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R E S U M E N  
 

En este trabajo se explica detalladamente la metodología utilizada para la síntesis de 

nanoestructuras de óxido de cobalto por método de coprecipitación para su potencial 

aplicación en sistemas de detección y cuantificación de ácido úrico. Además, se presenta la 

evaluación de diferentes nanoestructuras de cobalto (aerogeles de Co, Ni-Co y Pd-Co) para 

obtener información comparativa respecto a las nanopartículas de óxido de cobalto 

sintetizadas. La caracterización electroquímica se realizó en media celda con electrolitos de 

buffer de fosfatos (PBS) 0.1M a pH 7.4 y 5.6, con diferentes concentraciones de ácido úrico, 

en rangos similares a los reportados en diferentes fluidos biológicos (sudor, sangre y 

lágrimas). Las tintas electrocatalíticas mostraron una reducción en el potencial de oxidación 

de 0.50 V en la enzima urato oxidasa (UOx), hasta el más bajo encontrado con la tinta de 

Pd-Co/UOx de 0.31 V en PBS pH 7.4, demostrando una sinergia entre los nanomateriales 

y la enzima. La tinta de Pd-Co/UOx presento una alta sensibilidad en presencia de AU en 

PBS pH 7.4 con 11.0 µA·mM-1 así se obtuvieron los parámetros del sensor con un límite 

de detección de 5.4 ± 0.3 µM, con una rango lineal de 0-250 µM para las pruebas en pH 5.6 

la tina de Ni-Co/UOx presentó el mejor desempeño con un LOD 4.4 ± 0.2 µM, sensibilidad 

de 10.9 µA·mM-1 y un rango lineal de 0-100 µM. Finalmente se realizaron pruebas de 

interferencia a las tintas de Ni-Co/UOx y Co3O4 para validar su selectividad, utilizando 

urea, glucosa, ácido láctico y ácido ascórbico en concentraciones encontradas en fluidos 

biológicos. 
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A B S T R A C T  
 

This work explains in detail the methodology used for the synthesis of cobalt oxide 

nanostructures by coprecipitation method for their potential application in detection 

and quantification systems of uric acid. Additionally, the evaluation of different cobalt 

nanostructures (Co, Ni-Co, and Pd-Co aerogels) is presented to obtain comparative 

information regarding the synthesized cobalt oxide nanoparticles. Electrochemical 

characterization was carried out in a half-cell with phosphate buffer electrolytes (PBS) 

0.1M at pH 7.4 and 5.6, with different concentrations of uric acid, in ranges similar to 

those reported in various biological fluids (sweat, blood, and tears). Electrocatalytic 

inks showed a reduction in the oxidation potential of 0.50 V in urate oxidase (UOx) 

enzyme, up to the lowest found with the Pd-Co/UOx ink of 0.31 V in PBS pH 7.4, 

demonstrating synergy between nanomaterials and the enzyme. The Pd-Co/UOx ink 

showed high sensitivity in the presence of AU in PBS pH 7.4 with 11.0 µA·mM-1, thus 

obtaining sensor parameters with a detection limit of 5.4 ± 0.3 µM, with a linear range 

of 0-250 µM for tests at pH 5.6, the Ni-Co/UOx ink showed the best performance with 

a LOD of 4.4 ± 0.2 µM, sensitivity of 10.9 µA·mM-1, and a linear range of 0-100 µM. 

Finally, interference tests were performed on Ni-Co/UOx and Co3O4 inks to validate 

their selectivity, using urea, glucose, lactic acid, and ascorbic acid at concentrations 

found in biological fluids. 
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1. INTRODUCCIÓN Y FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 1.1. Generalidades del ácido úrico. 

El ácido úrico (2,6,8-trihidroxipurina, AU) es el principal producto final del 

metabolismo de las purinas (Lakshmi et al., 2011). La estructura química del AU se 

muestra en la Fig. 1, cuenta con un peso molecular de 168,1116 g/mol, es una sustancia 

cristalina blanca e insípida que es difícilmente soluble en agua o etanol y es débilmente 

alcalina, por lo que puede formar sal con un ácido fuerte (Q. Wang et al., 2020). 

 

Fig. 1 Estructura del AU (Wang et al., 2020). 

El AU se produce a partir de purinas por la enzima xantina oxidasa a través de la ruta 

del metabolismo de las purinas. Alrededor de 350 mg de AU se producen diariamente 

por síntesis endógena, mientras que unos 300 mg/día se ingieren en los alimentos 

(Lakshmi et al., 2011). 

  1.1.1. Enfermedades relacionadas a niveles anormales de ácido úrico. 

Las altas concentraciones de AU en el cuerpo humano se han relacionado con muchas 

enfermedades, como la gota, la hiperuricemia, la enfermedad de Lesch-Nyan, la 

obesidad, la diabetes, el colesterol alto, la presión arterial alta, la enfermedad renal y la 

enfermedad cardíaca (Lakshmi et al., 2011). 

Las concentraciones séricas de ácido úrico en niños se encuentran aproximadamente 

de 3 a 4 mg/dl, y se incrementarán en 1 a 2 mg/dl en los hombres durante la pubertad 

y en las mujeres durante la menopausia (Academia Nacional de Medicina, 2014). Los 

niveles normales de ácido úrico en orina se han establecido entre 2,4 y 6 mg/dL (161 y 

403 µM) en las mujeres, y entre 3,4 y 7mg/dL (228 y 470 µM) en los hombres. Un 
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nivel superior a 7mg/dL (470 µM) se relaciona a la hiperuricemia (Álvarez-Ponce V. 

et al., 2018). En otros estudios la hiperuricemia también se ha utilizado como factor 

predictor de complicaciones materno-fetales y de secuelas maternas del posparto 

tardío. Diversos estudios han demostrado su influencia en la génesis de la 

preeclampsia-eclampsia (Vázquez-Rodríguez JG & Rico-Trejo E., 2011). 

Debido a que la hiperuricemia es un paso clave inicial en la etiopatogenia de la gota, 

aumentando drásticamente el riesgo de padecer gota a medida que lo hace la uricemia 

(Álvarez-Lario, 2014). La gota es una forma compleja de artritis, caracterizada por una 

acumulación de cristales de urato en las articulaciones. Esto último la coloca como una 

de las enfermedades más dolorosas y molestas, además que el tratamiento empleado 

no alivia la sintomatología al instante. 

  1.1.2. Métodos convencionales para la detección de ácido úrico.  

La metodología convencional para la evaluación de los niveles de ácido úrico consiste 

en el análisis de una prueba comúnmente de sangre, aunque también se puede realizar 

en orina. La muestra de sangre se obtiene utilizando una aguja para la extracción a 

través de una vena en el brazo, implicando riesgos en el sangrado como infecciones, 

moretones, dolor e incomodidad al paciente. Además, como afecciones posteriores se 

encuentran sensaciones de dolor en la zona. Estos problemas pueden acrecentarse 

cuando la toma de muestra es en infantes, aunado a esto la obtención de los resultados 

puede llevar de 1 a 2 días (Torres-Arce & Vallejo-Samaniego, 2014). 

La determinación de ácido úrico en suero juega un papel importante en la medicina de 

laboratorio y, por lo tanto, se determina de forma rutinaria en el laboratorio clínico. Los 

métodos comunes para el ensayo de ácido úrico en suero incluyen el método 

fotométrico que se basa en la reducción del ácido fosfotúngstico por ácido úrico para 

dar azul de tungsteno, la cromatografía líquida de alto rendimiento en columnas de fase 

reversa junto con detección por absorbancia UV o espectrometría de masas (MS), y los 

métodos basados en uricasa que utilizan la oxidación enzimática específica del ácido 

úrico por oxígeno para producir peróxido de hidrógeno, alantoína y dióxido de carbono 

(Y. Zhao et al., 2009). Cada uno de estos métodos emplean múltiples pasos de reacción 
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química que incluyen la preparación del suero, varios pasos de preparación de la 

muestra y eventualmente el uso de métodos espectroscópicos para identificar el 

producto o una técnica de cascada enzimática que determina indirectamente la 

concentración del H2O2 intercalado. También en estos ensayos, la muestra de sangre 

debe convertirse en suero desnaturalizado, ya que las partículas de sangre coagulada 

tienden a crear señales de detección erróneas. El proceso de desnaturalización de la 

sangre requiere tiempo e impide un análisis rápido y los métodos de detección 

requieren procesos operativos complejos, instrumentos costosos y una disposición 

previa estricta (Lakshmi et al., 2011). Por lo cual se busca simplificar y eficientizar los 

procesos en el análisis de ácido úrico. 

  1.1.3. Cuantificación de ácido úrico en fluidos biológicos.  

a) Sangre. 

En la actualidad la mayoría de las enfermedades se diagnostican por medio de la 

detección de sustancias químicas en la sangre. La concentración de UA encontrada para 

suero en un estudio realizado por Shibasaki et al., 2012 en 6.31 ± 0.24 mg/dl mientras 

que según indica Aafria et al., 2022 el rango normal de AU en el suero sanguíneo 

humano debe estar entre 0,130 y 0,46 mM. 

b) Saliva. 

La saliva es uno de los fluidos para análisis de metabolitos más empleado debido a que 

la toma de muestra es no invasiva y fácil. Los marcadores químicos en la saliva 

incluyen metabolitos (por ejemplo, ácido úrico, glucosa), una variedad de proteínas 

(por ejemplo, lactato deshidrogenasa (LDH), α-amilasa, albúmina) y hormonas (por 

ejemplo, cortisol, testosterona. Un estudio realizado por Shibasaki et al., 2012, registra 

la concentración de AU en saliva en 3.38 ± 0.21 mg/dl. 

c) Sudor.   

El sudor representa un biofluído importante y valioso utilizado para sensores portátiles 

no invasivos. Los sensores de sudor portátiles permiten con éxito el monitoreo no 

invasivo, rápido y continuo. Se reporta que el pH normal del sudor oscila entre 4.0 y 

7,0 (Xu et al., 2021)(Promphet et al., 2019). El análisis de este biomarcador presenta 
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la dificultad para producir suficiente sudor para el análisis, la evaporación de la 

muestra, la falta de dispositivos de muestreo apropiados, la necesidad de un personal 

capacitado, así como la normalización del volumen de muestreo (Sonner et al., 2015). 

Según un estudio realizado por Huang et al., 2002 muestran que la concentración de 

ácido úrico en el sudor es de 24,5 µmol/L. Esto evidencia la dificultad de su detección 

debido a la mínima concentración.  

Un estudio realizado por Al-Tamer et al., en 1997 a pacientes urémicos donde se midió 

la concentración de ácido úrico en sangre, orina y sudor, mostró que la concentración 

de AU entre los pacientes estaba entre 0.02 y 0.06 mmol/L. 

d) Orina.  

La orina es un líquido transparente, estéril y de color ámbar generado por los riñones. 

Los principales marcadores químicos de la orina incluyen metabolitos (por ejemplo, 

urea, ácido úrico, creatinina, bilirrubina, glucosa) y proteínas (por ejemplo, N-acetil-

bD-glucosaminidasa, IL18, albúmina, lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos, 

proteína fijadora de ácidos grasos de tipo hepático, cistatina C) (Broza et al., 2019). En 

el mismo estudio de Huang et al., 2002 se encontró que la concentración media de ácido 

úrico en la orina y suero son 3.7 mmol/L y 0.3894 mmol/L respectivamente. El rango 

de referencia clínico para el pH se reporta entre 4.5 y 8 (con un promedio de 5 a 6) 

(Cook et al., 2007). 

A continuación, la Tabla 1 muestra diferentes fluidos biológicos y su pH así como las 

concentraciones de ácido úrico reportadas. 

 

Tabla 1 Concentraciones de AU reportada en diferentes fluidos biológicos. 

Fluido 
Concentración 

(µM) pH Referencia 

Sangre 90 - 420 7.4 Maiuolo et al., 2016 

Orina 1400 - 4400 4.5 - 8.0 (5-6) Erden & Kılıç, 2013, 
Cook et al., 2007 

Sudor 24.5 4.0 - 6.8 
Huang et al., 2002 , 

Xu et al., 2021, 
Promphet et al., 2019, 
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Saliva 201.1 ±2.5 6.7 - 7.5 Shibasaki et al., 2012, Caridad, 
2008 

Lágrimas 107.2 - 118.9 7.0- 7.7 
Georgakopoulos et al., 2009, 
Horwath‐Winter et al., 2009, 

Carney et al., 1989 

 

 1.2. Detección enzimática de ácido úrico. 

  1.2.1. Urato oxidasa. 

 

Fig. 2 Reacción de UOx y AU (Y. Zhao et al., 2009). 

El urato oxidasa, o uricasa es una enzima peroxisomal que cataliza la oxidación del 

ácido úrico en la mayoría de los mamíferos. Sin embargo, en humanos y en otras 

alantoínas de primates, la enzima se ha perdido por algún mecanismo desconocido (Wu 

et al., 1989). Está enzima homotetramérica que cataliza la reacción de oxidación del 

AU para producir alantoína y peróxido de hidrógeno, ha demostrado ser inmensamente 

fructífera para su detección selectiva (Verma et al., 2019). 

  1.2.2. Detección por peróxido de hidrógeno (H2O2). 

El peróxido generado enzimáticamente se puede detectar electroquímicamente 

utilizando electrodos amperométricos. Esta detección implica medir la respuesta 

anódica o catódica, que surge de la oxidación o reducción de H2O2 respectivamente en 

la superficie del electrodo de trabajo.  끫欎끫殠끫欜끫殠 → 끫欜끫殠 + 끫殠끫欎+ + 끫殠끫欼−  − 끫歐끫歐끫歐끫歐끫歐끫歐끫歐ó끫歎 끫欎끫殠끫欜끫殠 + 끫殠끫欼− + 끫殠끫欎+ → 끫殠끫欎끫殠끫欜 − 끫歖끫欼끫歐끫歜끫歐끫歐끫歐ó끫歎 

La oxidación electroquímica del peróxido exige potenciales elevados > 0,40 V, sin 

embargo, a estos potenciales elevados existen otras especies electroactivas como el 

ácido ascórbico las cuales también pueden sufrir una oxidación, causando 

interferencias potenciales con el análisis. Para los biosensores amperométricos de ácido 

úrico, un inconveniente importante es la posible oxidación del propio ácido úrico, junto 
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con otros elementos electroactivos de la muestra, cuando entran en contacto con la 

superficie del electrodo, particularmente el platino (Erden & Kılıç, 2013). 

 1.3. Electrodos modificados con nanomateriales conductores.  

Un biosensor electroquímico es un dispositivo analítico que transduce eventos 

bioquímicos como la reacción enzima-sustrato en señales eléctricas. En este tipo de 

sensor, un electrodo es un componente clave que se emplea como soporte sólido para 

la inmovilización de biomoléculas y el movimiento de electrones (Cho et al., 2020), la 

Fig. 3 muestra un esquema del principio del biosensor. En los últimos años, la 

modificación del transductor con nanomateriales se ha estudiado cada vez más y ofrece 

muchas ventajas. La sensibilidad y el rendimiento general de los biosensores 

enzimáticos han mejorado enormemente como resultado de la incorporación de 

nanomateriales en su fabricación (Putzbach & Ronkainen, 2013).  

 

Fig. 3 Esquema de principio analítico para biosensores electroquímicos basados en 
nanomateriales de carbono y no carbono (Cho et al., 2020). 

Varios nanomateriales han proporcionado un sustrato sólido innovador para un análisis 

in situ de alta sensibilidad mediante la amplificación de señales en biosensores 

electroquímicos. Se introdujeron varios tipos de nanomateriales funcionales 

(nanotubos de carbono, grafeno, nanopartículas metálicas, de sílice, nanocables, óxido 

de indio y estaño y polímeros orgánicos), que se usan comúnmente para la construcción 

de matrices de soporte de electrodos muy efectivas debido a su alta conductividad 

eléctrica, enorme área superficial, etc (Cho et al., 2020). 

Tabla 2 Detección de ácido úrico con diferentes sensores reportados. 
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Muestra 
Elemento de 

reconocimiento 
Soporte 

Límite de 
detección 

Sensibilidad Rango lineal Referencia 

Sudor UOx/PSS 
PEDOT 
Hidrogel 

LDD 1.2 
µM 

0.875 µA/mM 
cm2 

2,0 a 250 μM Xu et al., 2021 

Orina Uox 
Membrana 

de 
teflón 

0.1 µM - 0.1 – 0.5 µM Akyilmaz, 2003 

Fluidos 
biológicos 

Uox 
Matriz sol-

gel 
20 nM - 1 µM 

Martinez-Pérez 
et al., 2003 

Orina Uox 
Carbono 
poroso 

4 µM 
2.5 µA/mM 

cm2 
10 .0 – 400.0 

µM 
Uchiyama&Sak

amoto, 1997 

Sangre Uox 
Electrodo 

Au 
- 

143.0 nA/µM 
cm2 

Hasta 6.0 µM 
Kuwabata et al., 

1998 

Sangre Uox 

Vidrio 
recubierto 

de 
Pt/Ti/NiO 

0.11 mM 
1278.48 

µA/mM cm2 
0.05 – 1.0 

mM 
Arora et al., 

2011 

Sangre Uox 
Película de 
polianilina 

0.01 mM 

47.2 
mA/mM 

10.66mA/m 
M 

0.01 – 0.05 
mM 

0.1 – 0.6 mM 

Arora et al., 
2007 

Orina Uox Quitosano 0.85 µM 
29.5 µA/mM 

cm2 
2.0 – 30.0 µM 

ZHAO et al., 
2009 

Orina Uox 
Electrodo de 

carbono 
0.015 mM 

2.10 µA/mM 
cm2 

0.015–0.25 
mM 

Kanyong et al., 
2012 

Orina Uox 

Electrodo 
modificado 

NP’s de 
ZnO y 

MWCNT 

2.0 mM 
393.0 

mA/mM cm2 
5.0 µM–1 

mM 
Y. Wang et al., 

2009 

 

 1.4. Nanoestructuras de cobalto para la detección de ácido úrico. 

Un valor esencial para la explicación de las características eléctricas de los materiales 

es el valor de la banda prohibida, la cual nos señala la existencia de un rango prohibido 

de energía (band-gap) entre las bandas de valencia y de conducción, en el caso de los 

nanomateriales de óxidos metálicos les permite ser utilizados en sensores 

electroquímicos, además sus propiedades de detección dependen del tipo de 

semiconductor; los semiconductores de tipo n y tipo p como el óxido de cobalto (CoOx) 

se comportan de manera diferente en términos de funciones de receptor, caminos de 

conducción y mecanismos de detección debido a los diferentes tipos de portadores de 

carga mayoritarios (Sahin & Kaya, 2019). 
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  1.4.1. Óxido de Cobalto. 

El óxido de cobalto (CoOx) ha recibido mucha atención debido a sus propiedades 

electrocatalíticas, estabilidad química y bajo costo. Se ha demostrado que muestra una 

excelente actividad electrocatalítica frente a varios compuestos, como la glucosa, el 

glutatión, los carbohidratos, los nitritos, el H2O2 y el arsénico (III) (S.-J. Li et al., 2014). 

La Fig. 4 muestra la estructura presente en la espinela del Co3O4. 

  

Fig. 4 Celda unitaria (izquierda) y celda primitiva (derecha) de Co3O4. Las bolas de color cian 
claro y azul marino indican iones Co2+ y Co3+, las bolas rojas indican iones O2− (Chen et al., 

2011). 

  1.4.2. Aerogeles. 

Los aerogeles son materiales que exhiben propiedades únicas debido a su estructura 

altamente porosa y liviana. Estos materiales sólidos están formados por una red 

tridimensional interconectada de nanopartículas o materiales nanoestructurados, 

estando compuesta una parte importante de su volumen por aire o gas. Los aerogeles 

de cobalto, en particular, han atraído la atención por sus posibles aplicaciones en varios 

campos, como la catálisis (Martinez-Lazaro et al., 2022), el almacenamiento de energía 

(J. Zhao et al., 2019) y la detección (Gao & Wen, 2021). 

Generalmente, la síntesis de aerogeles contiene principalmente tres pasos: 1) la 

preparación de una solución precursora uniformemente dispersa, 2) el proceso de 

gelificación y 3) el proceso de secado. El proceso de gelificación es uno de los pasos 

clave en la preparación de aerogeles, durante el cual el gel con red interconectada 

formada a partir de la solución y el aerogel con red casi sin cambios como gel se obtiene 
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después de reemplazar el solvente en gel con aire por las técnicas especiales de secado 

(Yang et al., 2019). 

Los aerogeles con una estructura porosa altamente interconectada y una alta superficie 

específica pueden proporcionar canales rápidos de transporte de masa y transferencia 

de electrones, y abundantes superficies para la adsorción de analitos, y son excelentes 

materiales para biosensores como se muestra en la Tabla 3. 

Tabla 3 Recopilado de biosensores basados en aerogeles obtenido de Yang et al., 2019. 

Material Analito Tipo sensor 
Límite de 
detección 

(M) 
Sensibilidad  

Rango lineal 
(M) 

Cu2O-CuO/ 
Quitosano/ 

Aerogel NTC 
multipared 

Glucosa 
Electroquímico 
(Amperometría) 

0.0003×10−6  
68.5 μA 

(mM cm2) −1 
0 –  

40 000 × 10−6 

Au/Aerogel de 
grafeno 

Glucosa 
Electroquímico 
(Amperometría) 

4 × 10−6 
2.6862 μA 

mM−1 
10 – 

16 000 × 10-6 

Pd-Au/ 
Aerogel grafeno 
funcionalizado 

N, S 

Dopamina 
Electroquímico 

(DPV) 
0.00036×10−6 

39.5 μA 
(μM cm2)−1 

0.001 –  
40 × 10−6  

Grafeno/ 
Aerogel NTC 

AU 
Electroquímico 

 (DPV) 
0.1×10−6 

64.5 μA 
(μM cm2)−1 

2.5 – 
65 × 10−6 

Ag/Aerogel de 
grafeno 

H2O2 

Electroquímico 
 

(Amperometría) 
6.8 × 10−6 

419.7 μA  
(mM cm2)−1 

16 –  
27 000 × 10−6 

 

 1.5. Pruebas electroquímicas. 

La electroquímica es una herramienta poderosa para investigar reacciones que 

involucran transferencias de electrones. La electroquímica relaciona el flujo de 

electrones con los cambios químicos. En química inorgánica, el cambio químico 

resultante suele ser la oxidación o reducción de un complejo metálico. 

  1.5.1. Voltamperometría cíclica. 

La voltamperometría cíclica (VC) es una técnica electroquímica poderosa y popular 

comúnmente empleada para investigar los procesos de reducción y oxidación de 
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especies moleculares.VC también es invaluable para estudiar reacciones químicas 

iniciadas por transferencia de electrones, que incluye la catálisis (Elgrishi et al., 2018). 

  1.5.2. Cronoamperometrías.  

Métodos electroquímicos que utilizan un paso de potencial y tienen lecturas de 

corriente de salida en función del tiempo (Zoski, 2007). 

  1.5.3. Celda electroquímica. 

El recipiente utilizado para un experimento de voltamperometría cíclica se llama celda 

electroquímica. En la figura Fig. 5 se presenta una representación esquemática de una 

celda electroquímica. Las secciones siguientes describirán la función de cada 

componente y cómo ensamblar una celda electroquímica para recopilar datos durante 

los experimentos de VC. 

 

Fig. 5 Representación esquemática de una celda electroquímica para experimentos (Elgrishi 
et al., 2018).  

 Preparación de solución electrolítica. 

A medida que los electrones se transfieren del electrodo al analito, los iones se mueven 

en la solución para compensar la carga y cerrar el circuito eléctrico. Se disuelve una 

sal, llamada electrolito de soporte, en el disolvente para ayudar a disminuir la 

resistencia de la solución. La mezcla del disolvente y el electrolito de soporte se 

denomina comúnmente solución de electrolito. 
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Electrodo de trabajo (WE).  

El electrodo de trabajo lleva a cabo el evento electroquímico de interés. Se utiliza un 

potenciostato para controlar el potencial aplicado del electrodo de trabajo en función 

del potencial del electrodo de referencia. El aspecto más importante del electrodo de 

trabajo es que está compuesto de material redox-inerte en el rango de potencial de 

interés. (Elgrishi et al., 2018). 

Electrodo de Referencia (RE).  

Un electrodo de referencia tiene un potencial de equilibrio estable y bien definido. Se 

utiliza como punto de referencia contra el cual se puede medir el potencial de otros 

electrodos en una celda electroquímica. Por lo tanto, el potencial aplicado normalmente 

se informa de acuerdo a una referencia específica. Algunos electrodos de referencia 

comunes utilizados en medios acuosos incluyen el electrodo de calomelanos saturados 

(SCE), el electrodo de hidrógeno estándar (SHE) y el electrodo de AgCl/Ag (Elgrishi 

et al., 2018). 

Contraelectrodo (CE).  

Cuando se aplica un potencial al electrodo de trabajo de manera que pueda ocurrir la 

reducción (u oxidación), la corriente comienza a fluir. El propósito del contraelectrodo 

es completar el circuito eléctrico. La corriente se registra a medida que los electrones 

fluyen entre WE y CE. Para garantizar que la cinética de la reacción que ocurre en el 

contraelectrodo no inhiba las que ocurren en el electrodo de trabajo, el área de 

superficie del contraelectrodo es mayor que el área de superficie del electrodo de 

trabajo. Normalmente se utiliza un alambre o disco de platino como contraelectrodo, 

aunque también se encuentran disponibles contraelectrodos a base de carbono (Elgrishi 

et al., 2018). 
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JUSTIFICACIÓN 

Se han asociado elevadas concentraciones de ácido úrico (AU) en el organismo humano 

con diversas enfermedades como: la gota, la hiperuricemia, enfermedad de Lesch-

Nyhan, obesidad, diabetes, hipertensión arterial, enfermedades renales y problemas 

cardíacos colocándolo como un biomarcador potencial(Lakshmi et al., 2011).  

 

Los biosensores electroquímicos son populares debido a su bajo costo y tiempos de 

respuesta relativamente bajos (Putzbach & Ronkainen, 2013). Por lo cual, en la 

actualidad su desarrollo orientado a la detección y cuantificación de metabolitos se 

encuentra en auge. La identificación de eventos bioquímicos en la superficie del 

electrodo en un biosensor requiere una matriz transductora adecuada que pueda 

permitir la transferencia de carga rápida, la fácil inmovilización de la enzima y 

proporcionar un microambiente homeostático para la actividad y estabilidad de la 

enzima (Verma et al., 2019). Se han propuesto biosensores basados en diferentes 

matrices transductoras, como polímeros conductores (Bayramoğlu et al., 2010), 

materiales de carbono (Omar et al., 2016), nanopartículas metálicas o de óxido metálico 

(Zhang et al., 2004), que demuestran una sensibilidad razonablemente buena hacia el 

AU.  

Sin embargo, la baja actividad enzimática, la lenta cinética de los electrodos, la 

interferencia debida a los altos sobrepotenciales y el complicado proceso de fabricación 

presentan algunos de los principales inconvenientes. Por lo tanto, es de gran 

importancia desarrollar una matriz altamente eficiente con el fin de lograr una mayor 

precisión para detectar y cuantificar AU en concentraciones muy bajas a una velocidad 

más rápida y sin ninguna interferencia (Verma et al., 2019). 
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DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA 

En la actualidad, la mayoría de los métodos para la detección de niveles de ácido úrico 

como la espectrofotometría, la cromatografía iónica, la cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC), la espectrometría de masas, la quimioluminiscencia, la 

electroforesis-amperometría capilar, la colorimetría y los kits de prueba enzimáticos, 

son costosos, complejos y requieren mucho tiempo (Ahmad et al., 2017), debido a la 

metodología se requiere de personal médico y de equipo especializado de laboratorio. 

El AU es un biomarcador, presente en diferentes fluidos biológicos, de enfermedades 

como la gota, la hiperuricemia, la enfermedad de Lesch-Nyan, la obesidad, la diabetes, 

el colesterol alto, la presión arterial alta, la enfermedad renal y la enfermedad cardíaca 

(Lakshmi et al., 2011). Es por ello que se propone el desarrollo de un biosensor 

electroquímico empleando la enzima urato oxidasa y funcionalizado con 

nanoestructuras cobalto para la detección de ácido úrico a través soluciones que 

simulen las concentraciones de AU presentes en fluidos biológicos como sangre, sudor 

y saliva. 
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HIPÓTESIS 

El desarrollo de un biosensor basado en estructuras de cobalto con depósitos de una 

tinta basada en la enzima urato oxidasa inmovilizada, mejorará el desempeño en la 

detección y cuantificación de ácido úrico en soluciones controladas en concentraciones 

similares a las presentes en fluidos biológicos como sangre, sudor y saliva en 

comparación con otros sensores reportados.   
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OBJETIVOS 

 1.6. Objetivo general   

Desarrollar un biosensor electroquímico basado en la enzima UOx inmovilizada en 

nanoestructuras de cobalto, para detectar y cuantificar ácido úrico en soluciones con 

concentraciones similares a las presentes en sangre, sudor y orina. 

 

 1.7. Objetivos específicos   

1. Sintetizar nanoestructuras de cobalto por método de coprecipitación.  

2. Caracterizar las nanoestructuras de cobalto por métodos fisicoquímicos, 
microscópicos y electroquímicos como SEM, XRD, XPS y voltamperometría 
cíclica. 

3. Evaluar las nanoestructuras de cobalto como biosensores electroquímicos de 
ácido úrico empleando la enzima UOx inmovilizada mediante tratamiento de 
entrecruzamiento. 

4. Sintetizar y caracterizar los materiales obtenidos como desarrollar los 
bioelectrodos para el sensor de ácido úrico utilizando la enzima urato oxidasa 
sintetizada con nanoestructuras de cobalto.  

5. Determinar los límites de cuantificación y de detección de los electrodos en 
pruebas con soluciones sintéticas que simulen las concentraciones de AU en 
fluidos biológicos como sangre, sudor y saliva. 
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2. METODOLOGÍA 

 2.1. Preparación de soluciones. 

Se preparó un buffer de Tris-HCl a un pH 8.8 empleando tris(hidroximetil) 

aminometano (Sigma-Aldrich), agua desionizada como disolvente y se ajustó el pH 

con ácido clorhídrico (HCL). Para la simulación de fluidos biológicos se prepararon 2 

buffers de fosfato salino, uno a pH 7.4 y otro a pH 5.6, para su preparación se utilizaron 

fosfato de potasio monobásico (KH2PO4, Macron), fosfato de sodio dibásico 

dodecahidratado (Na2HPO4·12H2O, J.T. Baker) y como disolvente agua desionizada, 

se ajustó el pH con HCl y NaOH según fue el caso. También se preparó una solución 

de glutaraldehído (Sigma-Aldrich) al 5%. 

 2.2. Síntesis de nanoestructuras de cobalto. 

  2.2.1. Síntesis de nanopartículas de óxido de cobalto (Co3O4). 

Se utilizó una metodología similar a la propuesta por (Nallusamy & Sujatha, 2021), se 

preparó una disolución de cloruro de cobalto (II) hexahidratado (Sigma-Aldrich) de 1 

M en agua destilada con agitación constante, posteriormente se agregó una solución de 

hidróxido de potasio de grado analítico (Karal) 2 M mediante goteo constante y se 

mantuvo la agitación durante 3h a temperatura ambiente (≈22°C) (Fig. 6). 

Posteriormente se centrifugó la solución a 1500 rpm durante 30 min, para obtener un 

precipitado de hidróxido de cobalto. Se lavó 3 veces con agua destilada y etanol y 

finalmente el precipitado se dejó secar a 80 °C durante 5 h. 
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Fig. 6 Esquema de la primera parte de la síntesis de óxido de cobalto por medio de 
coprecipitación. 

 

 En la Fig. 7 se muestra una fotografía del polvo obtenido a partir de la síntesis antes 

descrita. 

 

Fig. 7 Polvos obtenidos de la síntesis por coprecipitación de las NP´s Co3O4. 

  2.2.2. Síntesis de aerogeles de cobalto. 

El procedimiento de síntesis de los aerogeles utilizados fue el desarrollado por 

Martinez-Lazaro et al., 2022 (Fig. 8). Los aerogeles de Co-TM se sintetizaron mediante 

la adición de 20 mL de una solución de 2 mg mL-1 de CoCl2·6H2O (Sigma-Aldrich) y 

la sal con MT de acuerdo a cada aerogel, PdCl2·6H2O (Sigma-Aldrich), NiCl2·6H2O 

(Sigma-Aldrich), (relación volumen 4:1), que se redujo en una solución de carbonato 

de sodio (JT. Baker R) y ácido glioxílico monohidrato (Sigma-Aldrich) (relación 

volumen 6:1) en agua desionizada. La fuente de calor utilizada fue el calentamiento 

por microondas (MW) y la temperatura se fijó en 67 ºC y se controló introduciendo un 
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termopar, conectado con un controlador PID, en la mezcla de precursores. El tiempo 

de síntesis para la formación de nanopartículas (NPs) y el proceso de gelificación se 

fijó en 7 horas a presión atmosférica, dentro de un sistema cerrado. En la Fig. 9 se 

muestran los aerogeles empleados. 

 

Fig. 8 Procedimiento de obtención de aerogeles mediante la metodología sol-gel (Martinez-
Lazaro et al., 2022).  

 

 

Fig. 9 Aerogeles de Co, Co-Ni y Co-Pd utilizados. 
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 2.3. Caracterización fisicoquímica. 

  2.3.1. Difracción de Rayos X (XRD). 

Cuando una fuente de rayos X es difundida por el entorno ordenado de un cristal, hay 

interferencias tanto constructivas como destructivas entre los rayos dispersados porque 

las distancias entre los centros de difusión son del mismo orden de magnitud que la 

longitud de la radiación dando como resultado la difracción. La difracción de rayos X 

proporciona un medio adecuado y práctico para la identificación cualitativa de 

compuestos cristalinos y puesto que cada sustancia cristalina presenta un patrón de 

difracción único, los métodos de rayos X de polvo cristalino son los adecuados para la 

identificación cualitativa (Skoog, 2008). 

  2.3.2. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). 

Para obtener una imagen por microscopía electrónica de barrido, se enfoca un haz de 

electrones muy fino sobre la superficie de la muestra sólida. Con instrumentos 

análogos, el haz de electrones se pasa por la muestra en un barrido de trama mediante 

bobinas de barrido. Para el patrón de barrido el haz de electrones 1) barre la superficie 

en línea recta en la dirección x, 2) vuelve a la posición inicial y 3) se desplaza hacia 

abajo en la dirección y un incremento estándar. El proceso se repite hasta que el área 

deseada de la superficie ha sido barrida (Skoog, 2008). 

  2.3.3. Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). 

En la espectroscopía fotoelectrónica de rayos X re registra la energía cinética de los 

elementos emitidos, Por consiguiente, el espectro es una gráfica de la cantidad de 

electrones emitidos o de la potencia del haz de electrones en función de la energía (o 

de la frecuencia o de la longitud de onda) de los electrones emitidos. Esta técnica 

proporciona información cualitativa y cuantitativa sobre la composición elemental de 

la materia, en particular de superficies de sólidos además a menudo proporciona 

información estructural de gran utilidad (Skoog, 2008). 
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 2.4. Caracterización electroquímica. 
Se realizaron las pruebas electroquímicas con un potenciostato/galvanostato Epsilon 

BASi, se utilizó un sistema de tres electrodos: Ag/AgCl como electrodo de referencia 

(RE), grafito como contraelectrodo (CE) y como electrodo de trabajo (WE) se 

emplearon electrodos de carbón vítreo (GCE). La celda empleada se muestra en la Fig. 

10. 

 

Fig. 10 Arreglo de 3 electrodos empleado para las pruebas electroquímicas. 

  2.4.1. Preparación de tintas electrocatalíticas. 

Se realizaron tintas utilizando dos disoluciones; la primera fue la disolución de la 

enzima urato oxidasa de Candida sp. (Sigma-Aldrich) en Buffer TRIS- HCl pH 8.8, 

etanol y glutaraldehído, la disolución se sónico entere la adición de cada reactivo y se 

agitó. Para la segunda disolución se utilizó catalizador (nanoestructuras de cobalto), 

agua desionizada, el ionómero Nafion® (Sigma-Aldrich) y de igual forma se sónico 

entre cada adición y al final se agregó la disolución del catalizador en la disolución de 

la enzima, al último se sonicó la tinta por 30 min.  

Así mismo se prepararon tintas utilizando diferentes catalizadores (aerogeles de Co, 

Ni-Co, Pd-Co y nanopartículas de Co3O4), para las pruebas se utilizaron tintas con y 

sin enzima como blancos realizando las pruebas juntando la tinta de la enzima y sin 

unirla.  
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  2.4.2. Voltamperometrías cíclicas. 

Se realizaron primero voltamperometrías cíclicas a las tintas compuestas solo por 

nanoestructuras de cobalto sin enzima para conocer la capacidad catalítica de estos 

materiales en la oxidación de ácido úrico, para ellos se evaluaron en media celda en 

PBS pH 7.4 y 5.6, se depositó 10µL de tinta en cada GCE y se dejaron secar por 24 h, 

utilizando una ventana de potencial de -0.2 a 0.65 V, a una velocidad de barrido de 

10mVs-1, realizando pruebas con las concentraciones 0 y 500 µM de AU. 

Posteriormente se evaluaron las tintas enzimáticas con los nanomateriales y se 

compararon blancos de enzima y material catalizador. 

  2.4.3. Amperometrías. 

Las amperometrías se trabajaron con el arreglo de electrodos ya mencionado, en media 

celda, en electrolitos de PBS pH 7.4 y 5.6, adicionando las concentraciones de 0, 5, 10, 

15, 20, 25, 30, 50, 100, 250, 400 y 500 µM, estas pruebas se realizaron en estático. Se 

repitieron las pruebas ahora en agitación las mismas adiciones con las mismas 

adiciones (0 a 500 µM), por triplicado para todas las tintas, entre cada adición se esperó 

que la corriente se estabilizara para continuar las adiciones. 

 Michaelis Menten. 

Con las curvas de calibración de cada material se calcularon las constantes de 

Michaelis-Menten (Km), que nos describe la relación entre la velocidad inicial de la 

reacción y la concentración del sustrato bajo las condiciones de estado estacionario. El 

método para determinar los valores de Vmáx y Km fue el de Lineweaver-Burk que 

utiliza la forma recíproca de la ecuación de Michaelis-Menten: 

1끫毆 = � 끫歼끫歼끫殒끫殴á끫毊� 1

[끫殌]
+

1끫殒끫殴á끫毊 

Donde: 끫殒끫殴á끫毊 = 끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒 끫歼á끫毊끫殒끫歼끫殒 끫殼끫殼끫殒 끫殺끫殼끫殒끫殒끫殒 끫殒끫殒끫殒끫殒끫殜끫殜끫殒끫殜 끫殒끫殒 끫殜끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒ó끫殜. 

[끫殌] = 끫殌끫殼끫殌끫殌끫殜끫殒끫殒끫殒 
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끫歼끫歼 = 끫歬끫殒끫殜끫殌끫殌끫殒끫殜끫殌끫殒 끫殒끫殒 끫殀끫殒끫殒ℎ끫殒끫殒끫殒끫殒끫殌 − 끫殀끫殒끫殜끫殌끫殒끫殜 

Esta ecuación lineal que se obtuvo con los recíprocos de las corrientes y las 

concentraciones de AU. 

 Límites de detección y cuantificación. 

 Se calcularon los límites de detección y cuantificación a cada una de las tintas 

evaluadas a partir de las siguientes ecuaciones: 

끫歾끫歾끫歾 =
3끫欜끫歪끫殞  

끫歾끫歾끫歾 =
10끫欜끫歪끫殞  

끫欜끫歪 = 끫歾끫殒끫殌끫毆끫殒끫殒끫殒끫殒ó끫殜 끫殒끫殌끫殌á끫殜끫殒끫殒끫殜 끫殞 = 끫殆끫殒끫殜끫殒끫殒끫殒끫殜끫殌끫殒 끫殒끫殒 끫殒끫殼끫殜끫毆끫殒 끫殒끫殒 끫殒끫殒끫殒끫殒끫殞끫殜끫殒끫殒끫殒ó끫殜 끫歾끫歾끫歾 = 끫歾í끫歼끫殒끫殌끫殒 끫殒끫殒 끫殒끫殒끫殌끫殒끫殒끫殒끫殒ó끫殜  끫歾끫歾끫歾 = 끫歾í끫歼끫殒끫殌끫殒 끫殒끫殒 끫殒끫殼끫殒끫殜끫殌끫殒끫殠끫殒끫殒끫殒끫殒끫殒ó끫殜 

Los resultados se presentan a continuación en la Tabla 9 Valores de Vmáx, Km, LOD 

y LOQ de las tintas electrocatalíticas obtenidas a partir de las curvas de calibración en 

PBS pH 7.4 y 5.6.Tabla 9. 

  2.4.4. Pruebas de estabilidad. 

De acuerdo con los resultados de las pruebas electroquímicas de cada tinta, se 

realizaron pruebas de estabilidad a las tintas que usaban Ni-Co/UOx y Co3O4/UOx, 

como catalizadores, todas en PBS pH 7.4., todas las pruebas se realizaron por 

triplicado. Se hicieron amperometrías para evaluar las concentraciones de AU y el 

comportamiento de la corriente a lo largo de 3 pruebas continuas, para lo cual, entre 

cada una se hizo un ligero lavado del electrodo con agua desionizada y se dejó secar el 

electrodo aproximadamente 15min. 
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Posteriormente se realizaron los análisis necesarios para comparar las amperometrías 

de los electrodos al 1er, 3er y 10mo día posteriores al depósito, al finalizar cada prueba 

se hizo un pequeño lavado con agua desionizada para remover cualquier resto de AU.  

Finalmente se realizaron cronoamperometrías para medir la estabilidad en la corriente 

con las concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 100, 200, 300, 350, 400, 500 

µM, entre cada adición se hizo una breve agitación de 10s para luego detenerla y correr 

la prueba por 3 min. 

  2.4.5. Prueba de interferentes. 

Para las pruebas de interferencia se realizaron amperometrías con pruebas a media 

celda en PBS pH 7.4 empleando: acido ascórbico, glucosa, urea y ácido láctico, para lo 

cual se consideraron las concentraciones presentes en la sangre mostradas en la Tabla 

4. Se realizaron las pruebas de interferencia a las tintas de Ni-Co/UOx y Co3O4. 

Tabla 4 Concentración de sustancias interferentes con el sensor. 

Interferente Concentración 
en sangre 

Concentración 
utilizada 

Referencia 

Ac. Úrico 90 - 420 μM 200 μM Maiuolo et al., 2016 

Ac. Ascórbico 45 - 118 μM 60 μM Evans et al., 1982 

Glucosa 1.4 - 6.2 mM 6 mM Güemes et al., 2016 

Urea 1.7 - 8.3 mM 6 mM Eggenstein et al., 1999 

Ac. Láctico 1.6 - 3.0 mM 2 mM Sakharov et al., 2010 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 3.1. Caracterización de nanoestructuras de cobalto. 

  3.1.1. Caracterización fisicoquímica. 

 Análisis difracción de rayos X (XRD). 

Se realizó una medición de difracción de rayos X en polvo (XRD) para evaluar la 

cristalinidad de las muestras de nanoestructuras de Co3O4. La Fig. 11 muestra el patrón 

de XRD del material sintetizado al inicio de la experimentación (luego de 1 año de 

haber sido sintetizado) (Antes) y en el segundo patrón la muestra de un material 

sintetizado luego de 2 semanas (Después). En este patrón podemos observar que 

existen 5 picos de difracción principales en los valores 2 Ɵ de aproximadamente 36.5º, 

44.4º, 59.1º, 64.9º y 77.2º, los cuales se les atribuyen a los planos de reflexión (311), 

(400), (511), (440) y (533) (JCPDS No. 65-3103)(Su et al., 2014), respetivamente. Los 

5 planos obtenidos a partir de análisis corresponden a la estructura de espinela de Co3O4 

mismos que observamos en otros análisis como los mostrados por Cardenas-Flechas et 

al., 2022. 

 

Fig. 11.- Difracción de rayos X de nanoestructuras de Co3O4 
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No sé observan cambios significativos en el análisis entre difractograma del Co3O4 

antes y después por lo que nos muestra estabilidad en el material, partiendo de la 

estructura cristalina. 

 Análisis de espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). 

 

Fig. 12 Análisis por XPS a) análisis general de Co2O3, b) análisis elemental de Co 2p de 
Co2O3. 

El estado químico superficial del catalizador se analizó mediante espectro XPS. En la  

Fig. 12a, El espectro del análisis general de XPS muestra que los elementos principales 

de los catalizadores son C, O, Co y Cl, los cuales son característicos de la síntesis.  

Como se muestra en la Fig. 12b, se encontraron picos triples ajustados en el espectro 

de alta resolución de Co 2p. El pico de Co 2p3/2 a 781,96 eV y el pico de Co 2p1/2 a 

797,16 eV pertenecen al Co (III), mientras que el pico de Co 2p1/2 a 801,31 eV y el 

pico de Co 2p3/2 a 785,52 eV corresponden a Co (II) (Wu et al., 2023). Además, hay 

dos picos satélites ubicados en 802,8 y 785,8 eV, verificando aún más la presencia de 

Co (II). Los picos de Co se deconvolucionaron para reducir la energía de enlace, lo que 

demuestra los cambios en el estado electrónico del Co y sugiere que el Co tendrá una 

energía de activación más baja para la reacción química. La relación Co (II)/Co (III) 
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fue de 0,67:1. El diferencial de la relación Co (II)/Co (III) confirma la distribución 

electrónica reequilibrada durante el proceso de donación-aceptación de electrones. 

 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM). 

La morfología de las nanoestructuras de Co3O4 preparadas se caracterizó por 

micrografía SEM mostrada en la Fig. 13.  

 a) b) 

 

 c) d)   

 

Fig. 13 Imagen SEM del Co3O4 a) 3µm, b) 50µm, c) 1µm, d) 300nm.  

El análisis se realizó en diferentes zonas para la caracterización morfológica de las 

nanoestructuras de Co. En las muestras a) y c) podemos observar estructuras en forma 
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de láminas irregulares mayormente cuadradas, rodeadas de una red porosa 

tridimensional a) y d), que puede deberse al material que no se terminó de formar como 

en algunos estudios en donde sintetizaron nanopartículas de Co3O4 (Karuppiah et al., 

2021).  

El tamaño de la arista de las hojuelas cuadradas tuvo mayor frecuencia entre los 154 y 

250 nm, obteniendo una mayor acumulación con tamaño de 249nm. En la imagen b) 

podemos observar un aglomerado del polvo Co3O4. Se observa además que en algunas 

zonas que componen el material las estructuras no son homogéneas y se encuentran 

aglomeradas. 

  3.1.2. Caracterización electroquímica. 

En la Fig. 14 se muestran las voltamperometrías cíclicas de las tintas de los aerogeles 

de a) Co, b) Ni-Co, c) Pd-Co y d) nanopartículas de Co3O4, en una ventana de potencial 

de -0.2 y 0.65 V, para estas tintas, al agregar una alícuota de 500 µM de AU no se 

observa un pico de oxidación característico.  

La voltamperometría cíclica del aerogel de Pd-Co (c)) muestra el perfil electroquímico 

del material donde se puede observar la reducción óxido de Pd (II) (Martínez-Lázaro 

et al., 2022), pero como en los materiales anteriores no se observa una respuesta 

electroquímica en presencia del analito. 

En el caso de las nanopartículas de óxido de cobalto en la figura el perfil electroquímico 

observa un pico de oxidación aproximadamente en 0.4V (vs Ag/AgCl). 
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Fig. 14 Voltamperometrías cíclicas con adición 500 µM de AU a a) aerogel de Co, b) aerogel 
Ni-Co, c) aerogel Pd-Co y d) nanopartículas de Co3O4, en GCE vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 

10 mVs-1. 

 

 3.2. Caracterización electroquímica a tintas enzimáticas. 

Las Fig. 15 y Fig. 16 muestran la comparación entre las tintas de la enzima 

inmovilizada en las diferentes nanoestructuras de cobalto utilizadas, para evaluar su 

comportamiento electroquímico utilizando una concentración de 500µM de ácido 

úrico. En la Fig. 15 se muestran las pruebas con PBS pH 7.4 y la Fig. 16 en PBS pH 

5.6, se eligen estos pH debido a que son los encontrados en fluidos biológicos, 

específicamente en sangre y sudor. 

Las tintas en el PBS pH 7.4 muestran el comportamiento electroquímico de la enzima 

inmovilizada en cada una de ellas, se puede observar que las nanoestructuras de cobalto 

potencian la actividad respecto a la generada por la enzima pura mostrando el inicio 

del pico de oxidación del peróxido generado en 0.5V con una densidad de corriente 

máxima de 22.4 µA/cm2.  
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Se encontró que la tinta que tiene un menor potencial de oxidación es la de Pd-Co/UOx 

en aproximadamente 0.31 V con 34.6 µA/cm2, seguida de Co3O4/UOx con 0.37 V (36.4 

µA/cm2), aerogel de Co 0.45 V (18.0 µA/cm2), aerogel Ni-Co con 0.47 V (51.2 

µA/cm2) y finalmente la UOx con 0.5 V (22.3 µA/cm2), mostrando que todas las 

nanoestructuras disminuyen en menor o mayor medida el potencial de oxidación. 

Además, se observó que el proceso oxido-reducción se encuentra en el mismo 

potencial. Con respecto a la densidad de corriente, se encontró que el material con 

mayor intensidad es el Ni-Co/UOx con el punto máximo en aproximadamente 51.2 

µA/cm2, muy distanciada de la siguiente tinta con 36.4 µA/cm2 correspondiente al 

Co3O4/UOx.  

En la Tabla 5 se muestra la densidad de corriente de todas las tintas en 0.3 V, así como 

el potencial de inicio de la oxidación de cada tinta. 

 
Fig. 15 Voltamperometría cíclica en GCE de aerogeles de Co, Ni y Pd, nanopartículas 
de Co3O4 con UOx y UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 10 mVs-1 con 500µM de AU. 

Tabla 5 Potenciales de oxidación y densidad de corriente de tintas de nanoestructuras de 
cobalto y UOx en PBS pH 7.4. 

Potenciales de oxidación de tintas en pH 7.4 

Material Eox(V) I (µA/cm2) 

UOx 0.50 22.3 
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Co3O4/UOx 0.37 36.4 

Aerogel Co/UOx 0.45 18.0 

Aerogel Ni-Co/UOx 0.47 51.2 

Aerogel Pd-Co/UOx 0.31 34.6 
 

Para la segunda comparación, en PBS pH 5.6, no se presenta gran diferencia en el 

potencial de oxidación entre las tintas como se muestra en la Tabla 6, los potenciales 

rondaron entre 0.32 y 0.37 V, sin embargo, la tinta basada en Co3O4/UOx en 

comparación con las demás tintas tiene mayor corriente la tinta de óxido de cobalto en 

una magnitud cercana a 15.0 µA/cm2, tomando como referencia el potencial a 0.34 V. 

 

Fig. 16 Voltamperometría cíclica en GCE de aerogeles de Co, Ni y Pd, nanopartículas de 
Co3O4 y UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 10 mVs-1 con 500µM de AU. 

Se muestra una clara diferencia en los potenciales de oxidación de peróxido generado 

entre los PBS pH 7.4 y 5.6, en este último los materiales no disminuyen el potencial de 

oxidación en comparación de la tinta de UOx pura, además las densidades de corriente 

caen hasta un 90% como en la tinta de Pd-Co en comparación del PBS pH 7.4. 
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Tabla 6 Potenciales de oxidación y densidad de corriente de tintas de nanoestructuras 
de cobalto y UOx en PBS pH 5.6. 

Potenciales de oxidación de tintas en pH 5.6 

Material Eox(V) I (µA/cm2) 

UOx 0.33 8.9 

Co3O4/UOx 0.34 15.0 

Aerogel Co/UOx 0.34 8.3 

Aerogel Ni-Co/UOx 0.33 9.1 

Aerogel Pd-Co/UOx 0.37 7.6 
 

  3.2.1. Amperometrías.  

La Fig. 17  muestra las amperometrías escalonadas del Co3O4/UOx (a) y Co/UOx (b) 

respectivamente en PBS pH 7.4, con adiciones de AU de 0 a 500 µM sin agitación en 

0.3 V, en donde se puede observar que existe un aumento en la corriente respecto a la 

concentración de AU, sin embargo, no se observa que se alcance una estabilidad en la 

corriente posterior al aumentar la concentración de AU y en algunos casos se observan 

aumentos con mucha inestabilidad como en el aerogel de Co, esto posiblemente porque 

no se tiene una disolución homogénea del ácido úrico en la solución, debido a la falta 

de agitación después de agregar la alícuota de AU. Las amperometrías se hicieron con 

todos los materiales y se observó un comportamiento similar. 
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Fig. 17 DCPA a 0.3V en GCE de a) Nanopartículas de Co3O4/UOx, b) Co/UOx; vs Ag/AgCl 
en PBS pH 7.4 con adiciones AU en estático. 

Posteriormente se realizaron pruebas en agitación de igual forma en 0.3 V para 

corroborar la promoción electrónica por efecto de difusión en la solución, estos 

resultados se observan en las  Fig. 18 y Fig. 19, en estas los materiales muestran una 

excelente estabilidad durante todas las adiciones de AU, así como una buena actividad 

electroquímica desde la primera adición. Este comportamiento se repitió en todos los 

materiales. 

 

Fig. 18 DCPA a 0.3V en GCE de a) Aerogel Co/UOx, b) Aerogel Ni-Co/UOx, c) Aerogel 
Pd-Co/UOx y d) Nanopartículas de Co3O4/UOx; en PBS pH 7.4 con adiciones AU en 

agitación. 
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Fig. 19 DCPA a 0.3V en GCE de a) Aerogel Co/UOx, b) Aerogel Ni-Co/UOx, c) Aerogel 
Pd-Co/UOx y d) Nanopartículas de Co3O4/UOx; en PBS pH 5.6 con adiciones AU en 

agitación. 

Se realizó un análisis estadístico para determinar las curvas de calibración mostradas 

en las Fig. 20 y Fig. 21 utilizando los resultados obtenidos en pruebas por triplicado de 

los materiales. En ellas se puede observar que los materiales caracterizados presentan 
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muestran en las Tablas Tabla 7 y Tabla 8. Los resultados muestran que la corriente 

(variable dependiente y) generada por la interacción electroquímica aumenta de forma 

continua respecto al aumento de la concentración de AU (variable independiente x o 

predictor) en el electrolito, pero algunos materiales mostraron un grado de saturación 

a altas concentraciones, perdiendo la linealidad con respecto a las bajas 

concentraciones. 
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Fig. 20 Curvas de calibración obtenidas de las amperometrías (x3) a los aerogeles de 
Co/UOx, Ni-Co/UOx y Pd-Co/UOx, Co3O4/UOx y UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con 

diferentes concentraciones de AU. 

A continuación, se muestran las tablas con la ecuación de la recta, la R2 y el rango 

lineal de cada material en ambos buffers, Tabla 7 para el PBS pH 7.4 y Tabla 8 para 

PBS pH 5.6. 

Tabla 7 Ecuación de la recta y coeficiente de determinación de las curvas de calibración 
obtenidas en PBS pH 7.4 

Material Ecuación R2 
R. Lineal 

(µM) 

Aerogel Co/UOx y = 0.0073x + 0.0839 0.98 0 - 400  

Aerogel Ni-Co/UOx y = 0.0066x + 0.0688 0.99 0 - 250 

Aerogel Pd-Co/UOx y = 0.0110x + 0.011 0.99 0 - 250 

NP’s Co3O4/UOx y = 0.0074x + 0.2710 0.98 0 - 500 

UOx y = 0.0069x + 0.0338 0.98  0 - 100 

 

En el gráfico de la Fig. 20 se puede observar que la tinta basada en Pd-Co/UOx tiene 

mejor desempeño respecto a las demás tintas al tener una densidad de corriente más 

elevada (59.0 µA/cm2 a 500µM AU) especialmente a mayores concentraciones además 

de una mejor sensibilidad (11.0 µA·mM-1), aunque se observa que pierde el 
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comportamiento lineal, mostrando a concentraciones mayores a 100 µM otra pendiente 

con respecto a las bajas concentraciones. Las nanoestructuras de Co3O4 con enzima 

presenta la mejor sensibilidad después del Pd-Co/UOx con 7.4 µAmM-1 y presenta un 

mejor rango lineal, manteniéndose hasta los 500 µM en este buffer.  

 

Fig. 21 Curvas de calibración obtenidas de las amperometrías escalonadas (x3) de los 
aerogeles de Co/UOx, Ni-Co/UOx y Pd-Co/UOx, nanopartículas de Co3O4/UOx y UOx vs 

Ag/AgCl en PBS pH 5.6 con adiciones de AU. 

Partiendo de la Fig. 21 se observa que para el PBS pH 5.6 el comportamiento de las 

tintas electrocatalíticas se modifica respecto a las utilizadas en pH 7.4, empezando 

porque la magnitud de la densidad de corriente disminuye en todas las tintas, tomando 

como referencia la tinta de Pd-Co/UOx, que fue la de mayor corriente, en esta prueba 

la corriente disminuyó en un 60% (respecto a la corriente obtenida en la concentración 

de 500 µM).  

Para esta comparación la tinta con mejor comportamiento tanto a bajas (0-100 μM) 

como a altas concentraciones (hasta 500 μM) es la basada en Ni-Co/UOx con una 

mayor densidad de corriente de 49.7 µA/cm2 (500 μM AU) y una elevada sensibilidad 

en comparación con las demás tintas de 10.9 µA·mM-1, aunque muestra un rango lineal 

hasta 100 µM, en comparación del Co3O4/UOx, que tiene un desempeño ligeramente 
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menor al del aerogel con una densidad de corriente máxima de 46.0 µA/cm2 y 

sensibilidad de 6.5 µA·mM-1, sin embargo, se sigue manteniendo el comportamiento 

lineal hasta las altas concentraciones de AU.  

Tabla 8 Ecuación de la recta y coeficiente de determinación de las curvas de calibración 
obtenidas en PBS pH 5.6 

Material Ecuación R2 
R. Lineal 

(µM) 

Aerogel Co/UOx y = 0.005x + 0.0364 0.98 0 - 100 

Aerogel Ni-Co/UOx y = 0.0109x + 0.0948 0.99 0 - 100 

Aerogel Pd-Co/UOx y = 0.0056x + 0.1509 0.98 0 - 400 

NP’s Co3O4/UOx y = 0.0065x + 0.0596 0.99 0 - 500 

UOx y = 0.0051x + 0.0755 0.97 0 -100 

 

En la Tabla 9 se muestran los valores de las características de los materiales sensores 

para AU observadas en las tintas con la Km, S, LOD y LOQ. Resalta que la tinta con 

mayor afinidad con el analito de acuerdo con la constante Km calculada en PBS de pH 

7.4 es la de Co3O4/UOx y en PBS pH 5.6 es la UOx pura. De las nanoestructuras con 

enzima el Aerogel de Co presenta el LOD más bajo con 4.4 ± 0.2 µM en PBS pH 7.4 y 

la tinta de Ni-Co/UOx con 4.4 ± 0.2 µM para el buffer más ácido. En ambos buffers, se 

destaca que las nanoestructuras de Co, en la mayoría de las situaciones, mejoran la 

actividad electroquímica de la enzima.  

Se encuentra que la tinta del aerogel Ni-Co/UOx en ambos buffers presenta buenas 

características en cuanto a la cuantificación de AU, por medio de sus LOD y LOQ 

además de una excelente sensibilidad especialmente en un pH ácido. Se observa que 

las nanoestructuras de óxido de cobalto con enzima en comparación con los aerogeles 

desempeño un mejor comportamiento tanto a altas como bajas concentraciones 

manteniendo el rango lineal mayor (0-500 µM) en ambos buffers sin perder 

características en el sensado de AU.  

 



 

 45 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tabla 9 Valores de Vmáx, Km, LOD y LOQ de las tintas electrocatalíticas obtenidas a partir 
de las curvas de calibración en PBS pH 7.4 y 5.6. 

Material Electrolito Km (µM) S (µA mM-1) LOD (µM) LOQ (µM) 
R. Lineal 

(µM) 

NP’s 
Co3O4/UOx 

PBS pH 7.4 20.7 7.4 56.9 ± 0.2 189.6 0 - 500 

PBS pH 5.6 30.9 6.5 16.4 ± 0.5 54.8 0 - 500 

Aerogel 
Co/UOx 

PBS pH 7.4 29.7 7.3 4.4 ± 0.2 14.7 0 - 400 

PBS pH 5.6 30.9 5.0 8.3 ± 0.2 27.8 0 - 100 

Aerogel 
Ni-Co/UOx 

PBS pH 7.4 23.8 6.6 5.6 ± 0.2 18.5 0 - 250 

PBS pH 5.6 24.8 10.9 4.4 ± 0.2 14.6 0 - 100 

Aerogel 
Pd-Co/UOx 

PBS pH 7.4 43.0 11.0 5.4 ± 0.3 18.0 0 - 250 

PBS pH 5.6 29.3 5.6 16.4 ± 0.4 54.6 0 - 400 

UOx 
PBS pH 7.4 27.4 6.9 0.8 ± 0.02 2.5 0 - 100 

PBS pH 5.6 10.8 5.1 4.7 ± 0.1 15.6 0 - 100 

 

En la Tabla 10 se comparan las 2 tintas con mejor desempeño (Co3O4/UOx y Ni-

Co/UOx) en PBS pH 7.4 y 5.6 con otros sensores enzimáticos y materiales 

nanoestructurados reportados para la detección de ácido úrico. 

Tabla 10 Comparación de nanoestructuras de cobalto y UOx con otros trabajos de sensores 
electroquímicos para la detección de AU. 

Material Medio 
Km 
(µM) 

LOD (µM) 
LOQ 
(µM) 

S 
(µA mM--1) 

Rango 
L. (µM) 

Referencia 

NP’s 
Co3O4/UOx 

PBS pH 
7.4 

20.7 56.9 ± 0.2 189.6 7.4 0 - 500 Este trabajo 

PBS pH 
5.6 

30.9 16.5 ± 0.5 54.8 6.5 0 - 500 Este trabajo 

Aerogel 
Ni-Co/UOx 

PBS pH 
7.4 

23.8 5.6 ± 0.2 18.5 6.6 0 - 250 Este trabajo 

PBS pH 
5.6 

24,8 4.4 ± 0.2 14.6 10.9 0 - 100 Este trabajo 
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UOx/Fe₃O₄ 
/rGO 

/Ag/ITO 

Suero 
sanguíneo 
humano 

14.2 5.2 - 7.61 10 - 800  

Abdul Majeed 
Abed 

Mohammed et 
al., 2021 

UOx/ZnO-
QD 

Orina - 22.9 - 4.0 
100 - 
1000 

Ali et al., 2018 

UOx/Au-Rgo 
Suero 

sanguíneo 
humano 

51.8 
7.3  

± 0.21 - 
86.62  
± 0.19 50 - 800 

Verma et al., 
2019 

UOx/ 
MWCNT 

/Carboximeti
l-celulosa/AU 

PBS pH 
7.4 

0.63mM 2.8 9.3 233 
20 - 
2700 

Fukuda et al., 
2020 

Polydimethyl 
siloxane/ 

polyimide/ 
PtNPs 

PBS pH 
7.0 

- 0.018 - 156.56 5 - 480 
Faruk Hossain & 
Slaughter, 2021 

Chi-Cryogel -
Grafeno/Azul 

Prusia 

PBS pH 
7.0 

0.23 
mM 

2.5 - - 
2.5 - 
400 

Jirakunakorn et 
al., 2020 

 Nanozima  
Au-Co 

NPsNP’s/ 
Carbono 

nanoporoso 

PBS pH 
7.4 

- 0.023 - 48.4x102  0.1 - 25 
K. Wang et al., 

2020 

MWCNT-
COOH/ 
Nafion 

PBS pH 
7.4 

- 3.58 - - 0 - 1600 Z. Li et al., 2023 

PEDOT/ 
Hidrogel PSS 

Sudor - 1.2 - 875 0 - 250 Xu et al., 2021 

Estructuras 
organometálic
as hidrofílicas 

/UOx 

Sudor 
artificial 

- 0.34 - - 2 - 70 Xiao et al., 2022 

  3.2.2. Pruebas de estabilidad. 

De acuerdo con las características electroquímicas de cada material, se eligieron las 

tintas de Ni-Co/UOx y Co3O4/UOx para las pruebas de estabilidad y reproducibilidad, 

miasmas que se realizaron todas en PBS pH 7.4. 

 Repetibilidad 

Las pruebas de reproducibilidad mostradas en la Fig. 22 muestran que existe una caída 

de corriente considerable de la primera prueba al de la segunda en un 28.1% (tomando 

como referencia 500 µM), esto puede ser por el lavado natural de la tinta que no se pega 

correctamente al electrodo, esto puede confirmarse si se compara la segunda prueba 

contra la tercera, en la que prácticamente no existe una caída de corriente. 
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Fig. 22 Prueba de repetibilidad (x3) en GCE de Ni-Co/UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con 
adiciones de AU. 

 Estabilidad 

En la Fig. 23 se analiza el comportamiento de las tintas y su actividad a lo largo de 10 

días, tomando los días posteriores al depósito de la tinta en el electrodo de GCE, en 

ésta se observa que en la tinta del primer al tercer día existe una disminución de 

corriente  de aproximadamente 24.7% y del 18.8% entre el tercer y décimo día, lo cual 

es esperable debido a la estabilidad natural de la enzima al mantenerse a una 

temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C. 

En el caso del Co3O4/UOx en la Fig. 24 se presenta un comportamiento similar a la 

prueba anterior, entre el primer y tercer día existe una caída del 41.4% 

significativamente mayor a la tinta anterior, y entre el tercer y décimo día del 21.4%. 

Lo cual muestra que existe un menor tiempo de vida para la tinta con este material. 
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Fig. 23 Prueba de estabilidad de 1, 3 y 10 días (x3) en GCE de Ni-Co/UOx vs Ag/AgCl en 
PBS pH 7.4 con adiciones de AU. 

 

Fig. 24 Prueba de estabilidad de 1, 3 y 10 días (x3) en GCE de Co3O4/UOx vs Ag/AgCl en 
PBS pH 7.4 con adiciones de AU. 

 Cronoamperometría 

Las cronoamperometrías de la Fig. 25 muestran la estabilidad en la corriente de la tinta 

de Ni-Co/UOx con cada adición de AU. Durante los primeros 100 s la prueba, se 

observa una caída de la intensidad de corriente debido la estabilización del sistema, 
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y la corriente obtenida en cada adición, esto se puede constatar en la Fig. 26 donde en 

el promedio de los 3 electrodos se observa un comportamiento lineal de la tinta ya no 

sólo en agitación sino también en estático, lo cual es importante al momento de la 

detección y cuantificación en condiciones reales. 

 

Fig. 25 Cronoamperometría (x3) en GCE de Ni-Co/UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con 
adiciones de AU.  
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Fig. 26 Curva de calibración de estabilidad con cronoamperometría (x3) en GCE de Ni-
Co/UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con adiciones de AU. 

 

  3.2.3. Interferentes. 

Las pruebas de interferencia realizadas al Ni-Co/UOx y Co3O4/UOx son mostradas en 

las Fig. 27 y Fig. 29 respectivamente, donde para ambos materiales se observa 

estabilidad para la mayoría de interferentes como: glucosa (5.8%), urea (7.5%), ácido 

láctico (1.6%) para la tinta de Co3O4/UOx y con la tina de Ni-Co/UOx se observan 6.8, 

8.5 y 2.2% respectivamente, en los cuales el porcentaje de interferencia no rebasó el 

10%. Se encontró que existe un aumento de corriente marcado en el ácido ascórbico 

porque llega a un porcentaje de interferencia de 20% en ambas tintas, esto puede afectar 

la selectividad del sensor en condiciones reales, pero se necesitan pruebas en fluidos 

reales o sintéticos para comprobar esto. Los porcentajes de interferencia de ambos 

materiales se presentan en las Fig. 28 y Fig. 30. 
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Fig. 27 Prueba de interferentes de nanopartículas de Co3O4/UOx en GCE. Se agregó ácido 
úrico (UA), glucosa (GLU), urea (UR), ácido láctico (AL) y ácido ascórbico (AA) y para 

finalizar, de nuevo UA. 

 

Fig. 28 Porcentaje de interferencia de nanopartículas de Co3O4/UOx. 

En cuanto a la interferencia de la medición en el ácido úrico al inicio de la prueba con 

respecto a la segunda adición de AU en la subida de corriente final, se observa una 

caída de corriente de 21.8 y 24.6% entre la tinta de Ni-Co/UOx y la de Co3O4/UOx 

respectivamente, lo que deja ver que si existe una disminución en la oxidación que se 

0 100 200 300 400 500
0.000

0.283

0.566

0.849

1.132
NP´s Co

3
O

4
/UOx

0.3 V

In
te

n
s
id

a
d

 /
µA

Tiempo (s)

Interferentes

UA
GLU

UR AL

AA

UA

100

5.8 7.5
1.6

20.6

UA GLU UR AL AA

0

50

100

 

 

%
 I

n
te

rf
e

re
n

c
ia

Interferente

Interferencia de NP´s Co
3
O

4
/UOx



 

 52 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

puede deber a un bloqueo en los sitios activos o a una interferencia en la oxidación del 

peróxido. 

 

Fig. 29 Prueba de interferentes del aerogel de Ni-Co/UOx en GCE. Se agregó ácido úrico 
(UA), glucosa (GLU), urea (UR), ácido láctico (AL) y ácido ascórbico (AA) y para finalizar, 

de nuevo UA. 

 

Fig. 30 Porcentaje de interferencia de nanopartículas de Ni-Co/UOx. 
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4. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

En este trabajo se sintetizaron nanoestructuras de óxido de cobalto por medio de una 

técnica de coprecipitación y se caracterizaron de manera fisicoquímica y 

electroquímica. Estas nanoestructuras se compararon con aerogeles basados en cobalto 

sintetizados a través de una ruta de sol-gel.  

Se evaluaron tintas electrocatalíticas elaboradas a partir de nanoestructuras de cobalto 

en conjunción con la enzima urato oxidasa, estas tintas mostraron una reducción en el 

potencial de oxidación y un aumento de corriente oxidación, así como una excelente 

linealidad para la identificación y cuantificación de ácido úrico en comparación con la 

tinta producidas únicamente de enzima urato oxidasa para el PBS pH 7.4.  

El rango lineal y límites de detección de las tintas son los adecuados para su uso en la 

detección y cuantificación de ácido úrico en concentraciones similares a las reportadas 

en fluidos como sudor, sangre y lágrimas. 

La tinta de Pd-Co/UOx mostró un mejor comportamiento electrocatalítico en el PBS 

pH 7.4 mostrando una alta sensibilidad con respecto a las demás tintas y mayores 

corrientes como se mostró en las curvas de calibración con ácido úrico, así mismo las 

tintas óxido de cobalto con enzima y el aerogel Ni-Co/UOx se encontraron con el mejor 

comportamiento en el buffer con pH más ácido, especialmente a bajas concentraciones 

con una alta sensibilidad. 

Las tintas de Ni-Co/UOx y Co3O4/UOx se evaluaron con pruebas de estabilidad e 

interferentes encontrando que pierden corriente después un primer uso, las pruebas de 

estabilidad en cuanto al tiempo de vida del sensor, muestran una caída considerable del 

40% aproximadamente desde el día 3 en que se evalúan, afectando el tiempo la vida 

del sensor. En las pruebas de interferentes se registran bajas corrientes para la mayoría 

de analitos, no así con el ácido ascórbico que muestra un porcentaje de interferencia 

considerable afectando la selectividad del sensor. 
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Durante el desarrollo de esta tesis se realizó la presentación de 2 posters científicos, 

uno en el “Coloquio de Posgrado de la Facultad de Ingeniería de la Universidad 

Autónoma de Querétaro” cuya constancia se encuentra en el Anexo 1 así como la 

constancia de participación en la “10ma Semana de las Ciencia de la Facultad de 

Ingeniería del Campus Aeropuerto” en la categoría de cartel científico y la 

participación en el programa fomento a las vocaciones científicas en el programa 

“Chavas en la ciencia UAQ 2024”. En el Anexo 2 se adjuntan las participaciones en 

congresos y eventos científicos como el “Congreso Anual de la Sociedad Mexicana de 

Ciencia y Tecnología de Membranas” y “Simposium de Ciencia y tecnología de 

biosensores y biomateriales”. 

Se espera continuar el trabajo de estas tintas electrocatalíticas para la cuantificación 

electroquímica de ácido úrico utilizando como soporte electrodos de papel Toray 

orientados a su anclaje en un dispositivo multisensor de analitos por medio del sudor, 

así como la publicación de un artículo en una revista indexada a partir de los resultados 

obtenidos en este trabajo. 
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ANEXO 1.- Participación en Congresos/Eventos 
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ANEXO 2 .- Asistencia Congresos/Eventos 
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