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PREFÁCIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente 

associados às ciências naturais e exatas, e às ciências aplicadas. As ciências biológicas e 

o seu enquadramento na biotecnologia têm aplicações em grandes áreas de importância 

socioeconómica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia 

e na indústria. Os processos biotecnológicos são caraterizados por usarem células 

procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou análogos moleculares - com o objetivo 

de se obterem produtos e serviços. Avanços significativos na biotecnologia surgiram das 

sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar 

descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioeconómico. A 

elevada dinâmica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciências 

biológicas e biotecnologia é revelador da sua importância. Contudo, a necessidade de 

atualização dos avanços científicos, em conjugação com a transformação desse novo 

conhecimento em conteúdo curricular técnico-científico relevante são desafios para um 

eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento 

ético e regulamentar de novos processos e produtos é igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte reúne capítulos (1 a 6) 

relacionados com as biociências e a biotecnologia na área biomédica. A segunda parte 

concentra capítulos (7 a 11) na área do ambiente. A terceira parte é composta pelos 

capítulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecção. A quarta parte contém 

os capítulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e 

da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que 

estudantes e professores do ensino superior, ligados às biociências e à biotecnologia, 

quer a nível de graduação quer de pós-graduação, possam ter uma perspetiva de avanços 

na área. Este livro pode ser também útil a profissionais ligados a setores nos quais as 

biociências e a biotecnologia têm um papel de relevo, bem como para professores do 

ensino pré-académico.

Manuel Simões
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RESUMEN: Se estudió el comportamiento 
reológico de diferentes suspensiones de 
nanotubos de carbono en régimen diluido. Se 
estudiaron suspensiones de nanotubos de 
carbono de paredes múltiples comerciales 
sin funcionalización, nanotubos de carbono 
de paredes múltiples oxidados en nuestro 
laboratorio con ácido nítrico a reflujo durante 
24 horas y nanotubos de carbono de paredes 
múltiples comerciales funcionalizados con 
grupos carboxílicos. El estudio se realizó en 
dos medios dispersantes: agua y suero fetal 
bovino (FBS). Los resultados se compararon 
con los obtenidos en trabajos previos 
realizados para suspensiones de nanotubos 
de carbono de pared simple (SWCNTs) 
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con el fin de comprender la influencia de la estructura de los nanotubos de carbono 
en las propiedades reológicas en presencia de un medio biológico. La caracterización 
estructural se realizó con diferentes técnicas: XRD, IR, TGA, TEM, SEM y AFM. Para la 
caracterización coloidal, se determinó el potencial zeta de las suspensiones a valores de 
pH comprendidos entre 4 y 9, siendo nuestro rango de interés entre pH = 6-8, cercanos al 
pH fisiológico. Las medidas reológicas se realizaron para diferentes concentraciones de 
las suspensiones (1, 1.5 y 3 mg/ mL), y temperatura de 25, 30 and 37 °C.
PALABRAS CLAVES: Reología. Nanotubos de carbono. Potencial zeta. Suero fetal bovino. 
Aplicaciones biomédicas.

RHEOLOGICAL BEHAVIOUR OF CARBON NANOTUBES SUSPENSIONS WITH 

BIOMEDICAL APPLICATIONS

ABSTRACT: The rheological behaviour of different carbon nanotubes suspensions 
in the dilute regime was evaluated. Suspensions of commercial multi-walled carbon 
nanotubes without functionalization, multi-walled carbon nanotubes oxidized in our 
laboratory with nitric acid under reflux for 24 hours and commercial multi-walled carbon 
nanotubes functionalized with carboxylic groups were studied. The study was performed 
in two dispersing media: water and fetal bovine serum (FBS). The results were compared 
with those obtained in previous work carried out for suspensions of single-walled 
carbon nanotubes (SWCNTs) to understand the influence of the structure of carbon 
nanotubes on the rheological properties when a biological medium is present. Structural 
characterization was performed with different techniques: XRD, IR, TGA, TEM, SEM 
and AFM. For the colloidal characterization, the zeta potential of the suspensions was 
determined at pH values between 4 and 9, our range of interest being between pH = 6-8, 
close to physiological pH. The measurements were done for different concentrations of 
suspensions (1, 1.5, 3 mg/mL) and temperature of 25, 30 and 37 °C.
KEYWORDS: Rheology. Carbon nanotubes. Zeta potential. Fetal bovine serum. Biomedical 
application.

1 INTRODUCCIÓN

En 1991 se produce el descubrimiento de una nueva forma alotrópica del carbono, 

los nanotubos de carbono (CNTs) que son estructuras nanométricas en forma tubular 

(Iijima, 1991). Se pueden clasificar en dos tipos en función del número de capas, los 

nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTs) y los de pared múltiples (MWCNTs), los 

cuales están formados por varias capas concéntricas que se mantienen unidas gracias a 

las fuerzas de Van der Waals. 

También, existe una manera de clasificarlos en función de cómo se forme el 

plegamiento de la lámina de grafeno. Los anillos hexagonales pueden tener un plano de 

simetría ortogonal o no respecto al eje del cilindro. Se pueden formar tres tipos diferentes: 

zigzag, quiral y armchair. Entre ellos tiene propiedades diferentes que vienen determinadas 
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por su diámetro y ángulo de quiralidad. Las propiedades mecánicas, elásticas, eléctricas, 

electrónicas, térmicas, magnéticas y químicas tan favorables que tienen los nanotubos 

de carbono, dependen de una serie de factores estructurales en función del tipo de 

nanotubo, ya sea por su número de capas o por su quiralidad. 

Las excepcionales propiedades de los nanotubos de carbono mencionadas 

anteriormente, los hacen un material idóneo tanto para la creación de nuevos materiales 

y productos, como para la mejora de otros ya existentes.

El desarrollo de la nanotecnología en la última década ha brindado la posibilidad 

de emplear los materiales a escala molecular, atómica y subatómica, lo que ha generado 

una gran cantidad de aplicaciones en medioambiente, exploración espacial, tecnologías 

de la comunicación e informática, sector energético, textil, electrónica, biomédica, entre 

otras (Mejias et al., 2009; Piret et al., 2009; Cheng et al., 2011; Yusof et al., 2012).

Hoy en día existen una gran cantidad de productos que están siendo ensayados 

en el uso industrial, como es en la medicina y la biología, con aplicación en el diagnóstico, 

tratamiento, monitoreo y control de sistemas biológicos. Existen tres áreas principales 

en la nanomedicina donde se han conseguido importantes logros: el nanodiagnóstico, 

que consiste en el desarrollo de un sistema de análisis e imagen para la pronta detección 

de una enfermedad o funcionamiento erróneo de las células; la liberación controlada de 

fármacos transportando los medicamentos directamente a las células afectadas para 

que de esta manera el tratamiento sea más eficaz y con menos efectos secundarios; y, 

por último, la medicina regenerativa cuyo objetivo es el reemplazamiento o reparación de 

tejidos u órganos dañados (Mejias et al., 2009). Pocos son los trabajos publicados acerca 

del comportamiento reológico de nanoestructuras de carbono en suero fetal bovino.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el comportamiento reológico 

de diferentes suspensiones de nanotubos de carbono en régimen diluido. En este 

caso, se estudiaron suspensiones de nanotubos de carbono de pared múltiples no 

funcionalizados (MWCNTs Com), nanotubos de carbono de pared múltiples oxidados 

con ácido nítrico a reflujo durante 24 horas preparados en nuestro laboratorio (MWCNTs 

Oxi) y nanotubos de carbono de pared múltiples comerciales con grupos carboxílicos 

(MWCNTs Com-Oxi) en dos medios de dispersión: agua y suero fetal bovino (FBS). 

Además, los resultados se compararon con estudios anteriores para el caso de 

suspensiones de SWCNTs (Cerpa et al., 2019).

2 MATERIALES Y MÉTODOS

Nanotubos de carbono comerciales de pared múltiple (Sigma-Aldrich), 

pureza del carbón: >95%, longitud: 5 𝜇m y diámetro: 6-9 nm. Nanotubos de carbono 
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comerciales funcionalizados con grupos carboxílicos (Sigma-Aldrich). Nanotubos de 

carbono comerciales de pared múltiple oxidados con ácido nítrico a reflujo durante 24 

horas (Bourlinos et al.,2006). Agua ultrapura, destilada y desionizada obtenida mediante 

el sistema Milli-Q (Millipore). Y como medio bilógico Suero Fetal Bovino, FBS (Gibco, 

Termo Scientific).

La caracterización estructural de las muestras en polvo se realizó, utilizando 

diferentes técnicas: Difracción de Rayos X (XRD), Espectroscopia Infrarroja (IR), Análisis 

Termogravimétrico (TGA), Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM), Microscopía 

Electrónica de Barrido (SEM) y Microscopía de Fuerzas Atómicas (AFM). En este trabajo, 

solo se muestran los resultados obtenidos mediante, IR; TEM y AFM. Las medidas de 

IR se realizaron utilizando un espectrofotómetro FT-IR Vector 22 (Bruker) equipado con 

analizador ATR de germanio en el rango de número de onda de 3500–700 cm−1. El análisis 

de las muestras por TEM fueron realizadas con un microscopio modelo JOEL JEM 2100. 

Para ello, se añade una gota de la dispersión acuosa preparada con una concentración de 

0.005 mg/mL de sólidos sobre una rejilla de cobre y se deja secar durante un tiempo, antes 

de la observación. En el caso del análisis mediante SEM, se utilizó un microscopio JOEL 

JSM 6335F. La muestra en polvo se deposita en un porta de aluminio que previamente 

se le ha adherido un cinta de carbono. Posteriormente, se realizó un revestimiento de oro 

para la mejor visualización de la muestra.

Las imágenes mediante microscopia de fuerzas atómicas se obtuvieron con un 

AFM comercial (Nanotech Electronica, Cervantes Full Mode AFM System), en modo 

tapping. Los MWCNTs se dispersaron en agua y FBS mediante agitación ultrasónica 

(baño de ultrasonidos, 15 min) a una concentración de aproximadamente 0.0005 mg/mL. 

Posteriormente, se depositaron dos microlitros de dispersión sobre un sustrato de mica y 

se dejaron secar al aire para su posterior observación.

Para estudiar el comportamiento coloidal, se determinó el potencial zeta de las 

suspensiones a 25.0 ± 0.1 °C y valores de pH entre 4 y 9. El potencial zeta (ZP) fue medido 

con un equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern (Reino Unido).

La caracterización reológica fue realizada en un reómetro rotacional (RheoStress 

6000, Thermo Hakee, Alemania) mediante un sistema de doble cono y plato, de 60 mm 

de diámetro y ángulo de cono 20°. El software empleado para registrar los datos es el 

Rheowin Job y para el tratamiento y análisis de los mismos se utilizó el Rheowin Data. 

Durante las mediciones, el ciclo de velocidad controlada (CR) consta de varias etapas, 

primero un aumento del gradiente de velocidad de 0 a 1000 s-1 en 300 s, posteriormente 

un periodo de velocidad constante a 1000 s-1 durante 60 s y, por último, una disminución 

de velocidad desde 1000 s-1 a 0 s-1 en 300 s.
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Las medidas reológicas se han realizado en suspensiones preparadas a 

diferentes concentraciones (1, 1.5 y 3 mg/mL) y con los tres tipos de nanotubos de pared 

múltiples (MWCNTs) que han sido seleccionados para su estudio, a temperaturas de 25, 

30 y 37 °C, utilizando agua y FBS como medio de dispersión. Antes de realizar la medida 

reológica, las muestras se han sometido a 5 min de ultrasonidos (US) en un sonicador 

de punta Sonicador (SONOPLUS HD 2070 BANDELIN) a una potencia del 50% para 

conseguir una mejor dispersión de los nanotubos de carbono. Para cada muestra se 

realizan 3 réplicas.

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL

En trabajos previos realizados por los autores (Negri et al., 2010, Cerpa et al., 2013, 

Cerpa et al., 2019) se pueden encontrar más detalles de la caracterización estructural de 

los diferentes nanotubos SWCNTs utilizados en la comparativa realizada con los MWCNTs 

estudiados en este trabajo.

Los espectros de IR mostrados en la Figura 1 confirmaron la presencia de grupos 

carboxílicos con la banda de estiramiento del grupo (C=O) a 1700 cm−1, la vibración 

de estiramiento (C–O) del grupo carboxílico alrededor de 1200 cm−1 y la banda de 

estiramiento O–H a 3400 cm−1. El pico alrededor de 1570 cm−1 se asignó al estiramiento 

C═C del esqueleto de carbono. Las imágenes TEM muestran la estructura tubular de 

los nanotubos de carbono que tienden a mostrarse en forma de manojos agrupados. 

Los MWCNTs Com tienen longitudes de 1 a 5 µm, mientras que los MWCNTs Oxi y 

MWCNTs Com-Oxi presentan una distribución de longitudes entre 100-400 nm y 400 

nm-1.5 µm, respectivamente.

La Figura 2, muestra la alta tendencia a la agregación de los nanotubos de 

carbono con la proteína de albúmina de suero bovino (BSA) presente en el suero fetal 

bovino, cuya proteína es la predominante. Este comportamiento también se observó 

mediante el modelado de simulaciones utilizando cálculos de dinámica molecular 

(Cerpa et al., 2019).
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Figura 1. Caracterización fisicoquímica de MWCNTs Com, MWCNTs Com-Oxi y MWCNTs Oxi. (a) Microscopia 
Electrónica de Transmisión (TEM), (b) Espectros infrarrojos (IR).

Figura 2. AFM, Representación tridimensional (3D) de (a) suero fetal bovino (FBS), (b) MWCNTs Com-Oxi y (c) 
SWCNT oxidados durante 24 horas en suspensiones FBS.

3.2 ESTABILIDAD COLOIDAL

En la Figura 3, se muestran los valores potencial zeta de los diferentes nanotubos 

tipo MWCNTs medidos en dos medios de dispersión: agua y FBS. Las suspensiones en 

agua son ligeramente más estables que en FBS y tienen un ZP mayoritariamente con 

valores negativo y comprendido entre -10 y -18 mV, mientras que en el medio FBS su 

potencial zeta varían de -6 a -18 mV a pH = 6-8, que es el rango de pH de más interés 

en aplicaciones biomédicas. Sin embargo, el ZP del FBS sin presencia de nanotubos de 
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carbono fue también determinado, obteniéndose un valor medio de potencial zeta de 

alrededor de -20 mV y un valor de PIE = 5.8. Este mismo comportamiento se observó 

para los SWCNTs (Cerpa et al., 2019).

Figura 3. Potencial zeta vs pH para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono (MWCNTs) en agua y FBS 
a T = 25 °C.

A continuación, en la Tabla 1 se muestra los valores de potencial zeta (ZP) y punto 

isoeléctrico (PIE) obtenidos para las suspensiones de los diferentes MWCNTs estudiados 

a temperatura de 25 °C. Podemos apreciar que los valores de PIE se encuentran alrededor 

de pH = 5. Además, se compara con los valores de ZP obtenidos por Cerpa et al. (2019) 

en nanotubos SWCNTs. 

Tabla 1. Comparativa del potencial zeta (PZ) a pH = 7 y el valor de pH del PIE para diferentes suspensiones de 
nanotubos de carbono en agua y FBS a T = 25 °C.
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3.3 COMPORTAMIENTO REOLÓGICO

3.3.1 Efecto del tipo y concentración de CNTs

En la Figura 4, se muestra la viscosidad en función del gradiente de velocidad 

para las diferentes suspensiones de MWCNTs estudiadas a diferentes concentraciones y 

temperatura de 37 ºC en agua y FBS. Además, se compara con los resultados obtenidos 

para las suspensiones de SWCNTs en los mismos medios de dispersión (Cerpa et al., 

2019). Las suspensiones preparadas en ambos medios de dispersión muestran un 

comportamiento de un fluido newtoniano.

Se aprecia que el cambio de concentración en la suspensión preparada con 

FBS no provoca cambios significativos en los valores de viscosidad, mientras que, en las 

suspensiones acuosas la viscosidad aumenta al aumentar la concentración. Los valores 

de viscosidad de las suspensiones de MWCNTs son mayores que los de las suspensiones 

de SWCNTs cuando el medio de dispersión es agua. Los valores de viscosidad de las 

suspensiones de MWCNTs se encuentran entre 2 y 6 mPa·s y para el caso de las 

suspensiones de SWCNTs son inferiores a 3 mPa·s.

Se confirma que en el medio acuoso la concentración es un parámetro influyente 

en el valor de viscosidad, mientras que en el FBS no se aprecia variación considerable en 

la curva de viscosidad respecto a la concentración.

Figura 4. Viscosidad vs gradiente de velocidad para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono y distintas 
concentraciones a temperatura de 37 °C. a) Agua y b) FBS.
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En la Tabla 2, se muestra una comparativa de la viscosidad para los MWCNTs y 

SWCNTs a 37 ºC en agua y FBS y para gradientes de velocidad de 500 s-1 y 1000 s-1. Se 

puede apreciar que lo cambios de viscosidad son poco significativo, los valores obtenidos 

se diferencian poco, como consecuencia del comportamiento de un fluido newtoniano. 

Se observa un aumento de la viscosidad con la concentración de la suspensión, así como 

la variación de esta con el tipo de nanotubo de carbono utilizado, obteniendo valores 

mayores cuando se utilizan los nanotubos de pared múltiples (MWCNTs).

Tabla 2. Comparativa de la viscosidad para los distintos nanotubos de carbono (MWCNTs y SWCNTs) en agua y 
FBS a 37 ºC.

Tipos de 
nanotubos

Gradiente 
de 

velocidad
(s-1)

Viscosidad en mPa·s (37 ºC)

AGUA FBS

Concentración en mg/mL

1 1.5 3 1 1.5 3 

MWCNTs Com
500 2.448 3.658 5.624 1.923 1.851 2.315

1000 2.835 3.527 5.004 2.605 2.538 2.754

MWCNTs 
Com-Oxi

500 3.562 4.652 5.645 1.841 1.870 2.038

1000 3.519 4.052 5.002 2.530 2.511 2.698

MWCNTs Oxi
500 1.912 2.198 2.384 1.820 1.818 1.885

1000 2.529 2.718 2.886 2.523 2.512 2.392

SWCNTs Com
500 2.117 - - 1.740 - -

1000 2.257 - - 2.358 - -

SWCNTs Oxi
500 1.457 1.472 - 1.853 2.018 -

1000 2.084 2.029 - 2.376 2.474 -

3.3.2 Efecto de la temperatura y el medio de dispersión

En la Figura 5, se ha representado de manera esquemática los valores que de 

viscosidad en función de la temperatura a una concentración de 1 mg/ mL para los dos 

medios de dispersión estudiados (agua y FBS).

Como se puede observar la viscosidad disminuye con la temperatura, tal como es 

esperado. Por otro lado, se aprecia que el medio de dispersión es un factor que influye 

en la estabilidad y comportamiento reológico de las suspensiones. Para los distintos tipos 

de nanotubos MWCNTs dispersados en agua, se aprecia que los MWCNTs Com-Oxi son 

los que tienen valores de viscosidad más altos (4-5 mPa·s) a una temperatura de 25 ºC 

y, por lo tanto, se trata de suspensiones menos estables o con valores de potencial zeta 
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más bajos (-12 mV). Además, se puede observar que el rango de viscosidad es más amplio 

para los diferentes MWCNTs estudiados (2 y 6 mPa·s) comparados con los resultados 

obtenidos para SWCNTs (Cerpa et al., 2019) cuyos valores de viscosidad son más bajos 

(<3 mPa·s), cuando el gradiente de velocidad es 1000 s-1. En cambio, cuando el medio de 

dispersión es FBS, el rango de viscosidad de los nanotubos MWCNTs es más estrecho, 

comprendidos entre (1.8 – 2.8 mPa·s). Lo mismo sucede al comparar con los valores 

obtenidos para los SWCNTs (Cerpa et al., 2019).

Figura 5. Viscosidad vs Temperatura para diferentes suspensiones de nanotubos de carbono a una concentración 
de 1 mg/mL en agua y FBS.

4 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por Atomic Force Microscope muestran una alta 

tendencia a la agregación entre los nanotubos de carbono y la proteína de albúmina de 

suero bovino (BSA) presente en el suero fetal bovino. 
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La estabilidad coloidal de los nanotubos de carbono cambia con el tipo y tamaño, 

así como, con el medio de dispersión.

Las suspensiones preparadas en agua y FBS muestran un comportamiento de 

flujo newtoniano. Dependiendo del medio de dispersión y tipo de nanotubos de carbono 

utilizado, la viscosidad cambia. Los valores de viscosidad de las suspensiones de MWCNTs 

son mayores (2 y 6 mPa·s) comparadas con las de los SWCNTs (<3 mPa·s), cuando se 

utiliza agua como medio de dispersión.

El cambio de concentración en la suspensión preparada con FBS no provoca 

cambios significativos en los valores de viscosidad mientras que en las suspensiones 

acuosas la viscosidad aumenta al aumentar la concentración. Además, observamos que 

la viscosidad disminuye linealmente con el aumento de temperatura de 25 °C a 37 °C, 

aunque los cambios son pequeños.
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