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RESUMEN

Actualmente, los Oxidos metalicos compuestos por nanogranos (nanoaglomerados o
nanocumulos) son muy importantes, no s6lo como conocimiento fundamental, sino también
desde un punto de vista industrial debido a las numerosas aplicaciones en varios dispositivos
electrénicos. Por ejemplo, en el campo de los sensores de gas la relacion superficie-volumen
de las capas basadas en nanogranos de 6xidos metélicos, ofrece la posibilidad de mejorar las
propiedades de deteccidon de estos dispositivos. Por esta razén, gran parte del total de la
investigacion y desarrollo en el campo de los sensores de gas basados en 6xidos metalicos esta
dirigida a obtener capas activas compuestas por nanogranos.

Por otro lado, la vitamina Bi, desempefia un papel clave como coenzima en la sintesis de
DNA y en la maduracién celular, asi como en la sintesis de lipidos neuronales. El organismo
humano es incapaz de sintetizarla por lo que debe ser aportada por los alimentos (carnes, leche
y derivados, huevos, pescados). Los métodos tradicionales para cuantificar los niveles de
Vitamina B, en el humano son costosos y requieren de mucho tiempo para llevarlos a cabo, lo
que los hace poco précticos en la obtencién de un diagndstico rapido que permita establecer el
tratamiento adecuado cuando hay deficiencia. El presente estudio exploro el potencial del uso
de Tetrasphaedra duodecadis, bacteria que teéricamente cataboliza de forma especifica a la
vitamina B3, como componente de un sensor para la cuantificacién de esta molécula, cuya
degradacidn aerébica fue medida a través de un electrodo de oxigeno de Clark modificado. Al
soporte de la bacteria le adicioné particulas de WO3 y comprobé la no toxicidad de este
material hacia la bacteria. En general, la adicion del 6xido dié como resultado mayor

sensibilidad, rapidez de respuesta y amortiguamiento de la sefial.

Palabras clave: trioxido de tungsteno, nanogranos, Tetrasphaedra duodecadis, sensor de gas.






INTRODUCCION

En la actualidad, el prefijo 'nano’ es de uso comdn, se utiliza en la descripcion de aparatos
electrénicos de uso personal, asi como en reproductores de masica, televisores y monitores,
computadores, pasando por software, herramientas eléctricas y dispositivos de seguridad.
Cuando se discute de ciencia o tecnologia en cualquier foro especializado es practicamente
imposible que se prescinda de esta palabra.

El término 'nano’ es un prefijo matematico, con valor a 10 (0 0.000000001 veces). Cuando
se habla de nanotecnologia, nanociencia y nanomateriales, se hace referencia a que una de las
tres dimensiones del material u objeto de estudio en cuestion se encuentra en la escala de los
nanometros [1].

La investigacion en materiales nanoestructurados estd motivada por la creencia de que la
capacidad de controlar los blogues de construccién o nanoestructura de los materiales puede
resultar en mejores propiedades en la macroescala dando mayor o menor dureza, ductilidad,
campo magnético, la mejora catalitica, la absorcion selectiva, o una mayor eficiencia
electronica o comportamiento optico.

Este interés por la escala nanométrica tiene un fundamento muy fuerte y especial: los
materiales micrométricos poseen propiedades que no difieren de las que tiene su contrapartida
volumétrica (“bulk” en la literatura anglosajona). En cambio, los materiales nanoestructurados
presentan generalmente cualidades muy distintas a las del sistema macro, tanto en términos de
magnitudes como de tipos de propiedades, como por ejemplo: los puntos de fusion y
constantes de red de los sistemas nanoparticulas son menores que en la gran escala ya que el
namero de atomos o iones existentes en la superficie pasa a ser una cantidad considerable del
total de 4&tomos o iones, lo que conlleva a que la energia en la superficie juegue un papel
importante en la estabilidad del sistema [2,3]

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas y estructuras, pero es
importante hacer una diferenciacion entre aquellos métodos que son 'quimicos’ (en los que la
produccion de nanoestructuras se debe principalmente a reacciones quimicas en condiciones
especiales de presion, acidez, temperatura, etc.) y aquellos que son ‘fisicos' (es decir, la

produccién de nanoparticulas se debe mayormente a fenémenos fisicos). Entre los métodos de



produccion quimicos los méas utilizados son: el método sol-gel [4,5], el deposito quimico en
fase de vapor (CVD) [6], el método hidrotérmico [7], entre otros. De los procesos de
produccién fisica podemos destacar: la condensacion controlada por evaporacion laser
(LVCC) [8], y la ablacion por haz de electrones [9].

Los diversos semiconductores de 0xido metalico como SnO,, WO3.,, ZnO, M0oOg3, y TiO,,
se han utilizado ampliamente para la deteccion de gases toxicos como el NOy, Oz, NH3, CO,
H.S y SO [10,11,12,13]. Estos materiales han demostrado resistencia a los ataques quimicos
presentando una estabilidad tanto térmica como fisica. Ademas que, poseen una estructura
Unica en los granos, en los limites de grano y en las propiedades de los poros, que los hacen

adecuados para el empleo de sensores [14].

En los Gltimos afios, diversos materiales nanoestructurados como nanohilos, nanotubos y
nanocintas, han sido evaluados como candidatos ideales para aplicaciones de sensores de gas
por sus grandes valores de superficie especifica. A través de una extensa investigacion de
varios semiconductores de oxido metalico, el dxido de tungsteno (WO3.), con una banda
prohibida de 2.6-2.8 eV [15] y comportamiento semiconductor tipo n, ha demostrado ser un
material prometedor para la deteccion de gases toxicos [16,17].

El mecanismo de deteccion estd basado en los cambios en la conductividad eléctrica de los
Oxidos metéalicos en presencia de gases toxicos y oxigeno debido a las reacciones cataliticas de
Oxido/reduccion que ocurren en la superficie de los 6xidos metalicos. Por lo tanto, el aumento
de la superficie activa de los semiconductores de 6xido conduce a la mejora de la deteccion de
los gases [18,19]. La sensibilidad hacia el gas esta determinada por los procesos que ocurren
en la superficie, es decir, por adsorcion de las moléculas de gas y las reacciones en la
superficie con los iones quimisorbidos de oxigeno. Por consiguiente, los cambios de

resistencia eléctrica son reversibles en un sensor bajo la accion del gas detectado [20].

Especificamente, el trioxido de tungsteno (WOs3), las propiedades fisicas y quimicas que
presenta sugiere el uso potencial de este material en una multitud de aplicaciones como la
fotocatalisis, sensor de gas, baterias, fotoluminiscencia, electrocromico y la foto-oxidacion del

agua [21]. Existen estudios acerca del tungsteno que proponen la no toxicidad en el ser



humano, ya que la excrecion de tungsteno es muy rapida, debido a la poca solubilidad que
presenta, con una vida media bioldgica de unas pocas horas para los tejidos blandos Fuente

especificada no vélida..

Hoy en dia, los avances en biosensores basados en semiconductores de 0xidos metalicos
nanoestructurados son de importancia practica y tedrica en ciencias bioldgicas, ciencias
ambientales y de analisis quimico [22]. Como tal son los casos del 6xido de magnesio, éxido
de zirconio, oxido de titanio, 6xido de tungsteno, 6xido de hierro, 6xido de niquel, éxido de
iridio y 6xido de cobre [23]. Recientemente, la combinacion de moléculas bioldgicas con
nanomateriales, como particulas y nanoparticulas de 6xidos metélicos, estdn generado mucho
interés, debido en gran parte por la gama de propiedades que presentan estos nanomateriales;

impulsando asi el interés por llevar a cabo este estudio.

Por otro lado, la cianocobalamina o vitamina B;, es una molécula que, aunque forma parte
del complejo de vitaminas B, presenta en su estructura un enlace carbdn-cobalto;
(organometalico); que la hace unica entre el resto de las biomdleculas. Su desempefio es muy
importante en el metabolismo, contribuyendo con el crecimiento, el desarrollo normal del
sistema nervioso, la sintesis de glébulos rojos y el correcto funcionamiento del tracto
gastrointestinal.

La naturaleza hidrosoluble de esta vitamina no permite que se almacene y su exceso €s
rapidamente excretado, por lo que debe ingerirse diariamente. Se le encuentra en cantidades
importantes en alimentos de origen animal como la leche, huevos, higado, pescado y moluscos
bivalvos, razén por la que la ocurrencia de cuadros de desequilibrio nutricional es mas comun
en los vegetarianos estrictos.

Si bien el requerimiento diario de vitamina Bi, es muy bajo con respecto al de otras
vitaminas (1-2 pg en adultos), su deficiencia, ya sea producto de una baja ingesta o una
deficiente absorcion, resulta en dos tipos de sintomas clinicos: anemia y disfuncion
neuroldgica. En un principio, puede conducir a la aparicion de megaloblastos, que es el
crecimiento anormal de células que dan lugar a la anemia y de sintomas tales como un
cansancio excesivo, dificultad para respirar, apatia y depresion inmunologica. Una deficiencia

prolongada conduce a la degeneracion del nervio y dafio neurologico irreversible, aunque



tratable [24]. De aqui la relevancia de la determinacion confiable de los niveles de vitamina
B1a.

De entre los distintos métodos con los que actualmente se cuenta para el diagndstico de
deficiencia en la vitamina B, ninguno de ellos ha sido reconocido como universal, altamente
especifico o suficientemente sensible. Es por ello que los métodos electroquimicos basados en

biosensores representan una alternativa potencial a las técnicas convencionales.

Un biosensor [25] es un dispositivo integrado auténomo, capaz de proporcionar
informacion analitica especifica cuantitativa o semi-cuantitativa, que utiliza un elemento
bioldgico de reconocimiento (enzima, célula o tejido) que se mantiene en contacto directo con
un elemento de transduccion (electrodo). Para el caso particular de biosensores para la
cuantificacion de vitamina Bi,, que usan a Escherichia coli como elemento de reconocimiento,
se han reportado varias interferencias asociadas a la baja especificidad de esta especie hacia la
vitamina [26].

Para el presente estudio, se plantea el uso de Tetrasphaedra (= Arthrobacter) duodecadis,
que requiere indispensablemente de vitamina Bi, para crecer [27,28]. La carencia de
informacion unificada sobre su tasa de crecimiento y sus requerimientos nutricionales, hace
necesaria la obtencién de datos confiables para poder evaluar la viabilidad y el potencial de
esta especie como elemento de reconocimiento bioldgico en un biosensor que use como

transductor un electrodo de oxigeno de Clark modificado.



Capitulo I. Marco Tedrico

1.1 Hipdtesis

Las bacterias Tetrasphaedra duodecadis creceran en el medio de cultivo con nanoparticulas
de WO3 sin complicaciones para el desarrollo de las mismas, comprobandose la no toxicidad del
Oxido hacia las bacterias. Ademéas le proporcionara estabilidad estructural y electrénica al
nano(bio)sensor, lo que se comprobara al tener en un tiempo menor las mediciones, debido a que

este compuesto mejorara la transferencia de electrones.

1.2 Objetivo general.

Estudiar la compatibilidad de la bacteria Tetrasphaedra duodecadis y nanoparticulas de
Oxido de tungsteno WOs3, para su posterior aplicacion en la construccion de un prototipo de un

nano(bio)sensor sensible a la vitamina Bi..

1.3 Objetivos especificos.

v Corroborar el crecimiento bacteriano de la Tetrasphaedra duodecadis en medio de
cultivo que contenga vitamina Bys.

Obtener la curva de crecimiento de la bacteria Tetrasphaedra duodecadis.

Estudiar bioensayos toxicologicos de Tetrasphaedra duodecadis con exposicién a WOs.

Definir el modelo de desarrollo bacteriano en las particulas de WOs.

AN NN

Establecer una metodologia que permita la fijacion bacteriana con WOj3 en el electrodo
del sensor.

v Obtencion de un prototipo del nano(bio)sensor.

1.4 Metas.

1.4.1 Lograr un crecimiento de las bacterias en un medio con WOs.
1.4.2 Aplicar las técnicas SEM para caracterizar la infiltracion de la bacteria en el WOs.
1.4.3 Obtener el grado de Maestro en ciencias.



1.5 Antecedentes

1.5.1 Estado del arte de nanociencia y nanotecnologia

El desarrollo de la nanociencia aparece a mediados de siglo XX, aunque paraddjicamente
las aplicaciones nanotecnoldgicas se remontan a tiempos anteriores al concepto de
nanociencia, entre los cuales se encuentra la presencia de fulerenos en la tinta india o china
conocida por su gran durabilidad (siglo Il a.C.) [29], nanotubos de carbono y cementita
(FesC) presentes en el acero de Damasco conocido por su legendarios filo y dureza (siglo XI
d.C.) [30], o como el caso del vaso de Licurgo, del antiguo imperio romano, cuya coloracion
caracteristica se debe a la presencia de nanoparticulas de oro y plata y de la orientacién de la

luz hacia el vaso [31].

Si bien el primer informe 'oficial’ de los nanotubos de carbono fue realizado por lijima en el
afio 1991, los primeros informes sobre nanoestructuras corresponden a 1952, cuando L. V.
Radushkevich y V. M. Lukyanovich publicaron imagenes de 50 tubos de carbono de didmetro
nanométrico en el diario oficial de quimica fisica en la Union Soviética, poco después de la
invencion del microscopio electrénico de transmision de alta resolucion (HRTEM). Este
descubrimiento pasé en gran medida inadvertido [32]. Otro ejemplo de que los nanotubos de
carbono se han producido y observado bajo una variedad de condiciones desde antes del
trabajo de lijima es el trabajo de Oberlin, Endo, y Koyama publicado en 1976 usando
microscopia electronica de transmisién (TEM), el cual mostré claramente fibras huecas de
carbono a escala nanométrica, utilizando depdsito quimico de vapor (CVD por su sigla en
inglés). También informaron sobre un compuesto de nanotubos de una sola pared de grafito,

conocido méas adelante como nanotubo de pared simple (SWNT) [33].

En 1981 un grupo de cientificos soviéticos publico los resultados de la estructura quimica y
caracterizacion de las nanoparticulas de carbono, producidas por una reaccion termocatalitica
de monoxido de carbono. Usando imagenes TEM y patrones de difraccion de rayos X, los
autores sugirieron que sus "cristales tubulares de carbono multicapa”, fueron formados
mediante el enrollamiento de grafeno (monocapas de grafito) en forma de cilindros y que en

este tipo de formacidn son posibles muchos arreglos diferentes de grafito (en forma de redes



hexagonales), planteando dos posibilidades de estas distribuciones: en forma circular
(nanotubo sillén) y en forma espiral helicoidal (nanotubo quiral) [34] .

A partir de estos trabajos se organizaron las bases para la nanociencia y la nanotecnologia
del carbono. Un hito importante, fue el trabajo de M. P. Campbell et. al. [35], en el cual
mediante modelamiento matematico de nanotubos de pared simple concluia que estos tenian
una resistencia a la traccion de aproximadamente 300 GPa, casi 80 veces mayor que la del

acero, convirtiendo a los nanotubos de carbono en un material estructural inigualable.

1.5.2 Métodos de sintesis de nanoestructuras y aplicaciones

Existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas y estructuras, pero es
importante hacer una diferenciacion entre aquellos métodos que son quimicos; en los que la
produccidn de nanoestructuras se debe principalmente a reacciones quimicas en condiciones
especiales de presion, acidez, temperatura, etc., y aquellos que son fisicos, es decir, la

produccion de nanoparticulas se debe mayormente a fendmenos fisicos.

Entre los métodos de produccion quimicos los mas frecuentemente utilizados son:
» Meétodo sol-gel [4,5]
> Deposito quimico en fase de vapor (CVD) [6]
» Método hidrotérmico [7]
» Condensacion por flujo de aerosol (AFC) [36]
» Maétodo electroquimico [37]

Ahora, entre los llamados métodos 'fisicos' se puede incluir:
» Condensacion controlada por evaporacion laser (LVCC) [8]
Ablacién por haz de electrones [9]
Pulverizacion ionica (Sputtering) [38]
Descarga de arco [39]

Método de condensacion en gas inerte [40,41,42]



Otra forma de clasificar los distintos métodos de fabricacion de nanomateriales y
nanoestructuras es de acuerdo al medio de crecimiento y es la siguiente [1]:

» Crecimiento en fase de vapor: por ejemplo, la pirdlisis inducida por laser para la
sintesis de nanoparticulas y deposito de capas atdmicas (ALD) para peliculas delgadas,
y la condensacion en gas reactivo (RGC).

» Crecimiento en fase liquida: por ejemplo, el procesamiento coloidal para la formacion
de nanoparticulas y, monocapa auto ensamblada.

» Formacion en fase solida: por ejemplo, la segregacion de fase para generar particulas
metélicas en matriz vitrea y la polimerizacion inducida por fotones para la fabricacion
de cristales tridimensionales.

» Crecimiento hibrido: por ejemplo, el crecimiento vapor-liquido-solido (VLS) para la

sintesis de nanoalambres.

1.5.3 Propiedades del Tungsteno y el Oxido de Tungsteno

1.5.3.1 Propiedades del Tungsteno

Hasta antes de 1880, el tungsteno o wolframio, W, era muy poco conocido, pero se hizo
muy comun en la vida cotidiana a raiz del invento de la bombilla eléctrica por Tomas Alva
Edison (véase la figura 1)[1].

El tungsteno es un metal de color blanco grisaceo acerado y lustroso; es muy duro y denso,
por lo que se usa en soldaduras, en aleaciones con diferentes metales, en bujias de encendido y
en las puntas de algunos boligrafos. No obstante, su principal aplicacion es como emisor de
luz en los focos, pues por sus propiedades fisicoquimicas, enumeradas en la tabla 1, es el
material idéneo para ser utilizado como resistencia en las bombillas eléctricas, pues tiene el
punto de fusion mas alto de todos los metales puros, la presién de vapor mas baja a
temperaturas altas y es inerte a los gases de llenado de la bombilla a las temperaturas de

operacion del foco [43].

! La invencién de la bombilla eléctrica fue disputada por Heinrich Gébel, quien reclamé haber inventado
la primera bombilla eléctrica en 1854, usando un filamento de bambu carbonizado (Incandescent, 2008).



UNITED STATES PATENT OFFICE.

THOMAS A. EDIEON, OF MENYLO PARK, NEW JERSEY

ELECTRIC LAMP.

No. 223,898. P Patented Jan. 27, 1880.

Figura 1. Patente estadounidense de la bombilla eléctrica concedida a Tomas Alva Edison en
1880 (modificado de: Edison, 2008) [43].

El tungsteno es un metal poco reactivo, aun a altas temperaturas, reaccionando solamente

con agua regia y soluciones alcalinas y causticas, poseyendo una excelente resistencia a la
corrosion. Se caracteriza por tener el mas alto punto de fusion (3 422 °C), la mayor resistencia
a la traccion a altas temperaturas y la mas baja presion de vapor (133.32 Pa. a 3 990 °C) entre
todos los metales existentes y tiene un bajo coeficiente de expansion térmica, 4.5x10° K™,
En la naturaleza se encuentra formando Oxidos y sales; se encuentra por ejemplo en la
wolframita (FeWO4/MnWO,), en la scheelita (CaWQ,), en la ferberita (FeWOQ,) y la hubnerita
(MnWOQ,). Su abundancia en la superficie de la Tierra se estima en 1.25 mg/kg y la
concentracion promedio en el mar es cercana a 0.1 ng/m°, escasamente en el sol y en los
meteoritos [44].
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas selectas del tungsteno [45]

Tungsteno wW
Ndmero atdbmico 74
Configuracion electronica [Xe] 4f145d46s2
NUmeros de oxidacion 6,54,3,21,0 -1
Masa atomica 183.85 g/mol
Estado fisico Sélido a 25°C
Estructura cristalina Cubica centrada en el cuerpo
Calor especifico 130 J/(K-kg)
Conductividad térmica 174 W/(K-m)
Maodulo elastico 411 GPa
Velocidad del sonido 5174 m/s a 293,15 K (20 °C)

Su importancia biolégica ha quedado establecida en la Ultima década, ya que se han
descubierto enzimas que contienen tungsteno [46,47,48], y su transcendencia quimica se debe
a la facilidad que tienen sus compuestos de coordinacion para intercambiar ligantes, razén por
la cual se explotan como catalizadores en la sintesis de olefinas por metéatesis [49].

El tungsteno es ampliamente usado como material de aleacion, para darle resistencia y
dureza al acero. Los carburos de tungsteno son excepcionalmente duros y por tanto muy
utilizados para herramientas de corte y perforacion industrial. Las aleaciones con cobre y plata
se usan como contactos e interruptores eléctricos, y combinado con molibdeno para
componentes aeroespaciales [44].

El tungsteno puro posee otros importantes usos, como los filamentos de las ampolletas y la
fabricacion de electrodos para soldadura de arco. Se utiliza como elemento de calefaccion en
hornos de alta temperatura, en tubos electronicos y de rayos catddicos, en los sellos de uniones
vidrio-metal y en dispositivos de energia solar, atn en desarrollo. Asi, dado su gran alcance, es
necesario mencionar que el mayor productor de tungsteno, con mas de 75% de la produccion a

nivel mundial es China [50].
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1.5.3.2 Oxido de Tungsteno.

El sistema tungsteno-oxigeno es uno de los mas complejos, un esquema de este sistema se
muestra en la figura 2. Ademas de la estequiometria estable de los 6xidos binarios, como el de
WO;3 (a-6xido de tungsteno), WoOsg (B-0xido de tungsteno), W1gO49 (y-OXido de tungsteno,
WO, 7,) y el didxido de tungsteno (WO,), existen una gran variedad de 6xidos de tungsteno no
estequiométricos. También existen una gran cantidad de compuestos de 6xidos de tungsteno

ternarios, tales como lo son el tungstato y los acidos tungsticos.

Oxidos
Wo,
WO,
WO, 7,
W02
B-W(W;0)8

Estequiométricos

Compuestos
Binarios

Estructuras
cristolagraficas

compartidas
\[e]

estequiométricos
Estructuras

Sistema pentagonales de

columna
Tungsteno-

Oxigeno Monotungstatos y
acidos

Tungstatos y Isopolitungstatos y
Estequiométricos acidos acidos

Politungstatos
completamente y &cidos

oxidados Perotungstatos y Heteropolitungstatos
Compuestos acidos y acidos

Ternarios
\[e]
estequiométricos Bronces de W
reducidos

Figura 2. Sistema Tungsteno-oxigeno [46].

En la mayoria de los 6xidos predomina el estado de oxidacién +6, con 6 atomos de oxigeno
enlazados a cada atomo de tungsteno en una configuracion octaédrica. En el estado
completamente oxidado (WOs3), el triéxido de tungsteno exhibe una estructura cubica con
octaedros WOg arreglados en una configuracién donde se comparten esquinas (véase la figura
3). En oxidos reducidos (WOy, 2<x<3), se presentan combinaciones intercaladas de esquina,
borde y compartimientos de las caras y donde arreglos de octaedros de WQOg cominmente
estan presentes. Una mayor complicacion de la estructura cristalogréafica de estos compuestos



12

son los tetraedros de WO, y bipiramides pentagonales de WO; que son frecuentemente
encontrados en Oxidos completamente oxidados y en o&xidos parcialmente reducidos

respectivamente.

Figura 3. Estructura cristalina de WO3 en la fase cubica. (b) Dos unidades de octaedros de
WOg comparten esquinas. (¢) Dos unidades de octaedros de WOg comparten bordes [51].

1.5.3.2.1 Tridxido de Tungsteno.

El triéxido de tungsteno (WO3) es un polvo de coloracion amarilla; se vuelve de color
naranja oscuro al ser calentado; revierte su estado de coloracion a amarillo al ser enfriado; su
densidad es 7.2 g/cm®; su punto de fusién es 1,472°C; es insoluble en agua y levemente
soluble en &cidos; es soluble en soluciones alcalinas causticas. Puede reaccionar ligeramente
con N, para formar trazas de nitruro de tungsteno a temperaturas sobre los 1,500 °C [52].

Se conocen cuatro fases cristalinas estables para este material, dependientes de la

temperatura a la que se encuentra el 6xido, mas la fase cibica que es metaestable.

Tabla 2. Informacion de los estados cristalinos del WO3[53].

Fase Cristalografica | Temperatura °C a b c a® 1 BO | vY®

Triclinico -40a17 7.309 | 7.522 | 7.678 88.81 90.92  90.93

Monoclinico 17 a 330 7.301 | 7.539 | 7.690  89.57 | 90.89 | 89.57
Cubico” 200 a 310 3.714 | 3.714 3714 90 90 90
Ortorrémbico 310 a 740 21.431 | 17.766 | 3.783 | 90 90 90
Tetragonal 740 0 mas 7.390 | 7.390 3.810 | 90 90 90
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(*El caso de la estructura cubica es especial, dado que es metaestable y sélo logra
sintetizarse en redes con alto estrés energeético).

La resistividad eléctrica del trioxido de tungsteno (a-0xido de tungsteno) estéd entre 0.14 y
0.18 Qcm, lo cual muestra que el 6xido de tungsteno completamente oxidado tiene una baja
conductividad (tipicamente la resistividad de un material conductor esta alrededor de 1x10™
Qcm). Sin embargo, en la estructura del triéxido de tungsteno estan presentes vacancias de
oxigeno, las cuales incrementan la formacion de estados donadores de electrones, lo cual hace
al 6xido de tungsteno un material semiconductor [54].

El triéxido de tungsteno tiene un Gap de ~ 2.6 eV [55], siendo un semiconductor de tipo n.
Esta caracteristica lo hace muy Gtil para un amplio espectro de aplicaciones tecnoldgicas. Por
ejemplo, el triéxido de tungsteno es un importante material electrocromico [56] y también se
utiliza en la construccién de dispositivos fotoelectroquimicos [57], como catalizador [58] y en
sensores de gases [10,59].

Como un material de deteccion, el WO3; ha demostrado tener ciertas ventajas debido a su
muy buena movilidad, 10 cm?®/V-s [60]. Ademés, WO; ha mostrado buena estabilidad térmica
y baja interferencia a la humedad [61]. Es importante mencionar que en la actualidad triéxido
de tungsteno ocupa hasta el 7% de las aplicaciones de deteccidn de gases en comparacién con
otros 6xidos metalicos, un analisis comparativo se presenta en la figura 4. Aunque en los
ultimos 15 afios, la atencion al WO3; como sensor de gas ha aumentado y existen muchos
estudios publicados sobre su aplicacion, sus propiedades de deteccién no son completamente
conocidas y se considera que su potencial no se aprovecha plenamente.
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E Otros oxidos

B Oxidos de Galio

3% il Oxidos de Indio
@ Oxidos de Hierro
3% i Oxido de Niobio
3% el Mezcla de dxidos (multicom ponentes)

i Oxido de Zinc

i Oxido de Tungteno

./

Figura 4. Comparacion relativa de los diferentes 6xidos utilizados en la deteccion de gases
[10].

w Oxido de Titanio

i Oxido de Estafio

1.5.3.2.2 Nanoestructuras de WO;

En la literatura se describen multiples usos para las nanoparticulas de WOs3. El s6lo hecho
de cambiar el sistema de WO3 de la escala micro a la escala nano potencia fuertemente las
aplicaciones anteriormente mencionadas asi como otras asociadas a otras particularidades de
las estructuras obtenidas, tales como: redes tridimensionales de nanoalambres de WO;
utilizadas para generar sensores de gas ultrasensibles [62] y peliculas de nanoparticulas para
celdas solares [63], ambas aplicaciones a escala de laboratorio; sensores en base a
nanoalambres de WOs;, utilizados para detectar gases, proteinas, virus y marcadores de cancer

individuales, esta Ultima en proceso de patente comercial, entre otros.

Las nanoparticulas de WO3; amorfo ya son utilizadas como puntas emisoras de campo en
detectores y medidores electrénicos de ultima generacién para medidores industriales de
radiacion y campo magnético ultra finos [64]. Pronto se espera el uso de nanotubos de dxido
de WO3 para crear pantallas electrocromicas flexibles de manera industrial, a partir de los

resultados de laboratorio [65].

Debido a la electronegatividad del WOs, es buen detector de compuestos acidos, pero su
reactividad respecto a compuestos de naturaleza neutra o basica se incrementa a medida que el
Oxido de tungsteno es reducido quimicamente a WO3.« [66,67]. También es importante para la
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reactividad la cantidad de posibles sitios de adsorcion, lo que implica que el area superficial
sea grande o que la relacion entre el largo y el didmetro de la nanoestructura (razon de
aspecto) sea lo mas grande posible [62] y en consecuencia, nanoparticulas finas enmarafadas,
particulas nanoporosas, nanotubos, nanodiscos y nanohilos, por mencionar algunos, son los

mejores candidatos para aplicaciones de esta naturaleza.

1.5.4 Vitamina By

1.5.4.1 Estructura quimica de la vitamina B,

El término cobalamina se refiere a una familia de compuestos con una estructura
determinada. La vitamina B, es una cobalamina (PM 1355) formando un grupo macrociclico
casi planar (nacleo corrina) en torno a un atomo central de cobalto. EI Co posee 6 valencias
de coordinacion, 4 de las cuales establecen enlace covalente con los correspondientes
nitrégenos de los anillos. La quinta valencia de coordinacién se halla siempre unida a un
seudonucleotido complejo, el 5,6 dimetilbencimidazol, casi perpendicular al nlcleo y la sexta
valencia al unirse a diferentes radicales origina los diversos derivados de la cobalamina (véase
la figura 5, tabla 3).

Tabla 3. Derivados de la cobalamina

Radical Nombre del derivado

CN- (ciano) Cianocobalamina

OH- (hidroxilo) Hidroxicobalamina

CHs; (metilo) Metilcobalamina
5'desoxiadenosil Desoxiadenosilcobalamina

La hidroxicobalamina y la cianocobalamina (vitamina B;,) son formas no fisioldgicas de la
cobalamina; en el organismo se transforman de forma espontanea en metil y 5'desoxiadenosil
gue son las formas fisiolégicamente activas o coenzimas de la vitamina Bj,. La
cianocobalamina por exposicion a la luz y a los agentes reductores pasa rapidamente a la

forma de hidroxicobalamina.
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OH-
R cH—
CH,

\ 5'desoxiadenasil
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| 0] CH~—
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Figura 5. Estructura quimica de la cobalamina [®.

La vitamina B, desempefia un papel clave como coenzima en la sintesis de DNA y en la
maduracion celular, asi como en la sintesis de lipidos neuronales. El organismo humano es
incapaz de sintetizarla por lo que debe ser aportada por los alimentos (carnes, leche y

derivados, huevos, pescados) [68].

Tabla 4. Requerimientos diarios de Vitamina By, por grupo de edades [68]

0-2.9 meses 0.3

L actantes 3-5.9 meses 0.4
6-11.9 meses 0.5

1-1.9 afos 0.7

2-5.9 afios 1.0

Nifios 6-9.9 afios 1.5
10 afios 0 mas 2.0

Hombre-mujer 2.0

Adultos Mujer embarazada 25
Mujer lactando 25
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Los requerimientos minimos diarios de vitamina B, oscilan alrededor de los 2 ug (véase
tabla 4), cantidad completamente cubierta por una alimentacion mixta normal que contenga
entre 5 y 30 pug de cobalamina, de los que se absorben de 1 a 5 ug. El requerimiento minimo es
la cantidad de vitamina que cubre las necesidades provocadas por las pérdidas diarias de ésta,
que se producen fundamentalmente por la orina, las heces y las descamaciones cutaneas y que
son de 0,1 %/dia (1,3 pg) [69].

1.5.4.2 Causas de la deficiencia de cobalamina

Existen maltiples causas de deficiencia de vitamina B12, ya que el fallo de cualquiera de
los pasos del complejo proceso de asimilacion que sufren las cobalaminas desde los alimentos
hasta su utilizacion al nivel celular, ocasiona la interrupcion de éste y por lo tanto, la

posibilidad potencial de desarrollar una deficiencia de cobalaminas.

Tabla 5. Las causas de deficiencia de vitamina B, [68].

1. Insuficiencia dietética. Vegetarianos estrictos o veganos.
Lactantes de madres vegetarianas.

Ausencia de factor intrinseco (FI)°

2. Desordenes gastricos. Anemia perniciosa (adulto y juvenil).
Anemia perniciosa congénita.
Desordenes infiltrativos del estdmago.

3. Desordenes mixtos. Enfermedad posgastrectomia.
Derivacién gastrica.
Malabsorcion de la cobalamina de los alimentos.

4. Desordenes intestinales. Defectos luminales.

Sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado.
Infestacion por parasitos.

Sindrome de Zollinger-Ellison.

Insuficiencia pancreatica.

5. Defectos ileales. Enfermedad ileal.

Reseccion ileal.

Malabsorcion inducida por drogas.
Malabsorcion congénita de cobalaminas.

2 El FI es una proteina, segregada por las células de la mucosa del estdmago que se une a la vitamina B12
y la lleva hasta el intestino donde es absorbida. La ausencia de Fl es la causa mas comin de anemia perniciosa y
suele ser el resultado tipico de la atrofia de la mucosa del estdmago relacionada con la edad.
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6. Desordenes del transporte plasmatico. | Deficit congénito de transcobalamina II.
Déficit de proteina R.

7. Desordenes del metabolismo celular. Exposicion al 6xido nitroso.
Errores congénitos del metabolismo.

La captacion celular de la vitamina y sus formas modificadas depende de la union a las
proteinas portadoras, el factor intrinseco (FI) producido en el estdmago, y transcobalamina,

presente en la circulacion y diversos fluidos tisulares.

1.5.5 Biosensor
Fue en el afio 1962, cuando L.C. Clark disefié el primer biosensor [70] basado en la
inclusion de la enzima glucosa-oxidasa en un electrodo de oxigeno, pudiendo determinar la

concentracion de glucosa en sangre a partir de la disminucion de la concentracion de oxigeno.

Un biosensor se define como un dispositivo analitico compuesto por un elemento de
reconocimiento bioldgico (enzimas, ADN, anticuerpos, células o un microrganismo) en
contacto con un transductor (electroquimico, Optico, magnético, mecéanico) capaz de
interpretar la reaccion de reconocimiento biolégico que hay entre el receptor bioldgico y su
molécula complementaria, y convertirla en una sefial que pueda ser cuantificada.

En un biosensor (véase figura 6), la muestra a analizar se pone en contacto con el
dispositivo, siendo posible detectar el analito, que es la sustancia a determinar y que en
nuestro caso de estudio es el O, para el cual esta disefiado el receptor biolégico. Cuando tiene
lugar la reaccion de reconocimiento bioldgico se producen una serie de cambios fisico-
quimicos detectados por el transductor, produciendo este ultimo una sefial cuantificable

proporcional a la concentracion del analito detectado.
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g0 : Analito \

Figura 6. Esquema basico de funcionamiento de un biosensor [71].

Muestra Receptor biolégico

Los dos constituyentes del biosensor, receptor bioldgico y transductor, estan integrados
conjuntamente, confiriendo a los dispositivos biosensores sus especiales caracteristicas de

selectividad y sensibilidad.

Teniendo en cuenta la naturaleza, caracteristicas y propiedades del receptor biol6gico, los
biosensores pueden dividirse segun el tipo de interaccion que se produce entre el analito y el
receptor (directa o indirecta), el tipo de receptor empleado (anticuerpo, enzima, ADN,
aptameros) o la naturaleza del proceso bioquimico empleado. Dentro de la categoria del tipo
de receptor suele ser habitual clasificar a los biosensores como se muestra en la figura 7:

RECEPTOR BIOLOGICO

Tipo Clase
Pr. bi il Cataliticos
boois st ot Afinidad
Directa

Tipo de interaccién .
Indirecta

Anticuerpos, ADN, enzimas, aptameros,
Tipo de receptor microrganismos, células, secciones de tejidos,

polimeros de huella molecular, etc.
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TRANSDUCTOR
Tipo Clase
Amperomeétricos
Potenciométricos
Electroquimicos F
Conductimétricos
Impedimétricos
g Piezoeléctrico
Mecano-acusticos :
Nanomecdnico
Efecto Hall
Magnéticos Magneto-resistivos
Magneto-impedancia
. Bio-optrodos
Opticos

Campo evanescente

Figura 7. Tipos de biosensores segun el tipo de receptor o transductor empleado [71].

La inmovilizacion es un proceso en el que se confina o localiza la biomolécula en una
region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad
bioldgica y que, en ocasiones, pueden ser reutilizadas repetidamente; posteriormente, esta
definicion se ha ampliado a aquel proceso por el cual se restringen, completa o parcialmente,

los grados de libertad del biorreceptor, por su union al soporte [72].

El buen funcionamiento de un biosensor depende en gran medida, de la inmovilizacion del
sistema de reconocimiento bioldgico sobre el transductor. El objetivo fundamental de la
inmovilizacion es permitir un intimo contacto entre la enzima y el transductor manteniendo
inalterable en lo posible la estabilidad de dicho sistema de reconocimiento bioldgico. Los
métodos de inmovilizacion comprenden métodos fisicos, fundamentalmente por adsorciéon o
por atrapamiento, y métodos quimicos, ya sea mediante unién covalente o por

entrecruzamiento como se muestra en el esquema de la figura 8.
Las principales ventajas del empleo de biomoléculas fijadas sobre soportes solidos, son:
4 Aumento de la estabilidad del biorreceptor

# Orientacion del biorreceptor

# Disposicién en zonas criticas del biosensor
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% Reutilizacion
# Disefio de dispositivos biosensores de facil manejo y alta sensibilidad, adaptados a

diferentes escenarios
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a) Adsorcion: * .. o...
+:Simple, barato, reversible. ® 2% & >
-2 No muy estable e

Soporte Enzima
o ~
o o \ <
e} / \ - >
o o
o
Enzima Monomeros Red polimérica

+: Barato, -: La enzima puede desnaturalizarse

°o, ©
+ @ .. (o] .. >
b) Atrapamiento »

Gel Enzima Atrapamiento en gel

+: Método muy suave, -: Poros muy grandes para las enzimas

Grafito Enzima Aglutinante Matriz compésita

+: Método muy suave, depésito tridimensional de enzima
-: La enzima pierde actividad con los dias y hay que pulir

L J ® L
c¢) Acoplamiento covalente: o ..-.
+: Enlace muy estable Activacion
- - Téxico =>En2ima

Soporte Soporte activado
/
o byt W /
' ) o o i
d) Entrecruzamiento: ° ] ° + —3
+: Sencillo, barato ®* 2% l P I\
-: Téxico, pérdida de actividad .
Enzima Glutaraldehido

Figura 8. Esquemas de inmovilizacion de una biomolécula por adsorcion (a), por atrapamiento
(b), acoplamiento covalente (c) y entrecruzamiento (d) [73].
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1.5.5.1 Nanobiosensores electroquimicos

Los nanomateriales han tenido un gran impacto en el desarrollo de biosensores electroquimicos.
La nanotecnologia brinda nuevas posibilidades para la construccion de biosensores y el desarrollo
de novedoso bioensayos electroquimicos, de igual manera, los nanomateriales han sido usados
para lograr el entrampamiento de enzimas a la superficie del electrodo para promover una reaccion
electroquimica y de esta forma, promover la amplificacion de la sefial del proceso de
bioreconocimiento o bien, una mejora en la sensibilidad, selectividad y/o estabilidad de la sefial.

Sin duda alguna, los nanobiosensores electroquimicos pueden llegar a ser una herramienta
altamente selectiva y sensible aplicable a determinaciones médicas, alimentarias y de seguridad.
Para ello, deben ser exploradas diversas estrategias para amplificar la sefial, como por ejemplo,
hay grupos de investigacion tratando de aumentar el didmetro de los nanotubos de carbono para
este fin; asi mismo, otra estrategia que es estudiada es la posibilidad de que los biosensores sean
totalmente a nanoescala y para lograrlo, los dispositivos deben integrar analitos, transductores de

sefial y electronica todo a nanoescala [74].

Los transductores electroquimicos son simples de fabricar y usar [75]. También son fiables,
de respuesta rapida, precisan instrumentacion de bajo costo y no requieren del tratamiento
previo de la muestra. Entre estos biosensores, se incluyen: los biosensores amperométricos, los
potenciométricos (donde destacan los ISFET, transistores de efecto de campo iono sensibles),

impedimétricos y los conductimétricos.
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CAPITULO II. Desarrollo Experimental

2.1 Material

2.1.1 Cepa bacteriana Tetrasphaedra duodecadis.

Para este estudio se ha empleado la bacteria gram-negativa Tetrasphaedra duodecadis.
Dicha bacteria ha sido obtenida de la coleccion de cepas bacterianas de la American Type
Culture Collection (ATCC) No. 13347, es un género de bacterias que se encuentra
comunmente en el suelo. Las células jovenes son bacilos irregulares, que luego, durante el
crecimiento exponencial, se unen en forma de V (véase la figura 9a). Los cultivos en la fase
estacionaria consisten casi enteramente de cocos (véase la figura 9b). Las colonias son de
coloracion crema o café. Las bacterias son gram negativas, catalasas positivas, aerobicas y

tienen un metabolismo de oxidacion.

Figura 9. Tetrasphaedra duodecadis.

Para el caso de estudio de esta investigacion se debera adicionar Vitamina B;, al medio de
cultivo [76], para que la bacteria obtenga la especificidad de oxidar este compuesto. Las cepas
se cultivaron a una temperatura de 26 °C durante 48 horas en agitacion de 250 rpm. Después,
el cultivo bacteriano se filtra y centrifuga para obtener una masa de células concentradas para
su posterior utilizacion en los bioensayos de WOs.
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2.1.2 Cepa bacteriana Escherichia coli.

Las cepas de Escherichia coli, empleadas en este trabajo para ser utilizadas como
material de referencia en este estudio de construccion de un sensor de la vitamina B;; es la
TOP10 E. coli, de la marca invitrogen™ No. C4040-10; que fueron cultivadas normalmente
en medio de cultivo LB en un incubador a 37 °C con agitacion continua (250 rpm).

Las bacterias del género Escherichia coli (E. coli) son gram-negativas, en forma de
bacilos (véase figura 10) del tipo anaerdbico facultativo y pertenecen a la familia
Enterobacteria. Esta bacteria es un habitante comin de los intestinos de todos los animales,
incluyendo el de los humanos y es quizas el organismo procarionte mas estudiado por el ser
humano, se trata de una bacteria unicelular que, esta y otras bacterias son necesarias para el

funcionamiento correcto del proceso digestivo.

Figura 10. Micrografia de la bacteria Escherichia coli, [77].

Entre tanto, la forma precisa en que las bacterias son capaces de la absorcion de la vitamina
B12 es incierta. Puesto que las bacterias, en particular E. coli, toma la vitamina B12 in vitro,
tipicamente se supone que las bacterias utilizan B12 en competencia con su anfitrion bajo
condiciones fisioldgicas. Por tanto, parece poco probable que bacterias interfieran con la

absorcion de B12 y sea por ende valido utilizarla como receptor bioldgico en el sensor [78].
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2.1.3 Medios de cultivo y soluciones.

Para poder hacer crecer (cultivar) bacterias en el laboratorio se deben satisfacer todos los
requerimientos fisicos y de nutrientes del microorganismo que se requiere que crezca. Los
medios de cultivo liquidos (medios en caldo) o sélidos (medios en agar) proporcionan los
nutrientes necesarios para el crecimiento de los microorganismos. Para llevar a cabo los

experimentos realizados en este trabajo se han utilizado los siguientes medios de cultivo:

I.  Agar BHI (Infusién de cerebro y corazén)

Es un medio altamente nutritivo para el cultivo de una variedad de microorganismos
fastidiosos (por su crecimiento lento) incluyendo los estreptococos, neumococos Yy
meningococos. Debido a sus cualidades nutritivas también es ideal para el cultivo de muestras
procedentes de sangre. Se ha utilizado para el cultivo de los microorganismos en medio sélido;

su composicion en 500 ml de agua destilada es la siguiente:

Tabla 6. Composicion del medio BHI

Reactivo Cantidad
Agar BHI 269
Extracto de Levadura 059
VB12 1ppm

Para hacer la preparacién se debe disolver los reactivos del medio en polvo en medio
litro de agua destilada o desionizada; luego esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

I[l.  Caldo de Triptona

Es un digerido pancreatico de caseina, se utiliza como fuente de nitrégeno en los medios de
cultivos capaz de soportar el crecimiento exigente y no exigente de microorganismos. Medio
liquido, con una rica y abundante base nutritiva que hace que pueda ser utilizado para el

desarrollo de una amplia variedad de microorganismos, estos reactivos son preparados en 500
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ml de agua destilada/desionizada y posteriormente esterilizandolo al autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Tabla 7. Composicion del medio con Triptona

Reactivo Cantidad
Glucosa 059
MgSO, 05¢
Triptona 5¢g
Extracto de Levadura 19
Ve12 1ppm
NaCl 250
I1l.  Caldo LB

El caldo de Luria se utiliza para el mantenimiento y la propagacion de Escherichia coli. La
E. coli crece mas rapido en caldo Luria por la levadura de triptona y factores de crecimiento
esenciales suministro para este tipo de bacteria. El caldo de Luria también contiene electrolitos
esenciales para el transporte y el equilibrio osmético, debido al componente del cloruro de

sodio.
Tabla 8. Composicion del caldo LB

Reactivo Cantidad
Triptona 109
Extracto de Levadura 59
VB12 1lppm
NaCl 59

Estos reactivos son preparados en un litro de agua destilada/desionizada y posteriormente

esterilizandolo al autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

IV.  Solucién de Ringer ¥

La solucion de Ringer se utiliza rutinariamente, en los estudios sobre bacterias, a una

disolucién de 1/4 para obtener suspensiones celulares o para hacer un banco de soluciones. Al
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proporcionar una presion osmotica similar a la que tiene -en su interior- la célula bacteriana
permite mantener las bacterias durante un cierto tiempo sin que éstas se destruyan. Esta
solucion es un medio isotonico méas equilibrado que la simple solucion salina de cloruro
sodico y su composicion permite su esterilizacion en autoclave sin que se formen precipitados.

Su composicién para 500 ml es:

Tabla 9. Composicién de la solucion Ringer 1/4

Reactivo Cantidad
Cloruro Sodio (NaCl) 3640
Cloruro Potasio (KCI) 0.185¢
Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCl 2H,0) 0.115¢
Bicarbonato Sodio (NaHCO3) 0.050 g

Es la solucién isotonica que se ha utilizado para las suspensiones celulares y se debe

esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

V. Solucion PBS

La Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) constituye una solucion
amortiguadora de pH comUnmente empleada para procedimientos bioquimicos. Su
osmolaridad y concentracion de iones (CI, Na* y K*) es muy semejante a la del liquido
extracelular de los mamiferos. Esta solucion es isotonica y no-tdxica para las células de los
mamiferos.

El PBS se emplea como vehiculo neutro para células, ya que no modifica el perfil de
expresion y funcionamiento celular normal, es de aqui su manejo para lavar células a través de
centrifugacion. Ademas que, se recurre como diluyente para métodos de desecacion de
biomoléculas, ya que las moléculas de agua presentes en el PBS se adhieren alrededor de la
biomolécula permitiendo inmovilizarla a una superficie sélida. Esta monocapa de agua evita
que la biomolécula sea desnaturalizada (o sufra modificaciones conformacionales) en el

proceso de desecacion.
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Tabla 10. Composicion de la solucion PBS (250ml de solucidn stock 10X)

Reactivo Cantidad
Cloruro Sodio (NaCl) 209
Cloruro Potasio (KCI) 059
(KH2PO,) 06g
Bicarbonato Sodio (Na,HPO,) 3640

De igual manera, se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

VI.  Solucion Tris HCI
Es el nombre comdn de tris(hidroximetil) aminometano. Se trata de un compuesto muy
utilizado en el laboratorio para preparar disoluciones tampdén; el grupo acido-base que ejerce
el taponamiento es el amino. Se comercializa en sus formas basica ("Tris base") y cida ("Tris
hidrocloruro™), aunque la primera es la de uso mas comun. Tris es un producto quimico con
propiedades basicas, que tiene un pKa de 8.1. Puede ser utilizado para amortiguar los cambios

de pH de soluciones drésticas, manteniéndolas en el intervalo de pH de 7.0 a 9.0.

Para preparar una solucion de Tris-HCl a 50 mM y pH 7 se pesd 6.057 g de Tris y se

disolvié en 1L de agua destilada previamente llevada al pH indicado con HCI diluido.

2.2 Métodos

2.2.1 Métodos espectrofotométricos para curva de crecimiento bacteriano.

2.2.1.1 Tactica de generacion de la curva de crecimiento de la Tetrasphaedra duodecadis

Una vez que se revivio el cultivo liofilizado (vease el anexo 1) y se prosiguié con la
inoculacion de Tetrasphaedra duodecadis por medio de sembrado en medio liquido
(presemilla en caldo de Triptona) para uso inmediato y en los medio solido (Agar BHI) como
reserva bacteriana, realizado este ultimo mediante estriado en placas de Petri y tubos de
ensayo inclinados con agar; posteriormente se continud con la curva de crecimiento, la cual, se
monitore6 mediante conteo de Unidades formadoras de colonias (UFC) y densidad Gptica
(OD).



30

Para la caracterizacion se tomé 5 m del cultivo del tubo presemilla, se sembré en 50 ml
de medio de liquido y se incub6 a 26°C durante 24 horas. Luego se hizo un subcultivo y se
incubd en las mismas condiciones. A partir de este cultivo se extrajo 5ul del cultivo cada dos
horas y se realizaron 5 diluciones seriadas 1:10 en tubos eppendorf, finalmente se sembré

10ml de cada dilucion en el agar infusion cerebro corazon y se incub6 a 26°C.

En cuanto a la determinacion de la concentracion bacteriana se emple6 el método
turbidimétrico; ya que un cultivo liquido puede ser analizado por un espectrofotometro como
una herramienta para evaluar el crecimiento bacteriano, conforme estas van creciendo la
turbidez de la solucion aumenta y es esta cantidad de luz dispersada la que determina la
densidad del cultivo. Es por esto que se analizo el cultivo bacteriano cada dos horas a 620nm
con el espectrofotometro UV-VIS HACH modelo DR5000.

2.2.1.2 Téctica de generacion para la curva de crecimiento de la Escherichia coli

Primeramente, se tomd la caja de Petri que contenia a la cepa de Escherichia coli y se
introdujo a la incubadora a 37 °C por dos horas, para tomar una colonia de esta cepa e inocular
un tubo con 5 ml del caldo LB. De este cultivo se extrajo 5ul del cultivo cada dos horas y se

analizo en el espectrofotometro con una longitud de onda A= 600nm.

2.2.2 Bioensayo de toxicidad por WO3 en cultivos de Tetrasphaedra duodecadis.

2.2.2.1 Cultivos en caldos de Triptona con 6xido de Tungsteno®

Se sonificaron por 10 minutos en tubos de ensayo con tres diferentes concentraciones (50
mg, 25 mg, 10 mg) del 6xido de tungsteno 99.8 % (Alfa Aesar) en medio nutritivo de triptona

y se inoculd con 100ul de la bacteria. Los tubos se hicieron por duplicado mas dos tubos de

En cada uno de los experimentos se dejo un blanco (sin inocular) para corroborar la esterilidad del proceso
y del ambiente de trabajo. Una vez obtenidos los resultados, las cajas se taparon con papel aluminio para proceder
con su esterilizacion y su correcta disposicion de los residuos generados.
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control el negativo y positivo que contenian el caldo inoculado sin y sélo con solucion de

WOg3, respectivamente. Los tubos se incubaron a 26 °C durante 48 h [79].

2.2.2.2 Cultivos en Agar BHI con éxido de Tungsteno

Técnica A[79]

Se disolvieron 50, 25 y 10 mg de oxido de tungsteno 99.8 % (Alfa Aesar) en 5 ml de agua
destilada en tubos de ensayo, para ser sonificadas por 10 minutos y asi garantizar la dispersion

en toda la solucidn; posteriormente se esterilizo en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Las placas de Petri utilizadas en los ensayos se prepararon usando un medio de agar BHlI,
las cuales se inocularon al extenderlas uniformemente sobre la parte superior de las placas
empleando una espéatula de Drigalsky estéril. Después de permitir que las bacterias se sequen
(entre 5-10 min) las soluciones de WO; de diferentes concentraciones se gotearon dentro de

las cajas de Petri con agar. Se examinaron después de 48 h de incubacion.

Técnica B [80]

Con tres concentraciones de o0xido de tungsteno (50, 25, 10 mg) se disolvieron en agua
destilada y para una buena dispersion se colocaron en un sonificador por 10 minutos que
posteriormente se afiadieron al medio de crecimiento BHI y se agitdé durante 10 min. Los
medios de crecimiento se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 121°C. A
continuacién los medios estériles se vertieron en placas de Petri y se dejo solidificarse a
temperatura ambiente, para después ser inoculadas por estriado e incubadas a 26 °C para

proporcionar condiciones 6ptimas de crecimiento.

Aunque es importante reconocer el papel del area de superficie disponible de las
nanoparticulas en evaluaciones de toxicidad, area de superficie disponible de las particulas se
espera que cambie durante el curso de los experimentos, como resultado de aglomeracion y
precipitacion. Por lo tanto, el presente estudio se centr6 en la respuesta a la dosis sobre la base

de particulas de concentracion en lugar de area de superficie.
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2.2.3 Preparacion de muestras para SEM

Ya que se prepararon los medios de cultivos liquidos con Oxido de Tungsteno (vease

apartado 2.2.2.1), y alcanzandose una biomasa bacteriana adecuada se prosiguié con el

siguiente protocolo para su examinacion en SEM y analisis de EDS.

Se centrifugdé a 6000 rpm durante 15 min y antes de resuspender las bacterias en PBS
(Phosphate Buffered Saline) se lavan dos veces con una solucion de Ringer Ya.

Se resuspendieron las bacterias en PBS se dejandolas 10 min a 4 °C, para recentrifugar a
6000 rpm durante 15 min. El proceso de lavado con PBS se repite dos veces mas.

Se fijaron las bacterias afiadiendo glutaraldehido al 2.5 % en PBS 0.1 M y dejandolas en
contacto con la solucidn fijadora durante 1 h a 4 °C.

Se elimind la solucion fijadora efectuando 4 lavados con el PBS. Finalmente se hacen dos
lavados de 10 min a 4 °C con agua destilada antes de proceder a la deshidratacion.
Deshidratacion de las bacterias mediante pases de 10 minutos por una serie de alcoholes,
resuspendiendo y centrifugando cada vez. Se empieza con uno en alcohol al 50, 60, 70 y
90 %, dos pases en alcohol de 95 % y finalmente dos pases en alcohol absoluto.
Finalmente se someten las células a secado por liofilizado por 48 horas.

Caracteristicas del equipo SEM y EDS

El equipo que se utilizo para realizar este analisis fue un microscopio electronico de barrido

Jeol JSM-5300 integrado con un analizador de energia por dispersion de electrones

Thermonoran, modelo SuperDry Il con ventana para la deteccion de elementos ligeros. La

corriente utilizada fue de 15 kV del haz de electrones, utilizando un filamento de tungsteno.

La presion de operacién del equipo fue de 1 x 10™ Torr. Cada muestra se adhirié a una cinta

de grafito previamente colocada en un portamuestras.
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2.2.4 Sensor bacteriano

2.2.4.1 Caracteristicas del sensor bacteriano adoptado.

El sensor bacteriano de la presente tesis consistio en un electrodo de oxigeno usado como
transductor y una membrana bacteriana usada como elemento de deteccidn. Para satisfacer los
requisitos especificos de los sensores bacterianos, el electrodo de oxigeno se modifico en
comparacion con los sensores comerciales de oxigeno.

Primero, el frente esférico convencional que se usa generalmente en los electrodos de
oxigeno tipo Clark comerciales se sustituyé por uno plano, asegurando asi un buen contacto
con la membrana bacteriana. En segundo lugar, el catodo pequefio con forma de disco se
sustituyd por un multicatodo de oro dispersado uniformemente sobre la superficie entera del
frente plano (veéase figura 11). Por lo tanto, se eliminaran las limitaciones debidas a la difusién

de las moléculas de O, en la periferia de la membrana del polimero al catodo.

Figura 11. Electrodo de oxigeno multicatodo con frente plano con ampliaciones al 50 %
a) vista lateral, b) vista frontal.

La membrana bacteriana consistié en una capa delgada de Escherichia coli con grenetina
(véase seccion 2.2.4.2), la cual, se fijo sobre la membrana del polimero del electrodo de
oxigeno. La masa bacteriana permanece confinada entre la membrana del polimero PTFE

Politetrafluoroetileno (Teflon) y la membrana de grenetina.
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2.2.4.2 Técnica de fijacion bacteriana en la membrana de grenetina.

Para poder fijar la masa bacteriana a la membrana polimérica PTFE del sensor, se prosiguid
con el siguiente protocolo:
I.  Seretird el cultivo de las bacterias en la fase logaritmica (14 horas)

Il.  Se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 mina 4 ° C.

I1l.  Posteriormente se lavo con una solucién de NaCl al 0.89% (p/v)y se centrifuga de
nuevo a 6000 rpm durante 10 mina 4 °C.

IV.  El precipitado se coloco en 5 ml de 0.89% NaCl vy se liofiliz6 por 48 horas.

V. Se mezclé 15.5 mg de las bacterias liofilizadas y 26 mg de la grenetina disolviendo
en tampon Tris-HCI (pH 7.0, 50 mM) a 38 °C. (A este paso también se le agreg6 25
mg de WOj3, una vez que se logro el patron de prueba sin el 6xido).

VI.  Setomo 15 pl de la solucion extendiéndola sobre el electrodo y se dejo secar a 4 °C
durante 30 min.

VIl.  Finalmente, se trata con glutaraldehido (0.5% en tampén fosfato, pH 7.5, 50 mM)

durante 3 min.

Cuando se concluy6 con el tratado en glutaraldehido de las membranas de grenetina, se
procedié a realizar las pruebas con el sensor, donde una vez estabilizada la sefial del
transductor con el oxigeno disponible en la solucion de Tris-HCI (pH 7.0, 50 mM, 30 ml) con
el minimo de agitacion que permitid la plancha eléctrica, procurando no generar burbujas de
aire durante el agitado, ya que estas ralentizan el tiempo de estabilizacion.

Procedi a agregar 50 ul de vitamina B;, 0.005 M a la solucién Tris-HCI de estudio,
concediendo el tiempo necesario para la reestabilizaciéon de la sefial, para volver afiadir otros
50 ul de vitamina By, y asi sucesivamente hasta no conseguir lectura de perturbacion en el
sistema por la adiccion de esta, es decir, ya que la bacteria se encuentre saturada de la

vitamina Bq,.

Caracteristicas del equipo Amper potenciostato y detector de amperimetro.

El equipo que se utiliz para realizar este analisis fue un potenciostato ACM Instruments
GIllAC serial No. 1305 Gill 6. Para la deteccién de amperimetro se utilizO Amperometric
Detector LC-4B BAS.
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CAPITULO llI. Resultados y Discusiones

3.1 Obtencidn de las curvas de crecimiento bacterianas

3.1.1 Curva de Crecimiento para Escherichia coli

En base a las densidades opticas por el espectrofotometro durante 24 horas, se observa
notoriamente las 4 fases caracteristicas: latencia (0 a 5 horas) que representa un periodo de
transicion para los microorganismos cuando son transferidos a una nueva condicion;
exponencial (5 a 19 horas) periodo en el que cada vez que pasa un tiempo dado de generacion
la poblacion se duplica; estacionaria (19 a 24 horas) periodo durante el cual cesa el

crecimiento ya sea por agotamiento de algin nutriente esencial.

1.2

Escherichia coli
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Figura 12. Curva de crecimiento de la bacteria Escherichia coli

Para nuestro caso de estudio se ve factible el uso de la biomasa bacteriana Escherichia coli
a la mitad de la fase exponencial, puesto que en mencionada etapa es cuando la demanda de
oxigeno que se requiere para oxidar la vitamina By, aumenta y, sea por lo tanto, posible la

medicion del cambio de concentraciones de oxigeno en la solucion.



36

3.1.2 Curva de Crecimiento para Tetrasphaedra duodecadis

Los resultados mostrados de las densidades Opticas fueron conseguidos por el
espectrofotometro durante 80 horas. Partiendo de los datos procesados se observa claramente
las 4 fases caracteristicas: latencia (0 a 16 horas) que representa un periodo de transicion para
los microorganismos cuando son transferidos a una nueva condicién; exponencial (16 a 60
horas) periodo en el que cada vez que pasa un tiempo dado de generacion la poblacién se
duplica; estacionaria (60 a 80 horas) periodo durante el cual cesa el crecimiento ya sea por
agotamiento de algun nutriente esencial, o porque se alcanzé un nimero de células elevado
para el espacio; muerte (80 horas) si la incubacidn continta después de la fase estacionaria, las
células pueden seguir vivas y continuar metabolizando, pero con una disminucion progresiva
en el nimero de células viables. Para nuestro caso de estudio se ve factible el uso de las

biomasas bacteriana a la mitad de la fase exponencial.

25
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9
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T
3
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Figura 13. Curva de crecimiento de la bacteria Tetrasphaedra duodecadis

La densidad &ptica se relaciond con el numero de las células viables obtenidas por
recuentos de placas. La curva de calibracién construida (OD frente al UFC x 10°) es lineal en
el rango de concentracion estudiado con interseccion en Y de 0,01316 y una pendiente de 62.3
(> = 0,9732), esta curva nos permite determinar la concentracién de bacterias midiendo sélo la

densidad dptica de la muestra.
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3.2 Resultados de toxicologia

Presentacion de fotografias de los medios de cultivos bacterianos en BHI por ambas
técnicas toxicoldgicas descritas en la seccion 2.2.2.2, para la determinacion de biotoxicidad de

las particulas de WO3 en el microorganismo Tetrasphaedra duodecadis.

Técnica A

.

Figura 14. Sembrado de placas por la técnica A. Las concentraciones van de izquierda a
derecha respectivamente: 10, 25, 50 mg y un blanco (crecimiento sin el 6xido de tungsteno).

Técnica B

-

Figura 15. Sembrado de placas por la técnica B. Las concentraciones van de izquierda a
derecha respectivamente: 10, 25, 50 mg y un blanco (crecimiento sin el éxido de tungsteno).

Como bien se puede apreciar las particulas de WO3 no presenta propiedades antibacteriales
ni bacteriostaticas, puesto que no inhibe el crecimiento bacteriano durante el desarrollo de las
mismas ni mucho menos el tamafio de las colonias por la adiccién del 6xido en la pre o pos
inoculacion de los medios bacterianos. Ya que, mencionadas bacterias presentaron un
crecimiento y distribucion uniforme e igual en las placas con y sin el compuestos de estudio.
En la técnica A, donde se gotearon las particulas de 6xido, se observd que las colonias
bacterianas inclusive crecieron sobre estas sin perturbar su propagacion sobre la placa. En la
técnica B, que se concentraba en mas la cantidad del 6xido en ciertas regiones, no exhibo
ningun tipo de alteracién al florecimiento de la Tetrasphaedra duodecadis.
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3.2 Andlisis de las imagenes de SEM

Las micrografias de SEM obtenidas nos muestran una morfologia de agregados esféricos
huecos para las particulas de WO;3 y bacilos para la Tetrasphaedra duodecadis. Cuyos
didmetros de las esferas oscilan de 6-16 um Yy las longitudes de los bacilos varian entre 2-6

pm.

Figura 16. Micrografias de SEM para las muestras bacterianas con concentraciones de WOs:
a) 10 mg, b) esfera por la mitad con concentracion de 10 mg, ¢) 25 mg y d) 50 mg.

Como se aprecian en las anteriores micrografias, es posible notar que la bacteria se
desarrolla entorno a las particulas de WOs, tanto en la superficie como dentro de las esperas,
formando colonias bacterianas a lo largo muestras, sin presentar inhibicién en su proliferacion;
sin embargo no se distingue biopeliculas ni patrén de desenvolvimiento de la Tetrasphaedra
duodecadis.
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Las micrografias de la figura 17, se llevaron a cabo para establecer la morfologia original
del WO3 antes de ser adicionadas a los medios de cultivos de la Tetrasphaedra duodecadis, y

asi determinar si hubo cambios en cuanto a su microestructura.

Figura 17. Micrografias de SEM para las particulas de WOj; sin crecimiento bacteriano.

Las micrografias obtenidas del WO3 puro nos presentan una morfologia de microesferas
huecas, con un una pared de espesor entre 3 a 4.5 um aproximadamente; pudiendo decir, por
lo tanto, que esta estructura no se la da proceso a la cual fueron sometidas las muestras para

las micrografias de las figura 18. Concediéndose a especular sobre el posible uso de este 6xido
para el encapsulado de moléculas dentro de él.

Figura 18. Micrografias de SEM de los bacilos de la Tetrasphaedra duodecadis
a) Baja magnificacion, b) alta magnificacion.

Las micrografias exhibidas anteriormente, se efectuaron para definir la morfologica de la
cepa bacteriana Tetrasphaedra duodecadis, definiendo una estructura en forma de pequefios

bastones Ilamados bacilos con longitudes que varian aproximadamente entre 2-6 pm.
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Por otro lado, la claridad de las imagenes se debe en gran medida de los elementos que
contienen las muestras, aquellas en las que se rodean de elementos organicos ‘cargan’ las
micrografias dandoles una menor definicién, en cuanto al brillo, las zonas analizadas entre

mas expuestas y, por lo tanto, puede que se cargue con mas electroestatica.

3.3. Analisis de espectros por EDS

En las siguientes figuras se presentan los espectros resultantes tras someter las muestras al
analisis EDS. En él, se proporcionan el andlisis quimico elemental, obteniéndose que las
muestras bacterianas expresen C, Na, S, Al, O, y otros elementos organicos contenidos en
organismos Vvivos. Esta técnica fue realiza para comprobar que no existieran contaminaciones
en las mezclas del 6xido de tungsteno con la bacteria puesto que ello conllevaria a un descuido
durante el desarrollo del experimento.

Las pruebas se realizaron a 5 muestras con 3 diferentes cantidades del 6xido de tungsteno,
un blanco de la bacteria Tetrasphaedra duodecadis y otro de WQg3, con el fin de evaluar los

elementos que contenian dichas muestras.

Realtime: 121.0
Livetime: 100.0

W 5 4 g ? 2082

Elemento | Porcentaje
C 26.27%
Na 2.30%
(0] 14.75%
P 5.99% =
S 2.76%
W 47.93%

1.250 2,500 3.750 6.250 7.500 8.750 10.000

5.000
X-Ray Energy (KeV)

Figura 19. Espectro de EDS de la muestra bacteriana con 10 mg de WO,
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El gréafico anterior nos muestra que se tiene un porcentaje alto de tungsteno, como se
esperaba, y un porcentaje considerable de materia organica, validando asi que las micrografias

tomadas del SEM exhiben parte de la mezcla bacteriana con WO3

w T T T T T T 5545

Elemento Porcentaje
C 25.13%
Na 0.00%
0 15.08%
P
S
w

5.03% 2136
2.51%
52.26%

1.250 2,500 3.750 5.000 6.250 7.500 8.750
¥-Ray Energy (KeV)

Figura 20. Espectro de EDS de la muestra bacteriana con 25 mg de WOs;.

Del mismo modo, el espectro de EDS de la figura 20, demuestra una ligera disminuciéon del
carbén y pérdida de sensibilidad en el censo del sodio debido al incremento del 40% de la

cantidad de WOj3 adicional en base al espectro de la figura 19.

En cambio, para el caso del espectro de EDS de la muestra bacteriana con 50 mg de WOs3,
ya no se llega a distinguir claramente los elementos organicos dados por el bacilo, debido a
que la masa bacteriana es sobrepasada por la cantidad de WOj3; contenida en el espécimen

analizado (vease figura 22).
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Figura 21. Espectro de EDS de la muestra bacteriana con 50 mg de WOs..

5.000
%-Ray Energy (KeV)

Figura 22. Espectro de EDS de las particulas de WOs.
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Para el caso WQOj3 puro, se le efectud un espectro de EDS para demostrarse que no contiene
ningun otro elemento aparte de W y O que forman al compuesto. Y efectivamente, asi lo

corrobord la figura 22.

Realtime: 108,83
Livetime: 85.8
T T T T T T T 1504

Elemento Porcentaje

Al 4.33%

C 31.41%

Na 5.78%

(@) 31.41%
P 13.36%

S 7.22%

Si 6.50%

wW 0.00%

10.000

5.000 6.250 7.500
%-Ray Energy (KeV)

Figura 23. Espectro de EDS de la bacteria Tetrasphaedra duodecadis.

2,500 3.750

En contra parte, se realiz6 un espectro blanco con el bacilo Tetrasphaedra duodecadis para
definir los elementos organicos participan en la constitucién de mencionado microorganismo,
habiendo mayor porcentaje el C y O, seguido del P y S, ambos pares de elementos
comprendidos en las muestras con 10 y 25 mg de WO3 visiblemente, méas sin embargo, para el

caso de 50 mg de WOj3 no se logra estimar de manera préctica estos porcentajes.

Se logré observar que todas las muestras bacterianas contenian elementos organicos en su
espectro, presenta concentraciones variables de acuerdo a los miligramos de 6xido contenido

en las muestras analizadas. Los resultados mostraron que en las muestras solo se tienen los
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elementos deseados, como bien se corrobor6 como base a los EDS puros de WO3 y de la
bacteria Tetrasphaedra duodecadis. Sin embargo se sabe que la principal desventaja de esta
técnica de analisis es el area que analiza (menor de una micra), por lo tanto los resultados no
son del todo representativos, ya que como se puede apreciar la concentracion de elementos

organicos disminuye con el aumento de la concentracion de WOs3 en las muestras.

3.4 Discusion del sensor bacteriano.

En este apartado se detallan los resultados experimentales del prototipo disefiado para
detectar el oxigeno en una solucién Tris- HCI por medio de la oxidacion de la Vg1, y como
elemento de reconocimiento bioldgico a la bacteria E. coli. En cada grafico presentado hubo
aditamentos de vitamina B12 de 50 pl a 0.005 nM

0.004

0.004
0.002 4 0.003 A .
E. Coli + blanco 2
0.002 A
0.000
L
0.001 -
< -0.002- =
£ T 0.000-
e £
£ 0004 2 0001
£ E. Coli + blanco 1 2 000
5] -0.006 8 -
-0.003 -
-0.008 -
-0.004 ~
-0.010 4
-0.005 -
a b
-0.012 T T T T T T -0.006 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 24. Respuestas de la E. coli a la adicion de Vg3, sin WOs.
a) primera respuesta, b) segunda respuesta

Observando las gréaficas de la figura 24, en las cuales, el biosensor no incluye las particulas
de WO;3 para ser utilizado como patron de comparacion entre sin y con el 0xido, es observable
que los tiempos de estabilizacion iniciales de equipo para la adicion de la vitamina B12 van de
los 300 a 400 segundos aproximadamente, y para la reestabilizacion una vez afiadida la

primera dosis requiere aparentemente de 400 segundos haciendo el proceso un poco lento para
su empleo.
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Posteriormente, se llevaron a cabo otras dos mediciones, pero ahora incluyendo las

particulas de WOs3, lograndose los siguientes resultados:

0.002

0.004
0.000 0.002 w
-0.002 0.000 _ﬂ/ﬂmm
—~ 4 -0.002
£ o E. Coli + WO <
= - ol 3 E  -0.004
o -0.006 =
2 2
2 S -0.006 -
£ -0.008 k= ;
3 5 E. Coli + WO, 2
o &8 -0.008
-0.010
-0.010
-0.012 4 0012 ]
-0.014 4 -0.014
T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 25. Respuestas de la E. coli a la adicion de Vg3, con WOs.
a) primera respuesta, b) segunda respuesta

Analizando las graficas obtenidas de la figura 25, donde se incorpora al biosensor las
particulas de WO3, se percibe primeramente, que los tiempos de estabilizacion tanto del
equipo como de la reestabilizacion por adicién de la vitamina B12 se reducen un 75% en
comparacion a las lecturas del biosensor conseguidas sin el WO3; ademas de que las sefiales
adquiridas no presentan tanta perturbacion como las de la figura 24, lo que nos permite
proponer que las particulas estan manifestando un amortiguamiento de la sefial y una
disminucidn al tiempo de estabilizacion. En cuanto al decaimiento la sefial, esta constituye una
demanda de O, por parte de la bacteria al oxidar la vitamina y un incremento en el escalon es
una inhibicién de la bacteria.

Comparando ambos pares de gréaficos, se permite finalizar indicando que el WO;3
presenta una mejora en el tiempo de respuesta facilitando mayor rapidez de sensado; una
mayor sensibilidad, debido a la altura presente en los escalones, concediendo un rango mayor
a la lectura de concentracion del Os.



46

CAPITULO 1V. Conclusiones

En resumen, el trabajo presentado permite extraer las siguientes conclusiones.

+ Se caracteriz6 el crecimiento bacteriano y morfologia de la Tetrasphaedra duodecadis
no encontrado en la literatura.

+ La morfologia esférica hueca encontrada en las particulas WOz propone su posible
empleo en la constitucion de particulas tipo “core-shell”.

+ La respuesta observada en los bioensayos con Tetrasphaedra duodecadis en presencia
del trioxido de tungsteno es que no se presenta efecto alguno en la proliferacion bacteriana,
en ninguna de las concentraciones evaluadas, manteniéndose en los dos métodos valorados
el desarrollo bacteriano similar a los medios sin tungsteno.

¢ Las particulas de WO3 plantean un papel amortiguante en las sefiales del biosensor,
ademas de una mejora en el tiempo de respuesta facilitando mayor rapidez del analisis y,
finalmente una mayor sensibilidad, concediendo un rango mayor a la lectura de
concentracion del Os.

+ Se obtuvo un prototipo de biosensor con un elemento de reconocimiento bioldgico a

base de la Tetrasphaedra duodecadis y particulas de WOs3.

Queda propuesto como trabajo futuro de investigacion lo siguiente:

e Utilizar la bacteria Tetrasphaedra duodecadis en el biosensor.

@ Obtener los resultados descritos con nanoparticulas de WO3 preparadas por el método
solvotermico en lugar de microparticulas comerciales que fueron las utilizadas en este
trabajo.

e Definir los contrastes por el manejo de nano y microparticulas de WO3 en el biosensor.
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A.1 Revivir el cultivo liofilizado

ANEXOS

1. Abrir el vial como se muestra mas abajo.

2. Agregar asepticamente el material liofilizado 0.3 a 0.4 ml (ho mas) de medio liquido

con una pipeta Pasteur y mezclar bien.

3. Transferir la mezcla total a un tubo de ensayo del medio de caldo recomendado (5 a 6
ml). Las Gltimas gotas de esta suspension también puede ser transferida a un agar

inclinado.

4. Incubar los cultivos bajo las condiciones apropiadas. Teniendo en cuenta el tratamiento
adecuado y las condiciones, la mayoria de los cultivos liofilizados crecera en unos
pocos dias. Sin embargo, algunos pueden presentar un periodo de latencia prolongado
y debe administrarse dos veces el tiempo de incubacion normal antes de desechar

como no viable.

P
C———— INsuULATOR

INNER VIAL

COTTON

DOUBLE-VIAL PREPARATIONS

OTTON PLUG
OUTER VIAL (soft glass)

FREEZE-DRIED PELLET

DESICCANT WITH INDICATOR

SINGLE-VIAL PREPARATIONS

BOROSILICATE GLASS

REEZE-DRIED CELLS

OPENING THE VIAL

OPENING THE VIAL

HEAT THE TIP OF THE OUTER

SQUIRT A FEW DROPS
OF WATER ON THE HOT
TIP TO CRACK GLASS

STRIKE WITH FILE OR
PENCIL TO REMOVE TIP

REMOVE INSULATION
AND INNER VIAL

WITH FORCEPS, GENTLY
RAISE COTTON PLUG

l These preparations may be enclosed in a thin skin of cellulose: this

skin must be removed (either with a sharp blade or by soaking in

water for a few minutes), score the ampule once briskly with a
sharp file about one inch from the tip.

f‘-_

=

///

2 Disinfect the ampule with alcohol-dampened gauze

3 Wrap gauze around the ampule, and break at the scored area. Care
should be taken not to have the gauze too wet, or alcohol could be
sucked into the culture when the vacuum is broken. Rehydrate

material at once
N
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