidacién de la estructura cristalina del grafito
mediante el método de Hummers. En donde se introducen
grupos funcionales en la estructura cristalina del grafito y por

sonicacion se separan las laminas de grafeno oxidado.

4.1.1.1 Analisis Elemental

Para investigar la incorporacion de grupos oxigenados en la red
cristalina del grafito, se hizo un andlisis elemental por microscopia
electronica de barrido, para medir las proporciones en masa de
carbono y oxigeno. Los resultados se pueden observar en el Figura
4.2, donde se destaca la cantidad de oxigeno (33%) presente en la
muestra y es mas alta que la cantidad de carbono (26%) debido a la
incorporacion de agua (ya que, aunque se hicieron secados en el
liofilizador, es imposible eliminar el agua del ambiente). La presencia
de azufre es debida a trazas que no son eliminadas en los lavados
de los restos de aniones provenientes del oxidante o del producto de

reduccién del mismo (SOa4?2).
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Figura. 4.2 Analisis elemental del 6xido de grafeno, se observa

el alto grado de oxidacion del mismo.

4.1.1.2 Microscopia Electronica de barrido de alta resolucién
(HRSEM)

La microscopia electronica de barrido, puede operar en el modo de
alta resolucion (HRSEM por sus siglas en inglés), para obtener
detalles finos de una muestra cuya escala se encuentra en un rango
nanometrico.

La morfologia del 6xido de grafeno (GO) fue estudiada en el
microscopio electronico de barrido operado a 30 kV. Para la
preparacion de las muestras el GO se someti6 a un proceso de
sonicacién en una suspension de etanol durante 10 min y se

deposité mediante goteo a una rejilla para su analisis.

En las imagenes de la figura 4.3 se muestran a) laminas de 6xido
de grafeno cuya morfologia se observa arrugada y con dobleces, b)
se detalla ldminas de 6xido de grafeno que presenta la propiedad

Optica de transparencia.
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Figura 4.3 Imagenes obtenidas por HRSEM del 6xido de grafeno

a) laminas GO arrugadas y con dobleces, b) Imagen donde
puede observarse la transparencia del material al encontrarse

con pocas laminas de GO.

En este estudio de caracterizacién éptica se puede concluir que el
oxido de grafeno sintetizado esta altamente oxidado, lo cual es muy
conveniente para la introduccion de cadenas poliméricas sobre los

grupos funcionales de la red cristalina del 6xido de grafeno.
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4.1.1.3 Difraccion de rayos X (RXD)

Se obtuvieron difractogramas de rayos X (RXD por sus siglas en
inglés), para el grafito, y para el 6xido de grafeno. En la figura 4.4
se muestran a) el patron de difraccion de rayos X del grafito y en él
se observa un pico intenso el cual es atribuido a un alto
ordenamiento en su red cristalina, con un angulo de difraccién de 20
de 26° y con una reflexion basal de (002), que indican una distancia
entre planos (d) d = 0.35 nm, basado en la ecuacion de la ley de
Bragg. Después de la oxidacion quimica e intercalacion de las
laminas de grafeno, los picos se desplazaron a un plano de reflexion
de angulo inferior (001) a 26 =10.5°.Io que indica una separaciéon de
d= 0.84 nm, este aumento del espaciamiento en la distancia
interplanar (d) es atribuido a la intercalacion de moléculas de agua y
por la generacion de grupos funcionales oxigenados, tales como
epoxi e hidroxilo, el ensanchamiento del pico es indicativo del

desorden que se genera entre las laminas del éxido grafeno.

— Grafito

a) 25°, (002)

T

— GO

Intensidad (u.a.)

b) 10.5°, (001)

0 10 20 30 40 50 60

2 Theta (grados)

Figura. 4.4 Difractogramas de rayos X a) de grafito y b) de 6xido

de grafeno.
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4.1.1.4 Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de

Fourier

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier es una
herramienta util para elucidar y confirmar el anclaje covalente de
grupos funcionales, es decir muy util para seguir paso a paso una

reaccion quimica.

La Figura 4.5 representa el espectro de absorcién por FTIR del GO
el cual muestra bandas caracteristicas de absorcién a 3200 cm, las
cuales son atribuidas a la vibracion de los grupos O-H. También
muestra la banda caracteristica de la vibracion del enlace C=0 a
1734 cm™ para la molécula enlazada de COOH. Ademas, se
observan bandas alrededor de 1605 y 1376 cm™ las cuales son
debidas a la intercalacion del agua y vibraciones de deformacion de
los grupos C-O en C-OH y C-O-C, estos valores concuerdan con los
encontrados en la bibliografia (Yang. Xu 2009, Fang Hu, 2014), por
lo cual se comprueba la incorporacion de grupos funcionales

anclados a la red cristalina del grafeno.
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Figura 4.5 Espectro de absorcién FTIR del 6xido de grafeno.
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4.1.2 Polianilina (PANI)

Para seguir paso a paso la reaccion quimica usamos las
herramientas de FTIR y XRD que nos ayudan a elucidar la efectiva
polimerizacién, ademas se observé el polimero en el microscopio

electrénico de barrido (SEM) para observar su morfologia.

4.1.2.1 Microscopia electrénica de Barrido

Como se ha mencionado anteriormente las caracteristicas y
comportamiento de cada material, no solo depende de su
naturaleza quimica, el tamafio y forma juegan un papel muy
importante en los materiales nanométricos, ya que de esto
depende su &rea superficial, area de contacto y anclaje con otras
moléculas, por eso se enfatiza el estudio de la forma y tamafio,
para evaluar estos parametros en la polianilina se utilizé la
herramienta de microscopia electrénica de barrido, en la cual en
la figura 4.6 se observan nanofibras de polianilina menores a
100 nm.
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Figura 4.6 Imagen de microscopia electronica de barrido de la
polianilina donde se observa la morfologia de nanofibras

menores a 100 nm

4.1.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de

Fourier

Para el polimero polianilina se observan su espectro de absorcién
figura 4.7 con picos o bandas de absorcion stretching a 1630 y 1394
cm? para los grupos C=C y C=N correspondientes a la deformacion
del grupo quinoide y de la amina aromatica secundaria, estos picos
de absorcion revelan la presencia del estado de sal de Emeraldina
en PANI (Shiyong Wang, 2015, vol 299). Las bandas a 1184 y 805
cm™? son correspondientes a la vibracién stretching de —C-N vy
vibracion bending fuera del plano para el grupo C-H del benceno
correspondientemente (Mukesh Kumar, 2013). Alrededor de 3281
cm® se observa la banda de absorciéon stretching para el N-H del

grupo amino.
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Figura 4.7 Espectro de absorcién por FTIR del polimero

polianilina, con sus respectivas bandas de absorcion.

4.1.2.3 Difraccion de rayos X (RXD) PANI

Los patrones cristalograficos correspondientes a sal de emeraldina
de la polianilina podemos observarlos en la figura 4.8 donde se
exhiben los angulos cristalograficos a 2 ©= 25°, 21°, 15° 9° los
cuales corresponden a los planos de reflexion (200), (020), (011) y

(001) respectivamente para la polianilina amorfa (Min Zhao, vol.
113).

36



Resultados y Discusién Capitulo 4

Intesidad (u.a.)

0 20 40 60
2 Thetha (grados)

Figura 4.8 Patrones cristalograficos para la polianina y sus
respectivos planos de reflexion.

4.1.3 Nanoparticulas de Oro

La sintesis de nanoparticulas de oro, se realizé siguiendo el método
clasico introducido por Turkevich en 1951 (Han- Wen Cheng, 2014)
figura 4.9
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Figura 4.9 llustracion del método de sintesis de NpAu
mediante la reduccion del AuCls en solucion acuosa, con el

agente oxidante/estabilizante citrato de sodio.

4.1.3.1 Microscopia Electronica de barrido

Debido a que el tamafio y la forma de las NpAu son dependientes de
las propiedades superficiales que éstas presenten, se hizo un
estudio de éstos parametros por microscopia electronica de barrido
de alta resolucion figura 4.10, donde se estudié su estructura
morfolégica, encontrandose que todas las NpAu tienen forma

esférica y tamafios promedio de entre 10- 40 nm de diametro.

38



Resultados y Discusién Capitulo 4
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Figura 4.10 Imagen de HRSEM de nanoparticulas de oro, con

forma esférica de tamafios que van de 10 a 40 nm de didmetro.

4.1.3.2 Espectroscopia Ultravioleta- visible

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas de metales nobles
como el Au despenden de su forma y tamafio. Cuando las
dimensiones de las nanoparticulas empiezan a ser mas pequefias
gue la longitud de onda de la luz incidente, la energia puede ser
confinada en pequefias regiones a través de la excitacion de la
resonancia de la superficie plasmon (SPR). (Ratan Das, 2015). La
resonancia plasmon es el movimiento coherente de todos los
electrones libres de la banda de conduccion causado por la
interaccién con un campo electromagnético. EI campo eléctrico de
una onda luminosa entrante induce una polarizacién de electrones
con respecto al nacleo iénico mas pesado de las nanoparticulas,
esto induce una oscilacién dipolar de todos los electrones libres con
la misma fase. Cuando la frecuencia de la onda luminosa incidente
llega a resonar con el movimiento coherente de los electrones de la
banda de conduccidén se produce una fuerte absorcién, que es el
origen del color observado de los coloides (Ratan Das, 2015). Para
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pequefias nanoparticulas metélicas (diametros menores a 20 nm) el
espectro de absorcion depende Unicamente de la oscilacién dipolo,
es por eso que se observa el cambio de color debido a la reaccion
de las sales de Au (amarillo palido) con el citrato dando la formacién
a nanoparticulas de oro (coloide color rojo), en el que exhibe la
banda méaxima de absorcion de la resonancia de la superficie
plasmon a 520 nm en respuesta caracteristica de los nucleos de las
NpAu figura 4.11.

NpAu
12 ruta del citrato

Absorbancia (u.a.)

T
sl =
+Uu i

Lengitud de onda {nm}

Figura 4.11. 1zq. Se observa el coloide color rojo de las NpAu y
derecha el espectro de absorcion UV-Vis con un maximo de
absorcion a 520 nm debido a la resonancia plasmon de la

superficie caracteristica de las NpAu.

4.2 Caracterizacion de los materiales hibridos GO/PANI vy
GO/PANI/NpAu

Como se menciond anteriormente en el capitulo 3.2.2 la sintesis de

los materiales hibridos se hizo mediante una polimerizacién in situ
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con el mondmero Anilina y ldminas de grafeno, y por ultimo se

agregaron NpAu, como lo describe la siguiente Figura 4.12.
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Figura 4.12 Polimerizacion quimica in situ de grafeno y
polianilina para formar el compuesto hibrido GO/PANI vy
GO/PANI/NpAu con la incorporacion de las NpAu sobre la

matriz.

4.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier

Para evaluar cada paso en la reaccion llevada a cabo en la sintesis
del material hibrido, se muestra a continuacion figura 4.13 el
espectro de absorcion de infrarrojo FTIR de cada etapa de sintesis,
GO, PANI, sintesis in situ GO/PANI, y GO/PANI/NpAu para asi

confirmar el cambio de los grupos funcionales durante cada sintesis.

Para el espectro del 6xido de grafeno y la polianilina (GO Y PANI)
fueron descritas las bandas de absorcion de los grupos funcionales
enlaseccion 4.1.1.4y 4.1.2.2, las cuales se ilustran en esta seccién
para su comparacion, para el caso del material GO/PANI las bandas
de absorcion son muy similares a las encontradas en PANI, sin
embargo no se observan bandas o picos en 3200 cm?y 1734 cm?

las correspondientes a las vibraciones (-OH, C=0), indicando la
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efectiva reduccion del 6xido de grafeno debido a la polimerizacion
de la Anilina (Mukesh Kumar, 2013). Ademas, el desplazamiento de
las bandas FTIR indican que la PANI fue unida covalentemente a la
superficie de las hojas de GO, esto es debido a un nuevo
ordenamiento estructural que sufre la molécula. En el caso del
espectro de absorcién FTIR del material GO/PANI/NpAu lo que se
estudia son los grupos funcionales encargados de la estabilizacion
de las nanoparticulas de oro, el cual es observado en la banda a
3300 cm? correspondiente a la vibracion del grupo N-H (Wael H.
Eisa. Mervat F. Zayed, 2014).

4000 3000 2000 1000
| —— GO/PANI/NpAU |

—— GO/PANI
' N

Transmittance (%)

4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm™)

Figura 4.13 Espectro de absorcion FTIR para cada material GO,
PANI, GO/PANI y el material hibrido GO/PANI/NpAu, en el cual

se observan los grupos funciones presentes.
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4.2.2 Difraccién de rayos X (RXD)

Los estudios de los cambios estructurales de cada producto obtenido
fueron estudiados por difraccion de rayos X (RXD), En la figura 4.14
se ilustran los patrones cristalograficos analizados de cada material;
Grafito (como material precursor), GO, PANI, GO/PANI vy
GO/PANI/NpAu.

Los patrones cristalogréficos del grafito, GO y PANI se describen en
la seccion 4.1.1.3 y 4.1.2.3 ilustrados aqui para una mejor

comparacion y entendimiento de cada etapa de la reaccion.

Los patrones XRD correspondiente al GO/PANI Figura 4.14
presentan picos cristalinos similares a los de PANI. El pico alrededor
de 26= 26°es correlacionado al espaciamiento interlaminar entre las
hojas de grafeno las cuales se traslapan con la difraccion de PANI
(Yuhong Jin, 2014), también es posible observar la reduccion del
oxido de grafeno por la interaccion con la Polianilina, el cual se
demuestra con la disminucion de la intensidad del angulo del plano
de reflexion (001) (26= 10.5°) (Nali Chen, 2017). Los picos de las
nanoparticulas de oro fueron observados a 26=32°, 38.4° y 44.6°
correspondientes a los planos (100), (111) y (200) de la estructura
cubica centrada de las NpAu (T. Ghodselahi, 2015).
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Figura 4.14 Difraccién de rayos X (XRD) de Grafito, GO, PANI,
GO/PANI y GO/PANI/NpAu con sus respectivos patrones
cristalogréficos.

4.2.3 Caracterizaciéon por Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una de las técnicas mas importantes
para caracterizar el grafeno. Este puede proveer informacion muy
valiosa como el numero de capas, bordes y defectos. La evaluacion
de los defectos es muy importante ya que estos, transforman las
propiedades del grafeno, tales como los defectos intrinsecos en la
estructura de la banda del grafeno modifican las propiedades

eléctricas y magnéticas del mismo (Yuhong Jin M. F., 2014).
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En la Figura 4.15 se observan el espectro de absorcion Raman, el
pico G es caracteristico de la estructura de carbono sp? que indica
simetria y cristalinidad, mientras que el pico 2D proviene de la

dispersion inelastica de fonones.

Cada espectro exhibe una banda G alrededor de 1600 cm™, y surge
una banda D, que surge del modo inducido resonante a 1350 cm™,
sin embargo la banda D esta ausente en el espectro del grafito,
debido a que existe un alto ordenamiento en su estructura, los
espectros para GO, GO/PANI muestran un pico D prominente,
indicativo de un trastorno estructural significativo, creado debido a la
presencia de grupos funcionales de oxigeno. Después de la
polimerizacion in situ para la formacion del compuesto GO/PANI se
observa un pico D ain mas prominente, lo que indica que hubo

cambios estructurales en la molécula.
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Figura 4.15 Espectro de absorcion Raman para; grafito, GO y
GO/PANI.

4.3 Actividad de la Glucosa Oxidasa

Medir la actividad de la Glucosa Oxidasa es un estudio basico para
cualquier electrodo enzimatico, ya que nos da informacion de la
estabilidad del electrodo, ademas de descartar la inactividad de la

enzima.

La actividad de la glucosa oxidasa se midid6 segun las
especificaciones del fabricante Sigma Aldrich (Bergmeyer, 1974),
con la siguiente ecuacién. Ec.1, en la cual se puede observar una
gréfica lineal, de la concentracién de GOx versus las moles de H20:2.
El resultado obtenido es satisfactorio con el anunciado por el
fabricante.
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Actividad GOx = = DF = mmol H202/min EC.1
B= Cantidad de H20:2 calculada desde la curva (mmol).
t= Tiempo de incubacion (min).

V= Volumen adicionado a la reaccién (ml).
DF= Factor de dilucién.
Actividad GOx= 133 100 mmol H202 /min
40
Kinetic at 37°C
35 — linear fit of kinetic at 37°C
30 -
Y=10,4743x + 3,5439
c 2
= R’= 0,9985
= 25
o
©
o
("
(T
o
[
whd
©
(S
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
HyO5 (mmol)

Figura. 4.16 Medicion de la actividad de la glucosa oxidasa,

mediante espectrofotometria UV-Vis a 480nm.
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4.4 Evaluacion electroquimica de los nanomateriales

Sin duda una de las pruebas méas importantes al sintetizar materiales
conductores, es la evaluacion electroquimica, ya que con ayuda de
ésta podemos evaluar la resistencia a la transferencia de carga,
resistencia interna del material, reacciones de 6xido reduccion que
se llevan a cabo en la superficie del electrodo, asi como procesos de
difusion de cada material, para medir estos parametros utilizamos
las técnicas de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS

por sus siglas en inglés) y Voltamperometria Ciclica (VC).

4.4.1 Evaluacion electroquimica de la Polianilina

La técnica de Voltamperometria ciclica es muy util para identificar
los estados de o6xido-reduccion de la polianilina. A continuacion,
podemos observar en la Figura 4.17 los procesos redox de la
polianilina, En la que encontramos que en una ventana de potencial
de -0.2V a 1V se observan los picos caracteristicos de los tres

estados de oxidacién de la Polianilina.
1) Leucoemeraldina - blanco/claro y sin color (CeHaNH)n

2) Emeraldina - verde para la sal emeraldina, azul para la base
emeraldina ([CsH4NH]2[CsHaN]2)n

3) Pernigranilina - azul/violeta (CeHaN)n
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Figura 4.17 Voltamperometria ciclica de la polianilina y sus
estados redox. (Song, 2013)

En nuestro caso sintetizamos polianilina de coloracion verde, el cual
es correspondiente a la sal de emeraldina, como puede apreciarse
en la siguiente imagen. Figura 4.18 y a continuacion, se ilustra el
voltamperograma ciclico obtenido de la sintesis oxidativa via
guimica de la Anilina, Figura 4.19 en éste se observan los tres
estados de oxidacion de la polianilina en una ventana de potencial
de -0.4ValV, con una velocidad de barrido de 5mV/s.
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Figura 4.18 Fotografia del producto de sintesis de la
polimerizacion de la PANI, en el cual se obtiene el producto de
color verde, caracteristico de la sal de emeraldina (forma
conductora de la polianilina).

—— PANI 5mV/s|

50

29
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o
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0,3 0,0 0.3 06 0,9 1.2
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Figura4.19 Voltamperograma ciclico de laPANI, aunavelocidad
de barrido de 5 mV/s, donde se observan los picos
caracteristicos de Leucoesmeraldina/ Emeraldinay Emeraldina/
Pernigranilina.
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Se estudiaron dos pardmetros de sintesis en proporcion 80:20 y
60:40 W/W de 6xido de grafeno y Polianilina correspondientemente
para determinar la cantidad a utilizar para llevar a cabo la efectiva
reduccion de oxido de grafeno. Se utilizo la técnica de VC para
evaluar sus propiedades conductoras. En la figura 4.20 se observan
los gréaficos de Impedancia electroquimica representados por
diagramas de Nyquist y Bode para las dos concentraciones
utilizadas de GO:PANI, de 20% Y 40 % PANI, en ellos se puede
apreciar como el 6xido de grafeno pasa de ser un material altamente
capacitivo, a un material conductor después de haberse reducido
mediante la polimerizacion in situ. La concentracion de PANI que nos
resulta mas efectiva por su menor impedancia electroquimica (70
ohm.cm?) es la de la concentracién del 40%, mientras que la de
concentracion 20% PANI su Z'= 219 ohm.cm?.
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Figura 4.20 Graficos de a) Nyquist y b) Bode para 2
concentraciones de PANI en la polimerizacién in situ con GO,
del 20% y 40 % W/W.
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4.4.2 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La Espectroscopia de Impedancia Electroguimica nos sirve para
evaluar la resistencia a la transferencia de carga, resistencia interna
y los procesos de difusion de cada electrodo. En la Figura 4.21 se
observan el grafico de Nyquist el cual consiste en un semicirculo en
la region de altas frecuencias y una parte lineal en bajas frecuencias,
(Tamas Pajkossy 2017, vol 1). Donde el diametro del semicirculo se
relaciona con la resistencia de transferencia de carga interfacial, que
usualmente representa la reaccion electroquimica sobre el electrodo
(Resistencia Faradaica) (Hang Sun P. S. 2015). Una linea recta
representa la resistencia a la difusion (Impedancia de Warburg, W),
que refleja una difusion de las especies redox en el electrolito y una
linea mas empinada (45°) usualmente indica una difusion ibnica mas

rapida.

En la Figura 4.21 se hizo la evaluacion de cada material sobre el
material de soporte tela de carbono (la cuél se evalto de la misma
manera para conocer sus parametros electroquimicos), el electrolito
soporte para esta evaluacion fue acido sulfarico 1 M (H2S0Oa4). Los
resultados demuestran resistencias a la transferencia de carga muy
pequefias en el orden de > 35 ohm.cm? para los materiales de PANI,
GO/PANI y GO/PANI/NpAu lo que demuestra ser materiales
altamente conductores. El caso particular de la respuesta de 6xido
de Grafeno el cual exhibe en el grafico una mayor resistencia a la
transferencia de carga se debe a que se encuentra en su estado
oxidado (donde su conductividad se ve afectada por la adicion de
grupos funcionales y esto a su vez por la pérdida de la continuidad
de sus enlaces 1), con esto se demuestra la buena sinergia formada
por el material GO/PANI, en el cual queda demostrada la reduccion
del GO por la polimerizacion in situ con el monémero anilina. El
gréafico de la tela de carbono nos indica una inductancia esto debido
a que es un material poroso, pero con buena conductividad de 718
35 ohm.cm?.
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Figura 4.21 Gréfico de Nyquist para el material de soporte Tela
de Carbono y cada uno de los materiales sintetizados; GO,
PANI, GO/PANI y GO/PANI/NpAu.

A continuacién, se representa el mismo comportamiento
electroquimico de cada material, pero en diagrama de Bode, el cual
es una forma diferente de representar la respuesta de nuestro
sistema en un régimen permanente ante una entrada sinusoidal. En
el diagrama de Bode es posible observar dos gréficos, donde se
representan el diagrama de fase (en grados) y el diagrama del
logaritmo del modulo de una transferencia sinusoidal ambos

representados en funcion de la frecuencia en escala logaritmica.
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Figura 4.22 Diagrama de Bode para cada material utilizado, tela
de carbono, GO, PANI, GO/PANI'Y GO/PANI/NpAuU.

Al igual que en la representacion anterior con el diagrama de
Nyquist, en el diagrama de Bode se demuestra que los materiales
sintetizados PANI, GO/PANI y GO/PANI/NpAu tienen propiedades
conductoras al poseer tan bajos niveles de impedancia
electroquimica menores de una década para el caso del GO/PANI y
GO/PANI/NpAu. En este grafico también se observa el
comportamiento capacitivo de la tela de carbono, y de 6xido de
grafeno (GO), como se explicd anteriormente esto se debe a que se

encuentra aun en su forma oxidada.

4.4.3 Voltamperometria ciclica de los materiales

La voltamperometria es una técnica muy util para elucidar lo que
pasa electroquimicamente sobre la superficie del electrodo, es decir
tanto los procesos Faradicos como los no Faradicos que se llevan a

cabo sobre el electrodo, es decir en la superficie de nuestro material.
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A continuacion, se muestra el voltamperograma obtenido Figura
4.23 para cada uno de nuestros sistemas, el blanco (o material
soporte) utilizado es la tela de Carbono. En este grafico se observa
como al incorporar en nuestra matrix la PANI al GO la corriente
aumenta alrededor de 63 mA/cm? como pico maximo para corriente
anddica (ia), y aumento aiin mas alrededor de 100 mA/cm? como pico
maximo para la ia del hibrido GO/PANI/NpAu, lo que sugiere buena
sinergia del material, asi como un buen material conductor. En el
gréafico se observan los picos de oxidacion de la polianilina alrededor
de 0.5y 0.96 V, mientras que los picos de reduccién se observan
alrededor de -0.2 y 0.2 V, la separacion entre estos picos es mayor
a 0.2 V lo que indica que se trata de una reaccion cuasireversible.

El estudio se realizé en una solucion electrolitica de acido sulfurico

(H2S04) 1M.
150
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S
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4.23 Voltamperograma ciclico de cada material, PANI, GO/PANI
y GO/PANI/Npau donde se observa la repuesta electroquimica

de cada electrodo y sus picos redox.

4.5 Incorporacion de la Enzima Glucosa Oxidasa a los
electrodos PANI y GO/PANI

La glucosa oxidasa es una enzima con un amplio uso de
aplicaciones, es por ello que se enfatiza mucho su estudio, sin
embargo presenta inconvenientes como su incapacidad de donar
con facilidad los electrones y seguir llevando las reacciones
enzimaticas, es por eso que uno de nuestros principales objetivos es
la sintesis de materiales con excelentes propiedades conductoras,
asi como el uso del polimero conductor Polianilina que también actla
como mediador electroquimico al sistema, la evaluacién Fisica y
electroquimica de los materiales sintetizados es de gran importancia

para evaluar el un disefio del electrodo de trabajo.

Una vez evaluados los materiales sintetizados se hizo la adicion de
la GOx a cada sistema para evaluar las propiedades electroquimicas

de los mismos.

4.5.1 Evaluacion Electroquimica PANI/GOx

Como se ha mencionado anteriormente el estudio por
Voltamperometria ciclica es una excelente técnica de elucidacion de
los procesos electroquimicos (como reacciones Faradaicas y no
Faradaicas) que se llevan a cabo en la superficie del electrodo, es
por eso que para la determinacion de la reaccion enzimatica se lleva

a cabo mediante esta técnica.

Para corroborar actividad de la Glucosa Oxidasa (GOx) en el

electrodo, se midié un blanco en este caso un electrodo de PANI y
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un electrodo con la enzima incorporada PANI-GOx Figura 4.24. En
el grafico se puede observar como el electrodo que contiene la
enzima incrementa su corriente comparada con el gréafico de la PANI
gue muestra una respuesta casi nula a la transferencia de carga. La
medicion se realizé con solucion buffer de fosfatos (APS) pH 7, y
solucion electrolitica de Glucosa 100mM.

Una vez que se demuestra la actividad de la GOx sobre el electrodo
de PANI, se hizo un estudio para evaluar la velocidad de barrido en
la cual se aprecia una mayor respuesta a la reaccién redox de la
GOx, como se observa en la figura 4.25 a velocidades mayores se
obtiene mayores parametros de corriente, por lo cual se escoge
trabajar a la velocidad de barrido de 100 mV/s en una ventana de
potencial de -400 mV a 1000 mV.

41 PANI
—— PANIGOX

Corriente(mA/cm?)

T T T T T T
-800 -400 0 400 800 1200
Potencial (mV)

Figura 4.24 Voltamperograma Ciclico de los electrodos PANI
(como blanco) y PANI-GOx en una solucion buffer APS pH7, con
glucosa 100 mM como electrolito.
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Figura 4.25 Relacion del efecto de la velocidad de barrido sobre

la densidad de corriente para el electrodo PANI-GOX.

Una vez llevados a cabo los estudios para demostrar la actividad de
la GOx y escoger los parametros 6ptimos para la evaluacion del
electrodo de PANI-GOx. Figura 4.26 se hizo un estudio a diferentes
concentraciones del electrolito Glucosa para evaluar su respuesta
electroquimica, en el cual se puede apreciar como al incrementar el
sustrato (en este caso Glucosa) aumenta de manera proporcional su
respuesta en densidad de corriente. Este es un parametro muy
importante ya que es el principio basico para el posterior desarrollo
de sensores electroquimicos basados en GOX.
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Figura 4.26 Efecto de la concentracion de Glucosa sobre el
electrodo PANI-GOx a una velocidad de barrido de 100 mV/s, en
solucién buffer de Fosfatos pH 7.

4.5.2 Evaluacion Electroquimica GO/PANI-GOx

De igual manera la evaluacién electroquimica del electrodo
GO/PANI-GOx se realiz6 mediante la técnica de voltamperometria
ciclica con los mismos parametros de solucién buffer de fosfatos
(APS) pH 7, y solucién electrolitica de Glucosa 100mM, se midi6é un
blanco (electrodo de GO/PANI) y se comparé con el electrodo
GO/PANI-GOx para observar la actividad de la GOx sobre el
electrodo, en la Figura 4.27 Se observan corrientes demasiado
bajas, lo que hace suponer que la GOx no lleva acabo los

mecanismos Redox, es decir esta de manera inactiva.
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Figura 4.27 Voltamperograma de los electrodos GO/PANI y
GO/PANI-GOX, a una velocidad de barrido de 100 Mv/s, con una
concentracion de glucosa de 100 Mm.

Aungue no se observo actividad de la GOx sobre el electrodo
GO/PANI-GOx se llevaron a cabo mediciones a diferentes
concentraciones de glucosa de 10, 20, 40 Y 60 Mm con una
velocidad de barrido de 100 mV/s tal cual se observa en la figura
4.28 los barridos de potencial en una ventana de -400 a 1200 mV se
observan corrientes demasiado bajas, por lo cual no se observa una
actividad de la GOx.
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Figura 4.28 Voltamperometria ciclica del electrodo GO/PANI-
GOx a diferentes concentraciones de glucosa 10,20,40 y 60 mM,
con una velocidad de barrido de 100Mv/s en el cual se observa

gue no hay actividad de la enzima.

Se hicieron varios electrodos GO/PANI-GOx en donde se observaron las
mismas respuestas en corriente, es decir la inactividad de la GOx. Al
material GO/PANI se le hicieron lavados exhaustivos para remover todo el
acido que pudiera tener por el método de obtencion del grafeno, recordando
gue las enzimas son muy delicadas y solo tienen actividad en un rango de
pH de 5 a 7. Al no encontrar actividad de la GOx en el material GO/PANI
se piensa que los grupos funcionales del 6xido de grafeno reducido, afectan
la actividad de la enzima. Porque, aunque es 0xido de grafeno reducido, no
estd completamente reducido, si no que cuenta con grupos funcionales

oxigenados y que probablemente afectan el sitio activo de la enzima, ya
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que como se menciond en el capitulo 2, las enzimas son muy susceptibles

a cambios de pH, temperatura 6 impedimento estérico.

El electrodo a base de GO/PANI-NpAu con la inmovilizacion de la enzima
GOx también fue evaluada mediante la técnica de voltamperometria ciclica,
dando como resultado graficas como la figura 4.27, en donde no se
observa una respuesta en corriente, por lo que es concluyente, que la

enzima estaba inactiva.

Para poder mejorar los resultados, se puede trabajar con grafeno
sintetizado a partir de otro método donde no se tenga tantas impurezas que
puedan afectar la actividad de la enzima, como por ejemplo el método de
CVD. Aunque un electrodo a partir de PANI/GOx es una excelente opcion
para sensores de glucosa, como actuador o electrodo en una celda de

combustible.
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Capitulo

Conclusiones

Se hizo una sintesis exitosa del 6xido de grafeno por el método de
Hummers, de pocas laminas de grafeno esto de acuerdo a las
imagenes de microscopia electronica. La polimerizacion in situ con
oxido de grafeno resultd ser una técnica eficaz para poder reducir al
GO, volviéndolo a su forma conductora con enlaces n en sus anillos
aromaticos, como lo podemos corroborar en los analisis de FTIR,
Raman y también a través de las técnicas electroquimicas de

impedancia.

A través de la polimerizacion in situ con 6xido de grafeno, se logré
sintetizar nanomateriales con enlaces covalentes, en donde el
polimero Polianilina se ancl6 a los grupos oxigenados del éxido de
grafeno, para asi reducirlos y formar los enlaces covalentes, los
resultados de FTIR y XRD comprueban la buena sinergia de los

materiales.

El método de Turkevich resultdé en una sintesis de nanoparticulas de
oro muy estable, de un intervalo de tamafos de entre 10 y 40 nm de
diametro, el cual en espectrometria UV-vis reportdé la banda de

absorcion de resonancia de plasmones a 560 nm.

El material hibrido GO/PANI con la concentracion de 60/40 %

respectivamente, resultd ser menos resistivo, comparado con el
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hibrido GO/PANI 80/20 % respectivamente, por lo cual se escoge
trabajar con la concentracion 60/40 % de GO/PANI.

e Se sintetizé la polianilina en su forma conductora de sal de
emeraldina. Se observdé su comportamiento redox en la
voltamperometria ciclica a bajas velocidades de barrido de 2,5y 10

mV/s, en el cual se observa una reaccion cuasi reversible.

e Se determiné la actividad enzimatica de la GOx mediante la técnica

de espectrometria UV-Vis dando un valor de 133 100 U/g.

e Los disefios de los electrodos fueron exitosos segun los valores de
impedancia electroquimica, porque los materiales hibridos
GO/PANI/NpAu, GO/PANI obtuvieron excelente conductividad
eléctrica con una impedancia de 10 y 1000 ohm.cm?
respectivamente.

e Laincorporacion de la enzima glucosa oxidasa se realizé de manera
exitosa en el electrodo a base de polianilina, el cual incrementé su
potencial al incrementar la concentracion de la glucosa actuando
como un sensor de concentracion de glucosa. La velocidad de
barrido éptima para observar acabo la reaccién en la superficie del
electrodo es de 100 mV/s.

e Los electrodos GO/PANI y GO/PANI-NpAu con la inmovilizacién de
la enzima GOx, no se aprecia corriente en la voltamperometria
ciclica por lo que ésta no lleva a cabo las reacciones redox, lo que
se puede pensar al ocurrir esta situacion es que la enzima esta
inactiva y se puede deber a varios factores entre ellos que los grupos
funcionales oxigenados del 6xido de grafeno afectan la actividad de

la enzima, aungque esto no lo pudimos comprobar en esta tesis.
e Se hicieron Voltamperogramas a dos diferentes velocidades de

barrido 10 y 100 mV/s con 4 diferentes concentraciones de glucosa

para ver si al incrementar el sustrato se podria obtener una
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respuesta en corriente, pero se confirma que la enzima glucosa

oxidasa esta de manera inactiva.

El disefio y sintesis del electrodo a base de grafeno, polianilina y
nanoparticulas de oro (GO/PANI/NpAu) en base a los resultados
obtenidos es un excelente material para la conduccion eléctrica, sin
embargo, no se pudo inmovilizar la enzima GOx en el, por lo cual es
necesario probar otros anclajes para evaluarlo como un electrodo

para aplicaciones bioenergéticas.

Para el caso del disefio y sintesis del electrodo a base de Polianilina
con la inmovilizacién de Glucosa Oxidasa resulto ser un electrodo
para su uso en sensores de glucosa, y con potenciales aplicaciones

para bioceldas de combustible.
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