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Resumen

El papel de la nanotecnologia en el desarrollo de biosensores ha adquirido mucho interés
debido a que los avances en la rama de la nanociencia han permitido la integracion de
especies bioldgicas y quimicas a traves de diferentes métodos en el proceso de elaboracion

de un biosensor.

En el presente trabajo se reporta la formulacion y evaluacion de diferentes electrodos con uso
potencial en biosensores enzimaticos de urea a través de la inmovilizacion de la enzima
ureasa en tres plataformas de carbono nanoestructuradas, nanotubos de carbonos de pared
maltiple (MWCNT), carbono vulcan y nanofibras de carbono (CNF); funcionalizadas con
nanoparticulas de didxido de iridio (IrO2NP), cuya sintesis fue conducida por método
quimico. La estabilidad enzimética en diferentes condiciones de pH y temperatura fue
evaluada previo a comenzar a trabajar con los electrodos formulados, el uso de pruebas
bioquimicas nos permite conocer los pardmetros en los cuéales debemos conducir los
experimentos para evitar la desnaturalizacion de la enzima en cuestion. Por medio de técnicas
electroquimicas se estudiaron la estabilidad, reproducibilidad y limite de deteccion (LOD,
por sus siglas en inglés) basandonos en el comportamiento de un electrodo de carbon vitreo
recubierto con una tinta catalitica elaborada en base a los electrodos propuestos. Finalmente,
se reporta un limite de deteccién de 0.433 mM de urea en solucion.

Palabras clave: biosensor, enzima, ureasa, urea, hanoestructuras de carbono, nanoparticulas

de Iridio, inmovilizacidn, electroquimica.




Summary

The role of nanotechnology in biosensor development has gained much interest as advances
in nanoscience have allowed biological and chemical species to be integrated through

different methods into the biosensor development process.

This work reports the formulation and evaluation of different electrodes with potential use in
urea enzymatic biosensors through the enzymatic immobilization of the urease enzyme on
three nanostructured carbon platforms, multi-wall carbon nanotubes (MWCNT), vulcan
carbon and carbon nanofibers (CNF); functionalized with nanoparticles of iridium dioxide
(IrO2NP), the synthesis of which was conducted chemically. The enzymatic stability under
different pH and temperature conditions was evaluated before starting to work with the
formulated electrodes. The use of biochemical tests allows us to know the parameters in
which we should conduct the experiments to avoid the denaturation of the enzyme in

question.

Electrochemical techniques were used to study stability, reproducibility and limit of detection
(LOD) based on the behavior of a vitreous carbon electrode coated with a catalytic ink made
from the proposed electrodes. Finally, a limit of detection (LOD) of 0.433 mM in urea

solution was achieved.

Keywords: biosensor, enzyme, urease, urea, carbon nanostructures, nanoparticles, iridium,

immobilization, electrochemical.
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1. Introduccidn

La nanotecnologia es la disciplina encargada de la investigacion y desarrollo de
tecnologia a escala molecular, atdbmica y macromolecular, haciendo uso y a través de la
manipulacion de estructuras y dispositivos cuya organizacion funcional més pequefia esta en
la escala de los nanémetros (1*10° m). Los objetos a esta escala, como las nanoparticulas,
adquieren nuevas propiedades y funciones que se diferencian de aquellas que se observan en
un material en bulto (McNeil, S; 2005). Debido a lo anterior, la nanotecnologia es
considerada una disciplina de investigacion con gran interés, acufiado al aprovechamiento de
las propiedades unicas de ensamblajes moleculares y atdmicos construidos a escala
nanométrica. La habilidad de manipular propiedades fisicas, quimicas y biologicas ofrece a

investigadores la capacidad de disefiar y usar materiales nanoparticulados con diferentes

propasitos.
Glucosa ADN Virus Célula Grano de Sal Pelota de Tenis
10 1 10 10° 10° 10* 10° 10° 107 10°
1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 [nm]
T T T i
(@? .o" _LIXJ_ :.000.%
o0
[ B P )
[ %%
... .: g LJ
L o
Micela Liposoma Dendrimero Nanoparticula Punto Cudntico Nano-complejo

Figura 1.1 Escala nanométrica, obtenida de Smart Nanotechnologies.com

En la Figura 1.1 se aprecia la escala nanométrica entre 1 a 10? nm, dentro de la escala
podemos encontrar diferentes tipos de estructuras y nanomateriales que han sido usados en
aplicaciones biotecnoldgicas, como son los liposomas, utilizados para sistemas biologicos

acarreadores de farmacos que entran al organismo, un poco mas a la derecha se observan las
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nanoparticulas, las cuales pueden tener diferentes tamafios que variaran dependiendo de los

métodos de sintesis.

Un éarea de interés nanotecnologico es el desarrollo de biosensores, ya que ha dibujado un
papel vital en la investigacion debido a la alta sensibilidad y selectividad en la deteccidn de
enfermedades y virus. De particular interés es encontrar materiales adecuados para ser
utilizados en la inmovilizacion de biomoléculas para incrementar su estabilidad y la

eficiencia del confinamiento.

Los avances en materiales a micro y nanoescala han permitido la integracion de especies
bioldgicas o quimicas en dispositivos microelectronicos con una buena relacion costo-
beneficio para la produccion de biochips a escala masiva. En el campo de diagnostico
médico, de acuerdo a Slaughter y colaboradores, los biosensores y biochips siguen jugando
un papel muy importante que conduce a resultados clinicos muy positivos, pues promueven

el diagnostico de enfermedades en estado temprano muy rapidamente (Slaughter, G., 2006).

Los elementos incorporados para reconocimiento biolégico mas comunmente utilizados
incluyen enzimas, anticuerpos, fagos, ADN, ARN, péptidos, fragmentos celulares, tejido y
organismos completos; a pesar de todos los elementos bioldgicos que se han incorporado, los
biosensores a base de enzimas han atraido mayor atencién (Slaughter, G., 2006), debido a
que estas son muy especificas y discriminan entre las especies en el medio sobre el que se

ejecuta el analisis.

De manera general, el uso de enzimas favorece la selectividad de un sensor, sin embargo,
existen retos para su manipulacion y funcionamiento adecuados, debido a que las enzimas

pueden sufrir desnaturalizacion ocasionada por un mal manejo.

En este trabajo se presentan las formulaciones de tres electrodos construidos con plataformas
de carbon nanoestructuradas, nanotubos de carbono, carbono vulcan y nanofibras de carbono,
todas funcionalizadas con nanoparticulas que permitan la inmovilizacion enzimatica de la

ureasa, el carbon es un material atractivo debido a que presentan una movilidad electrénica
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alta, relacion peso-resistencia elevada, estabilidad térmica y flexibilidad. Se emplearon
electrodos de carbon caracterizados por su buena area superficial y de facil fabricacion, lo
cual favorece la relacion costo-beneficio. El efecto de mejorar la inmovilizacion de una
enzima permite disminuir el limite de deteccidn y generar un biosensor de alta sensibilidad,
es decir, mejora del rendimiento analitico. Posterior a su formulacion, el interés del proyecto
radica en evaluar los tres electrodos previamente mencionados e identificar cual es el que
posee las mejores propiedades y otorga los mejores resultados, por ende, que tenga un mejor
limite de deteccion y capacidad para la adecuada inmovilizacion de ureasa por adsorcion y/o

atrapamiento.

2. Planteamiento del problema

El mecanismo de deteccion de un biosensor involucra al menos dos componentes
esenciales: una plataforma receptiva bioldgica que interactle selectivamente con el analito
de interes, como lo son las enzimas; y un transductor que convierta la respuesta biologica en
una sefial de reconocimiento. Sin embargo, las plataformas de carbdn carecen de reactividad
heterogénea en la superficie que permita la inmovilizacién de biomoléculas, ademas, son
intrinsecamente hidrofdbicas afectando directamente la polaridad de la superficie, es decir,
afinidad por los iones metalicos o la humectabilidad. (B Cardenas-Benitez et al., 2018; Hsieh
et al., 2018; Leistenschneider et al., 2018). De tal forma que las plataformas de carbon
requieren de un tratamiento previo funcionalizacion de la superficie antes de inmovilizar las

biomoléculas y posteriormente ser utilizadas para el desarrollo de biosensores.

Existen problemas de salud renales que pueden causar malestares o alteraciones corporales
ya que a medida que disminuye el nimero de nefronas, que son las unidades estructurales del
rifidn responsables de la purificacion de la sangre, y se reduce el volumen de filtrado
glomerular (VFG) los solutos que son excretados principalmente por filtracion glomerular,
como la urea y la creatinina, aumentan en sangre (Zotta, E., Ochoa, F., Yeyati, N. L., &
Ibarra, C., 2009). Uno de los procedimientos utilizados en la actualidad para la identificacién

de urea es el método de Berthelot, que corresponde a un ensayo enzimatico colorimétrico, en

16



el cual se identifican los miligramos por decilitro de urea presentes en una muestra de orina
diluida mezclada con suero o plasma heparinizado. Se hace uso de un espectrofotometro el
cual proporcionara valores de absorbancia para patron y la muestra, frente al Blanco de

reactivo.

Calculos usados en el analisis:

(A)Muestra-(A)Blanco
(A)Patron-(A)Blanco

x50 (Conc. Patron)=mg/dL de urea en la muestra

mg/dL Urea X 0.466 = mg/dL de Urea BUN (Blood Urea Nitrogen)

El método posee un limite de deteccion de 0.001 mg/dL.

El aumento de urea en la sangre también puede ser analizado a través de su sensado, el uso
de enzimas aumenta la especificidad al momento de llevar al cabo dicho analisis, pues
discrimina entre todos los demas componentes que se puedan encontrar en la sangre,
permitiendo encontrar Gnicamente la urea, sin embargo, las enzimas son en extremo sensibles

a cambios fisioldgicos.

Aunado a lo anterior, es importante encontrar un soporte adecuado para inmovilizacion
enzimatica debido a que el uso de una técnica de inmovilizacién apropiada en el biosensor
otorga estabilidad a la enzima, mejora su actividad, selectividad especifica, resistencia a
inhibidores y, en algunos casos, la purifica. La superficie para la inmovilizacion del
bioreceptor debe tener ciertas propiedades que le permitan interactuar con la enzima sin
cambiar su actividad de manera significativa, como lo son estabilidad y/o resistencia
mecanica y quimica, superficies hidrofilias o hidrofobicas (dependiendo la aplicacion),

morfologia porosa definida y bajo costo (Botewad, S. N. et al, 2021).
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3. Justificacion

Actualmente existe la necesidad de desarrollar biosensores de urea debido al gran
namero de aplicaciones que contempla su uso, como el anélisis ambiental, atencién sanitaria
y evaluacién en industrias alimenticias, por ejemplo, la industria de productos lacteos. La
nanotecnologia presenta alternativas llamativas para el disefio y evaluacién de dichos
dispositivos otorgando una relacion costo-beneficio positiva, asi mismo favorece una alta
selectividad y especificidad. Un beneficio que surge a partir del sensado electronico basado
en corriente que es posible leer la sefial con el apoyo de aparatos electronicos externos,
eliminando la necesidad del uso de fuentes de excitacion que abarquen mucho espacio o
puedan ser incomodas, asi como omitir el uso de fotodetectores usados en la deteccion de
sistemas oOpticos (Sokolov, A. N., Roberts, M. E., & Bao, Z., 2009).

Existe la posibilidad elaborar un biosensor con el uso de la nanotecnologia para mejorar la
inmovilizacion de un agente bioldgico, especificamente, una enzima, tomando en cuenta sus
caracteristicas para lograr una inmovilizacion correcta, de tal manera que la cantidad de
enzima inmovilizada sea suficiente para poder llevar a cabo la identificacion del analito con
un limite de deteccion bajo. En este trabajo se propone emplear electrodos de carbén
funcionalizados para inmovilizar la enzima ureasa para el desarrollo de biosensores capaces
de detectar urea. Para lograrlo se lleva a cabo la evaluacion del efecto de la retencion de la
actividad enzimatica, estabilidad y la eficiencia de la deteccién comparandola entre tres
diferentes tipos de nanoestructuras de carbono, siendo nanotubos de carbono de pared
multiple (MWCNT), carbono vulcan y nanofibras de carbono (CNF), respectivamente. La
eficiencia del biosensor puede ser mejorada propiciando un analisis rapido de la corriente
generada por las reacciones llevadas a cabo gracias a los sistemas nanoestructurados

incorporados en el electrodo.

La funcionalizacion de las nanoestructuras de carbono con nanoparticulas permite realizar
una identificacion del subproducto de la reaccion de hidrdlisis de la urea, las nanoparticulas
de iridio o diéxido de iridio (IrO2NP’s) son capaces de interactuar con el amoniaco en una

reaccion de éxido-reduccion con el mismo, permitiéndonos no Gnicamente la inmovilizacion
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del elemento bioldgico, sino que las nanoparticulas forman parte del electrodo (capaz de
fungir como transductor en el biosensor) y se permite su uso en la deteccion del analito por

subproductos generados.

La eficiencia del sensor se ve aumentada debido a la especificidad del sistema acufiada a la
inmovilizacion de un bioreceptor bioldgico especifico, en este caso ureasa, lo cual provoca
velocidad en los andlisis debido a la naturaleza de las reacciones, asi como la capacidad de
analizar Unicamente los productos de interés en un ambiente no controlado o que, como la
sangre, puede tener sales o proteinas filtradas que puedan alterar un analisis. Lo anterior nos
permite asumir que existird la posibilidad de evaluar el aumento en los niveles de urea en
diferentes fluidos fisioldgicos y determinar si esto puede ocasionar y ser el causante de

problemas de salud.
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4. Antecedentes

4.1 Biosensores

Los biosensores, como se muestra en la Figura 4.1, son instrumentos analiticos que
convierten una respuesta bioldgica en una sefial eléctrica, los cuales deben ser altamente
especificos, independientes de parametros fisicos y reusables (Mehrotra, 2016). Los sensores
son sistemas microelectromecanicos (MEMSs) disefiados para medir cambios e interactuar
con el ambiente. Bio MEMS son dispositivos que, como muchos, son disefiados para
interactuar especificamente con muestras biologicas. Dispositivos como éstos son disefiados
para interactuar con proteinas, células bioldgicas, reactivos médicos, etc. y pueden usarse

para suministrar medicamentos u otro analisis médico in situ (Cardenas, 2006).

@T’ 2e —> i — -

¢ . _

Analito  Moléculade Transductor Seiial
(Sustrato] reconocimient (Electrodo)

o bioldgica

(Enzima)

Figura 4.1. Disefio tipico de un biosensor (Putzbach & Ronkainen, 2013).

Los biosensores generalmente son definidos como transductores que obtienen su energia de
una entidad biologica como lo podrian ser las proteinas, acidos nucleicos, organelos, entre
otros, lo que ha permitido vencer las limitaciones energéticas del uso de una bateria externa;
en este caso el dispositivo proporciona la energia utilizada para el reconocimiento biolégico
(Conzuelo et al., 2018; Grattieri & Minteer, 2018; Y. Zhang et al., 2018), en efecto, suelen
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clasificarse de acuerdo al tipo de elemento de biorreconocimiento y/o al transductor utilizado.
Existe una gran variedad de transductores, como lo pueden ser los electroquimicos, que a su
vez se clasifican en amperométricos, conductométricos y potenciométricos, Opticos,

piezoeléctricos y calorimétricos.

En los ultimos afios ha surgido una nueva generacion de biosensores llamados auto-
alimentables. De acuerdo con Conzuelo y colaboradores (Conzuelo et al., 2018) los
biosensores auto-alimentables mas sencillos se basan en la deteccion del sustrato de una
enzima actuando como combustible para su mismo funcionamiento, estos biosensores
permiten la generacion de energia proporcional a la concentracion de analito (Baingane et
al., 2017).

Anteriormente estos biosensores han permitido la deteccion de lactato y glucosa que han sido
utilizados como biomarcador del proceso de isquemia, que es una disminucién del flujo
sanguineo adecuadamente oxigenado, que se puede producir debido a una obstruccién de las
arterias (Baingane et al., 2017); otro importante uso de los biosensores auto-alimentables es
para la deteccidn de la urea, que es el producto del mecanismo del nitrégeno siendo su
deteccion de gran importancia ya que se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza
y su analisis es necesario para la industria alimentaria, aplicaciones clinicas y el control
ambiental (Singh et al., 2008).

4.1.1 Historia de los biosensores

El primer electrodo enzimadtico, también conocido como el “electrodo de Clark™ fue
fabricado en 1956 por Leland C. Clark y marco la concepcion del biosensor (Slaughter, G.,
2006). Clark propuso su investigacion como una forma en la que podemos “hacer los sensores
electroquimicos mas inteligentes”. Este biosensor fue utilizado para detectar oxigeno a traves

de una membrana semipermeable y un transductor fijado a un cable.

A partir de entonces, se han desarrollado muchos biosensores para detectar una amplia gama

de parametros biogquimicos. El desarrollo de biosensores que incorporan enzimas se basa en

21



la medicion concentraciones de carbohidratos (glucosa, galactosa y fructosa), proteinas
(colesterol y creatinina), aminoacidos (glutamato) y metabolitos (lactato y urea) en sangre y
otros fluidos y tejidos corporales (Zhang, S., Wright, G., & Yang, Y., 2000).

El primer biosensor fue descrito acufiando el termino electrodo enzimatico, fue en 1967 que
Updike y Hicks utilizaron el mismo término para describir un dispositivo similar en el que la
enzima glucosa oxidasa fue inmovilizada en un gel de policarilamida sobre la superficie de
un electrodo de oxigeno para una determinacion de glucosa rapida y cuantitativa. En 1969
Guilbault y Montalvo utilizaron electrodos de vidrio acoplados con ureasa para medir la
concentracion de urea mediante una medicion potenciométrica (Palchetti, 2009). De esta
manera se comienza a conceptualizar el término de biosensor como la combinacion de un

sensor electroquimico con una especie bioldgica.

4.1.2 Fabricacién de biosensores

Se pueden seqguir diferentes rutas para elaborar un biosensor, sin embargo, existe una
constante, debido a que sus materiales, dispositivos de transduccion y métodos de
inmovilizacion, que estan intimamente relacionados, requieren de un conocimiento

multidisciplinario en quimica, biologia e ingenieria (Mehrotra, P., 2016).

En su revision sobre la fabricacion de biosensores electronicos de bajo costo, Anatoliy N.
Sokolov, analiza la fabricacién de dispositivos de deteccidn basados en transistores organicos
con una perspectiva de desarrollo de sensores capaces de operar en medios biolégicamente
relevantes, naturalmente, es esperado que la fabricacion de sensores flexibles, miniaturizados
y de bajo costo basados en electrdnica organica mediante técnicas de alto rendimiento (por
ejemplo, impresion) proporcione importantes beneficios para las aplicaciones de deteccion

quimicay biologica.

Existen diversos tipos de biosensores dependiendo del disefio del transductor, los
microtransductores opticos son dispositivos de biosensado que generalmente se enfocan en

dos modos de deteccion: fluorescencia y deteccion sin etiquetas, siendo la fluorescencia la
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sefial de transduccion mas popular en biosensores oOpticos debido a su sensibilidad y
selectividad. En la deteccion basada en fluorescencia, las moléculas objetivo o los elementos
de biorreconocimiento se etiquetan con etiquetas fluorescentes. Por el contrario, la deteccion
sin etiquetas emplea moléculas objetivo sin etiquetas para construir una plataforma de
biosensor dptico rentable y facil de usar que permite la medicidn cuantitativa de la interaccion

de la materia ligera.

Los biosensores que utilizan transductores acusticos se basan en un resonador de cristal de
cuarzo que muestra unarelacion lineal entre la masa adsorbida en su superficie y la frecuencia
de resonancia del cristal durante un evento de adsorcion o union. Por su parte, los
transductores calorimétricos se usan para detectar actividad sustrato-enzima, actividad de
unién proteica, reacciones de acidos nucleicos y metabolismo celular que se basa en el
recubrimiento o inmovilizacion de los elementos de biorreconocimiento, como enzimas o
anticuerpos, en la superficie del transductor del calorimetro, y cuando el analito de interés se
expone a las enzimas o anticuerpos inmovilizados, se produce la reaccion bioquimica y la
cantidad total de calor producido y la cinética de la reaccion es proporcional a la
concentracion de los reactivos y a las constantes de velocidad de la reaccion, respectivamente
(Slaughter, G., 2006).

Finalmente estan los biosensores electroquimicos que se basan en métodos electroquimicos
actuales que sean sensibles, selectivos y demuestren un tiempo de respuesta rapido, lo que
los hace muy adecuados para diversas aplicaciones analiticas. Se han explorado varias
metodologias electroquimicas para el desarrollo de biosensores electroquimicos, como la

conductimetria, la potenciometria y la amperometria.

En la fabricacion y desarrollo de biosensores existen diversas caracteristicas o propiedades
gue debemos tomar en consideracion, dichas caracteristicas se encuentran descritas en la
Tabla 4.1 y nos sirven para identificar las ventajas de un biosensor sobre anélisis

convencionales, dependiendo de las caracteristicas con las cuales lo disefiemos.
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Tabla 1. Principales propiedades de interés de un biosensor (Slaughter, G., 2006).

Propiedad Descripcion
o La relacion del cambio en la sefial de salida para un cambio dado de
Sensibilidad ) ) o
analito (pendiente en la curva de calibracion).
o El biocatalizador es muy especifico para el analisis y presenta una
Especificidad o _
buena estabilidad en una gran cantidad de ensayos.
o La relacion del cambio en la sefial de salida para un cambio dado de
Selectividad ) o
analito y especies interferentes.
Tiempo de El tiempo para que la sefial de salida alcance el 90% del valor de
respuesta estado estable
Limite de Concentracion derivada de la sefial de salida mas pequefia que se

deteccion (LOD) puede detectar con certeza para un procedimiento analitico dado.
Repetibilidad Precision en la sefial de salida tomada en poco tiempo.
- Precision de la sefial de salida pero tomada en un intervalo largo de
Reproducibilidad ) ) )
tiempo y conducido en diferentes laboratorios.
Relacion sefial-

" La relacion de la sefial analitica util con respecto al ruido de fondo.
ruido

4.2 Sistemas microelectromecanicos de tipo C-MEMS

Los MEMS, también conocidos como microsistemas, son definidos tipicamente como
dispositivos microscopicos disefiados, fabricados, y utilizados para interactuar o producir
cambios dentro de un ambiente controlado (Nava-Jiménez & Escamilla-Santana, 2016).
Estos pequefios y mas sofisticados dispositivos que piensan actdan, miden y se comunican,

estan remplazando a los dispositivos actuales tradicionales en muchas aplicaciones.

Los sistemas microelectromecanicos basados en carbon (C-MEMS, por sus siglas en inglés)
son candidatos idoneos para desarrollar biosensores. Aparte de las propiedades intrinsecas

gue hacen interesante al carbdn (potenciales redox amplios, quimicamente inertes,
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estabilidad en medios &cidos o béasicos), estos sistemas también poseen la facilidad de ser
disefiados con la geometria deseada segun sea la aplicacion de interés (Braulio Cardenas-
Benitez et al., 2019; Pilloni et al., 2019).

Los materiales que poseen celulosa como el papel permiten obtener, mediante pirolisis,
plataformas de carbon con fibras entrecruzadas que aumentan el area superficial en
comparacion con las plataformas obtenidas de la pirolisis de resinas epoxicas como el
poliacrilonitrilo (PAN) y el SU-8, de manera adicional poseen excelentes propiedades

mecanicas y eléctricas.

4.3 Biosensor enzimatico

Los biosensores enzimaticos son de amplio uso, principalmente por su alta
selectividad, es decir, la capacidad de reconocer un tipo de compuesto en particular en una
mezcla donde otros compuestos se encuentran presentes. Normalmente, un biosensor
enzimatico cuantifica la concentracion del analito a partir del efecto producido por la reaccién
catalizada. Un biosensor se puede clasificar en optico, piezoeléctrico, térmico o
electroquimico dependiendo del transductor utilizado para medir dichos cambios. Los
biosensores enzimaticos electroquimicos (aquellos cuyo transductor es un electrodo) son el
tipo mas comdn, debido a que presenta multiples ventajas como: minima preparacion de la
muestra, alta sensibilidad y selectividad, conversion directa de la sefial electroquimica a
sefiales eléctricas (lo que repercute en simplicidad de disefio y operacién), rapidez, viabilidad

en costo, miniaturizacion y portabilidad, entre otros.

Estos dispositivos utilizan las enzimas como elemento de reconocimiento bioldgico para la
deteccion de sustancias de interés analitico. La generacion del primer biosensor enzimatico
por Clark y Lions en 1962 para la deteccion de glucosa en sangre demostro, de manera
practica y evidente, la elevada eficiencia de las enzimas como elementos de reconocimiento

de los biosensores.
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4.3.1 Biosensores enzimaticos electroquimicos

Senal
Muestra electroquimica
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Figura 4.2. Principales constituyentes de un biosensor electroquimico fabricado con nanomateriales. (Dridi,

F.etal, 2013).

Como su nombre lo indica, los biosensores electroquimicos se basan en procesos quimicos y
eléctricos, asi como se muestra en la Figura 4.2, dichos dispositivos cuenta de diferentes
partes, que corresponden a una capa de biosensado la cual puede disefiarse con diferentes
materiales y/o moléculas pues debe ser receptiva a los analitos de interés, es decir debe de
interactuar con las moléculas, enzimas o0 agentes que queremos analizar, finalmente se
engloban las diferentes capas en un electrodo capaz de proporcionar una sefial eléctrica a
través de diferentes reacciones, como por ejemplo, una oxidacién o reduccion, que convierten

dicha reaccién en una sefial medible.

Existen tres tipos de biosensores electroquimicos; conductométrico, potenciométrico y
amperométrico, siendo este Ultimo el méas estudiado para obtener informacion de sistemas
bioldgicos mediante la medicion de la corriente en un evento como la oxidacion o reduccion

de una especie electroactiva en una reaccion bioquimica (Slaughter, G., 2006).
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4.3.2 Enzima

Las enzimas son los catalizadores de las reacciones en los sistemas bioldgicos, a
menudo su poder catalitico excede al de los catalizadores sintéticos o inorganicos. Poseen un
elevado grado de especificidad respecto a sus sustratos, aceleran espectacularmente las
reacciones quimicas y funcionan en soluciones acuosas en condiciones muy suaves de

temperatura 'y pH (Nelson D. et al, 2015).

El aislamiento y cristalizacion de la ureasa por James Sumner en 1926 impulsé los primeros
estudios sobre las enzimas. Las enzimas son catalizadores eficientes que tienen muchas
ventajas, son de gran importancia para la industria farmacéutica, biolégica y biomédica
jugando un papel vital en el control del proceso general (Alatawi et al., 2018). Pueden
catalizar reacciones a condiciones de pH neutro y a temperatura ambiente, pero al utilizar
disolventes organicos o variar la temperatura esto podria convertirse en una desventaja, para
preparar biocatalizadores que respondan a estas condiciones se utiliza la inmovilizacién de
enzimas (Kharisov & Eldin, 2018), de acuerdo con Brena (Brena & Batista-Viera, 2006) la
inmovilizacion enzimatica se refiere al aislamiento de una enzima en un espacio determinado
confinando su actividad catalitica pudiendo ser utilizada de forma continua repetidas veces,
esta es importante para lograr minimizar las pérdidas de actividad enzimatica durante el
proceso (Altinkaya, 2015).

Se ha podido demostrar que la inmovilizacion de enzimas en nanomateriales ha presentado
grandes ventajas ante los sustratos solidos, utilizar 6xido de grafeno permite la
inmovilizacion de enzimas sin hacer modificaciones en su superficie, el rendimiento de la
enzima podria verse afectada por la estructura fisica y quimica del soporte asi mismo por el

método de inmovilizacion (Soozanipour & Taheri-Kafrani, 2018; J. Zhang et al., 2010).
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4.3.3 Inmovilizacion enzimatica

La inmovilizacion enzimatica consiste en la fijacion o retencion dentro de soportes
solidos, obteniéndose sistemas enzimaticos heterogéneos que extienden el tiempo de
actividad de la enzima, asi como su estabilidad y el rango de condiciones en las que se puede
operar. Otra caracteristica de la inmovilizacién es que la heterogeneidad de los sistemas
permite su facil recuperacion y separacion del producto permitiendo que el sistema enzima-
soporte pueda ser reutilizado repetidamente. Los métodos mas utilizados para llevar a cabo
lainmovilizacidn enzimatica son aquellos basados en la adsorcion y deposicion no covalentes
son simples, baratos y efectivos, pero reversible; por atrapamiento fisico, por la unién
covalente y por ultimo por bioconjugacion.

La union de la enzima al soporte puede ser tanto fisica como quimica. La unién fisica es una
unién débil en comparacion a la unién quimica y apenas puede mantener la enzima fijada al
soporte; Las uniones quimicas implican enlaces débiles y enlaces covalentes, por lo cual la
unién que genera entre la enzima y el soporte es mejor. El objetivo de la inmovilizacion
enzimatica es que facilita la reutilizacion de la ureasa y al mismo tiempo permite una mejor
relacion costo-beneficio; para la inmovilizacién de ureasa se pueden usar diferentes soportes
como los polimeros, un ejemplo de estos es el quitosano que es un polimero natural, se deriva
de la quitina que es una poli (B-N-acetilglucosamina) que, por una reaccion de desacetilacion
que elimina al menos el 50% de sus grupos acetilos y finalmente se convierte en quitosano

(poli (B-N-acetilglucosamina-co-f-glucosamina) (Chellapandian & Krishnan, 1998).

4.3.3.1 Métodos de inmovilizacion enziméatica

De acuerdo con Datta S., existen diferentes técnicas de inmovilizacion, siendo adsorcion,
unién covalente, unién por afinidad y atrapamiento las mas comunes, pero también se han
reportado la copolimerizacion y la encapsulacion. Los biocatalizadores juegan un papel muy
importante a nivel industrial, por lo cual se generan esfuerzos constantes para mejorar la

actividad enzimatica.

28



e Adsorcion

La adsorcion fisica o fisisorcion es un método simple y rapido para la fabricacion de
biosensores enzimaticos que se basa en la unién de un adsorbato con un adsorbente por
fuerzas de interaccion débiles. Tratdndose de nanoparticulas, el método involucra la
reduccion de las mismas con un ligando cargado negativamente, como un citrato. Las
nanoparticulas reducidas pueden entonces asociarse con el ligando, formando finalmente una
capa de citrato con carga negativa en la superficie coloidal de las nanoparticulas. De esta
manera, es posible ligar aminoécidos cargados positivamente que permitan la adsorcion
electrostatica de enzimas en la superficie del electrodo modificado al sumergirlo en la

solucion que contenga la enzima.

Algunas enzimas pueden unirse al nanomaterial en orientaciones desfavorables que puedan

provocar una disminucién en su actividad.

La adsorcion quimica o quimisorcion involucra la union covalente de la enzima con la
superficie del electrodo. Liu et al., combinaron las ventajas de la técnica de auto-ensamblaje
(SAM, por sus siglas en inglés) y las fuertes propiedades de adsorcion de los grupos —SH y
nanoparticulas metalicas. La quimisorcién es un procedimiento de inmovilizacion no
especifico y la union covalente no regulada de una enzima a una superficie podria restringir

el sitio activo o desnaturalizar la enzima.

Otro método covalente dirigido al sitio es la fabricacion de una enzima modificada con una
etiqueta genética. La enzima modificada contiene residuos o complejos afiadidos
artificialmente que pueden asignarse a un area especifica de la enzima. Al unirse
covalentemente a la region modificada, se puede lograr una orientacion especifica. Un
estudio reciente modifica una enzima con un sitio de union a metales, lo que permite la

reorientacion.

e Monocapas auto-ensamblables (SAM)
Aunque las SAM ofrecen muchas ventajas, estan restringidas por dos razones principales.

Por lo general, se forman capas muy compactas que restringen la velocidad de difusion de
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los reactivos debido al hacinamiento de enzimas y provocan un impedimento estérico en el

sitio activo que limita la bioactividad (Putzbach & Ronkainen, 2013).

e Co-modificacion con matriz de electrodos

También reportado como copolimerizacion, es un método consiste en formar enlaces
covalentes entre grupos de enzimas sin el uso de un material soporte o matriz de
inmovilizacion. Se emplean enzimas inertes para formar un complejo enzimatico que a su
vez contiene la enzima de interés. Afecta la estructura y actividad de la enzima debido a que
el proceso de copolimerizacion emplea reactivos que pueden desnaturalizar la enzima
(Meléndez-Ortiz et al., 2014).

El uso de compositos permite un mayor y mas facil control de las cantidades relativas y la
dispersion de las especies a escala nanomeétrica, lo que conduce a una menor densidad de

enzimas.

e Reticulacion (Chemical Cross-Linking)

La reticulacion quimica se refiere a la union intermolecular o intramolecular de dos o
mas moléculas mediante un enlace covalente. Los reactivos que se utilizan para este
propdsito se denominan "reactivos de reticulacién™ o "reticuladores”. Segln factores como
la reactividad y la longitud del espaciador, estos se clasifican en diferentes tipos, cada uno
con su propia funcién y aplicacién especificas. En los Gltimos tiempos, el entrecruzamiento
quimico se ha convertido en una herramienta eficaz para el estudio de biomoléculas como
las proteinas. Encuentra su aplicacion en varios estudios, incluida la union de proteinas a un
soporte solido para el estudio de receptores de membrana, complejos proteina-proteina,

complejos proteina-ADN y otros (Arora, B., et al, 2017).

e Atrapamiento

El atrapamiento es la retencion de enzimas por enlaces covalentes o no covalentes dentro
de geles o fibras (Singh 2009), que fungen como matriz; la naturaleza de la matriz varia segun
la aplicacion deseada y usualmente consiste en esferas, fibras o microcapsulas del material
soporte (Sheldon et al., 2007).
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El atrapamiento por soportes nanoestructurados como nanofibras electrohiladas y materiales
pristinos ha revolucionado el mundo de la inmovilizacion de enzimas con su amplia gama de
aplicaciones en el campo de la quimica fina, biosensores biomédicos y biocombustibles (Dai
y Xia 2006; Kim et al. 2006; Wang et al. 2009; Wen et al. 2011).

e Encapsulacion

Se inmovilizan las enzimas dentro de una membrana de encapsulacion semipermeable.
La actividad enzimatica resultante de este proceso depende principalmente de la estabilidad
de la enzima dentro de la capsula. Controlando la membrana utilizada es posible mediar el

intercambio de masa entre el interior y el exterior de la capsula (Wang et al., 2005).

Uniones covalentes y no covalentes: Una enzima no se puede unir a una plataforma de
carbono sin antes haber recibido esta ultima un tratamiento que permita su funcionalizacion
con grupos funcionales afines a la enzima en cuestion, en el caso de la ureasa, grupos
funcionales —\NHs podrian ser adecuados para su unién covalente, sin embargo, no permitiria
la interaccion con un material que lleve a cabo una reaccion redox para la identificacion
electroquimica de la ureasa, pues el carbono no posee dicha cualidad, es por esto que una
interfaz entre nanoestructura y nanoparticula nos permite analizar los sitios en los que la

enzima puede unirse por atrapamiento.

4.3.4 Ureasa

La ureasa es una metaloenzima no redox involucrada en el ciclo global del nitrégeno
en plantas, algas, hongos y varios microorganismos, su sitio de reaccion bimetalico (Ni-I1)
cataliza la rapida descomposicion hidrolitica de la urea para dar amoniaco y carbamato, esta
reaccion continta hidrolizandose para formar amoniaco y acido carbonico como productos
(Mazzei et al., 2017). La actividad ureasa depende en gran medida del pH en el rango
aproximadamente 4.5-10.5, con una reaccion cada vez mas lenta a medida que aumenta el

rango, con un pH optimo de 7.4.
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La ureasa pertenece a la familia de las amidohidrolasas y fosfotriesterasas, posee entre 3 a 4
subunidades las cuales contienen cada una un sitio activo junto con algunos aminoécidos que
forman parte de la cadena polipeptidica de la enzima. Los iones Ni caracteristicos de la
estructura enzimatica de la ureasa se mantienen a una separacion de 3,6 Ay estan coordinados
por un puente con la lisina acarbamilada y por un ion hidroxido; el primer ion de Ni por dos
restos de histidina es penta-coordinado mientras que el segundo ion de Ni por dos restos de
histidina y acido aspartico es hexa-coordinado (Singh et al., 2008). Existen dos maneras en
la que los inhibidores afectan a la enzima, dependiendo del grupo funcional se unen al ion
Niquel mientras que existen compuestos como el 2-mercaptoethanol, acetohidroxamato,
EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) o fosforamidato que se unen a los aminos acidos
presentes como a la histidina, ambos tipos de inhibidores provocan un cambio
conformacional provocando el cierre del sitio activo. EI mecanismo de reaccion que
actualmente es el mas aceptado de la ureasa se basa en los diferentes papeles desempefiados
por los dos iones de niquel: uno de ellos se une y activa la urea, el otro se une y activa la
molécula de agua nucleoéfila (Benini et al., 1999). EI mecanismo de reaccion que actualmente
es el mas aceptado de la ureasa se basa en los diferentes papeles desempefiados por los dos
iones de niquel: uno de ellos se une y activa la urea, el otro se une y activa la molécula de

agua nucleofila (Tamaddon et al., 2016).

La determinacion de la estructura de la enzima ureasa se ha realizado a partir de sustratos de
diferentes bacterias, algunas de las cuales se encuentran descritas en la Figura 4.3; juntas,
estas estructuras proporcionaron una descripcién general de las relaciones estructura-funcién
de las ureasas. Hoy en dia se ha establecido bien que el andamiaje proteico general se
conserva entre las ureasas de diferentes fuentes. En la mayoria de las ureasas bacterianas, la
estructura cuaternaria esta formada por un trimero (afy)s de trimeros con tres sitios activos

idénticos, cada uno ubicado en las subunidades a.
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Figura 4.3. Diagramas de mofio de la enzima ureasa de diferentes especies bacterianas. A K. aerogenes, B S.
pasteurii, C H. pylori y D C. ensimorfis (Mazzei, L. et al, 2020).

Los colores azul, rojo y amarillo en los diagramas de mofio de la Figura 4.3 evidencian las
cadenas que componen el trimero que constituye la estructura cuaternaria minima de la
ureasa. Los iones de Ni (Il) se indican como esferas verdes. Los paneles inferiores de los
indices C y D se giran 90° alrededor del eje horizontal frente a los paneles superiores para

proporcionar otro &ngulo de vista.

La ureasa, de acuerdo con Hubalek (Hubalek et al., 2007), es una metaloenzima especifica
que cataliza la hidrolisis de la urea en amoniaco y diéxido de carbono bajo las condiciones
fisiol6gicas adecuadas; esta reaccion puede causar un aumento en el pH (Cox et al., 2000),
puede ser producida por un alto nimero de bacterias de diferente taxonomia y no patégenas
(Testerman et al., 2001), la especificidad de esta enzima es debido a los iones de Niquel (Ni)

que se encuentran en el centro activo con una separacion de 3.6A , ademds ambos iones se
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coordinan por dos Histinas mientras que uno de ellos se encuentra también unido a un
Asparatato, el mecanismo se basa en el ataque del carbono de la urea por un hidroxido que
se encuentra unido a Ni2 (Benini et al., 1999; Carlsson & Nordlander, 2010). Esta enzima
puede ser de gran interés para su uso en el desarrollo de biosensores auto-alimentables
haciendo uso de los diferentes métodos de inmovilizacion enzimética. La inmovilizacion
enzimatica se refiere al aislamiento de una enzima en un espacio determinado confinando su
actividad catalitica pudiendo ser utilizada de forma continua repetidas veces, esta es
importante para lograr minimizar las pérdidas de actividad enzimatica durante el proceso
(Altinkaya, 2015).

4.4 Urea

La urea es el principal producto metabolico de residuos nitrogenados de la mayoria
de los animales, se produce en el higado, se transporta en el torrente sanguineo a los rifiones
y se excreta en la orina, su concentracion sérica en seres humanos sanos llega a ser entre 1-
10 mM vy la concentracién de orina a alrededor de 0.5 M; la urea es un compuesto quimico
de formula CO(NH>). cuya estructura se muestra en la Figura 4.4; como se puede observar
es un compuesto nitrogenado y un cambio en el ciclo urico pude aumentar los niveles de
amoniaco llegando a producir enfermedades en el organismo como citrulinemia, aciduria
argininsuccinica y argininemia, debido a la falta de enzimas que participan en el ciclo de la

urea.

O

N

HoN NH.
Figura 4.4. Formula estructural de la urea
En humanos, los niveles de urea sirven como biomarcadores de problemas renales y

obstruccion del tracto urinario. Las altas concentraciones pueden causar sangrado

gastrointestinal y deshidratacion, mientras que los niveles mas bajos de urea provocan
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insuficiencia hepatica, sindrome nefritico y caquexia. Los niveles normales de urea en el
suero sanguineo y la orina estan tipicamente entre 3y 7 mM y 0.1 a 0.4 M, respectivamente
(Martinez-Castelao et al., 2014).

La urea puede encontrarse en otras areas o industrias, por ejemplo, en la agricultura se usa
intensamente como fertilizante nitrogenado. EI nitrégeno ureico ingresa a la planta
directamente o en forma de amonio o nitrato después de la degradacion de la urea por los
microbios del suelo (Witte, 2011). El principal problema con el uso de la urea como fuente
de nitrogeno ha sido el control de las pérdidas de amoniaco al evitar la hidrolisis de la urea,

ya que estos dos procesos estan fuertemente acoplados en los suelos (Rodriguez et al., 2005).

4.4.1 El ciclo de la urea

El amoniaco puede ser producido por la descomposicion de los aminoécidos o por las
bacterias intestinales en los humanos. Si el nivel de amoniaco en la sangre aumenta
demasiado, se vuelve toxico para el cerebro. El ciclo de la urea elimina el amoniaco de la
sangre y produce urea, que finalmente se excreta en forma de orina. Este ciclo lo llevan a
cabo las células del higado y, como sugiere su nombre, el Gltimo paso del proceso alimenta

un paso anterior del ciclo (Yokoyama, M., 2021).

La ausencia de un ciclo completamente funcional puede ocasionar encefalopatia
hiperamoneica y un dafio cerebral irreversible en casos severos, de acuerdo al NCBI (Centro
Nacional para Informacion Biotecnoldgica). Un fallo de ureagénesis ocurre debido a otra
enfermedad adquirida, como lo puede ser la cirrosis, secundaria al alcoholismo, o una
enfermedad secundaria debida a un defecto hereditario, usualmente una enzimopatia
congenital (Yudkoff, M., 2005).

Durante el ciclo de urea la presencia de amoniaco es significativa en los diferentes procesos
que se llevan a cabo. En este se lleva a cabo la remocion de una cantidad de 10 a 20 g de
amoniaco como urea por dia en un adulto sano. Como se mencion0 anteriormente, la ausencia

de un ciclo funcional puede alterar la cantidad de amoniaco en el organismo, como
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consecuencia, se puede padecer encefalopatia hiperamonéica, que en casos severos puede

conducir a lesiones cerebrales irreversibles.

Esquematizado en la Figura 4.5, el ciclo de la urea consiste en 2 etapas, la etapa mitocondrial
que, como su nombre lo indica, toma parte en la mitocondria de la célula y consiste en la
formacion de carbamoil fosfato a partir de amoniaco utilizando trifosfato de adenosina (ATP)
para formar a su vez citrolina y la etapa citosélica en la que la citrulina es condensada para
formar arginosuccinato que a su vez se separa en arginina y fumarato por accién de la

arginosuccinato liasa, la arginina por accion de la arginasa se separa en urea y ornitina.

Las dos etapas se dividen a su vez en 5 reacciones controladas enzimaticamente, las primeras
dos ocurren en la mitocondria y el resto tienen lugar en el citosol, como lo indica la etapa a

la que pertenecen respectivamente, las reacciones son las siguientes:

NH; + CO, + H,0 + 2ATP — carbamoil fosfato + 2 ADP + Pi (1)
carbamoil fosfato + ornitina — citrulina + Pi (2)
citrulina + aspartato + ATP — arginosuccinato + AMP + PPi (3)
arginosuccinato — arginina + fumarato (4)

arginina + H,0 — ornitina + urea (5)

La reaccion global del ciclo de la urea se resume de la siguiente manera:
2NH; + CO, + 3ATP + H,0 - urea + 2ADP + AMP + 4 Pi (6)
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Figura 4.5. Esquema representativo del ciclo de la urea (Yokoyama, M., 2021).

4.4.2 Importancia de deteccion de urea en aplicaciones biomédicas

En humanos, la excrecion diaria de urea en la orina es de alrededor de 30 g. La urea
se excreta no solo por filtracion glomerular, sino también por secrecion tubular. Existen
estudios que también han encontrado excrecién de urea en el sudor, lagrimas, saliva y liquido
digestivo (heces) en humanos (Yang, B., & Sands, J. M., 2014).

El proceso metabolico de la urea podria verse alterado en varias condiciones, como las dietas,

las hormonas y las enfermedades. Luego, la urea se elimina a través de liquidos,
especialmente orina.
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Aunado a lo anterior, la deteccion de urea es de gran importancia, el nitrégeno ureico en
sangre (BUN) se ha utilizado para evaluar la funcion renal durante décadas (Yang, B. &
Sands, J. M., 2014). Sin embargo, también se puede aplicar en el cuidado de animales, un
ejemplo de lo anterior seria en el analisis de productos lacteos, pues se ha informado que
cuando el nitrégeno ureico de la leche (MUN) alcanza mas de aproximadamente 20 mg/dl,
puede indicar problemas patoldgicos subyacentes en las vacas, por lo tanto, el andlisis de
urea en la leche puede utilizarse como indicador de posibles problemas en la alimentacion de

vacas.

La urea es generada por las enzimas del ciclo de la urea, que se encuentran principalmente
en el higado, pero también se expresan de forma ubicua en niveles bajos en otros tejidos.
Como se menciond en la seccién anterior, un cambio en el ciclo Urico puede aumentar los
niveles de amoniaco y provocar enfermedades en el organismo como citrulinemia, aciduria
arginina succinica y argininemia, debido a la falta de enzimas implicadas en el ciclo de la

urea.

La urea también desempefia mdultiples funciones clinicas en neuropsiquiatria. Se ha
demostrado firmemente que los pacientes con accidente cerebrovascular isquémico agudo
tienen un mal pronostico con disfuncion renal. Solo con base en lo anterior, los estudios
demostraron que el cociente BUN/creatinina puede ser un predictor novedoso del deterioro
temprano del accidente cerebrovascular y un BUN elevado es un predictor independiente
asociado con un resultado clinico deficiente y mortalidad en pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico agudo (Yang, B. & Sands, J. M., 2014).

AUn en la industria de los alimentos podemos encontrar biosensores utilizados para la
deteccion de patdgenos en los alimentos. La presencia de Escherichia Coli en vegetales, es
un bioindicador de contaminacion fecal en alimentos. La E. Coli se ha medido mediante la
deteccidn de la variacion en el pH causada por el amoniaco, recordando que el amoniaco es

el producto principal de la reaccion de hidrélisis de urea (producido por el conjugado de
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anticuerpos de ureasa-E coli), utilizando sistemas potenciométricos de biodeteccion
(Mehrotra, P. 2016).

4.4.3 ldentificacion de urea por sensores electroquimicos.

La urea (O=C(-NH)2), el analito de interés es una pequefia molécula plana, trigonal
y soluble en agua que fue reconocida como un componente principal de la orina en el siglo
XVII. También fue la primera molécula organica sintetizada a partir de sales inorganicas
(Yang, B. & Sands, J. M., 2014) lo que permite su uso para experimentacion en ambientes
controlados. También es un producto final del metabolismo del nitrégeno con una gran

importancia en la quimica clinica y la industria lactea.

Han existido diferentes formas en las que se ha realizado deteccion de urea; como se
menciona en la seccion 4.3, los biosensores electroquimicos basan su funcion en la
identificacion de una sefial analitica producida por la oxidacion o reduccién de una especie

quimica, siendo este el caso del amoniaco, NH3, podemos obtener una sefial por oxidacion.

El andlisis e identificacidn de urea involucran diferentes procesos: contacto del electrodo con
la sustancia, hidrolisis de la urea llevada a cabo por la ureasa presente en el electrodo,
produccion y liberacion de amoniaco en la celda, interaccién del amoniaco con las
nanoparticulas de iridio para la formacion de subespecies a partir del amoniaco para generar
una sefial anddica debida a el proceso de una reaccion de 6xido reduccién que confirmara la
presencia de urea en la solucién. Dicha sefial desplegara un valor de corriente que puede ser

estandarizado con el area del electrodo.

La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea para producir amoniaco y carbamato, que se
hidroliza espontaneamente para formar &cido carbonico y una segunda molécula de amoniaco
(Mobley, H. L. & Hausinger, R. P., 1989) como se muestra en las reacciones (1) y (2) asi

como se representa en la Figura 4.6.
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Sabiendo que la urea es hidrolizada por la ureasa a iones de amoniaco y CO>, podemos
identificarla a través de un método colorimétrico en que los iones amoniaco reaccionan en
pH alacalino con salicilato e hipocloruro de sodio, bajo la accion catalizadora del
nitroprustato de sodio para formar azul de indofenol. La intensidad de color formado es

proporcional a la cantidad de urea en la muestra (Labtest Diagndstica S.A., 2013).

0] 0
| |
H,N —C — NH, + H,0 — NH; + H,N — C — OH (1)
0
|
H,N — C — NH, + H,0 - NH; + H,CO,4 (2)

A pH fisioldgico, el proton del acido carbonico se disocia y las moléculas de amoniaco se
equilibran con el agua para protonarse, lo que resulta en un aumento neto del pH (Mobley,
H. L. & Hausinger, R. P., 1989). Las nanoparticulas de éxido de iridio (IrO2NP) oxidan el

amoniaco producido durante la hidrolisis como se ve en la siguiente reaccion:

IrO,NP's + NH; — NH,0H, 45 — NOx (3)

Carbonic acid

Ammonia
B+ NH, - NH,OH_, — NO — NO,
,4"-/ p

IrO2NP’s N,

Figura 4.6. Esquema de las reacciones generadas para la identificacion de urea a través de la oxidacion del

amoniaco (NHs).
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En la Tabla 2 se muestran diferentes biosensores utilizados en la deteccion de urea como sus

caracteristicas.

Tabla 2. Caracteristicas de los biosensores de urea (Singh et al., 2008).

Método de Transductor Estabilidad  Limite de Muestra
Inmovilizacién deteccion
Red de Nylon Amperomeétrico 4 dias 10° M Urea en
saliva
Membrana Potenciométrico > 30 dias / 0.04 mM S
polimérica de 4°C
poliuretano acetilato
Polianilina- Amperométrico — 3 mg/dl —
Nafion/Au/Ceramico
Electrodo composito ~ Amperométrico 3 meses 3mM Urea en
de grafito y platino sangre
Glutaraldehido y Potenciométrico 4 semanas/ 1x 102°M —
polianilina 25°Cen
buffer de
fosfato
Polimeros cationicos  Potenciométrico > 1 mes 10* M I

4.5 Soportes para biosensores

Existe una gran cantidad de materiales utilizados en la fabricacion de soportes para

inmovilizacion. Principalmente se reporta el uso de polimeros naturales, asi como de

materiales inorganicos, entre los que se encuentra el carbon activado, que es usado para la

adsorcion de enzimas. Ultimamente, se ha mostrado que particulas de carbén activado

mesoporoso poseen grandes sitios de contacto para inmovilizacion enzimatica, estas han sido




utilizadas para la inmovilizacion de acido proteasas y lipasas acidicas, manteniento, buena

estabilidad y eficiencia catalitica (Datta S., et al 2012).

La nanotecnologia ha proporcionado los medios para optimizar los biosensores a macro y
microescala existentes a nanoescala al permitir la reduccion de las dimensiones de los
elementos del biosensor para que la relacion sefial-ruido pueda aumentarse para el evento de

reconocimiento. (G. Slaughter).

El uso de nanomateriales como soportes de enzimas deshidrogenasas en bioceldas de
combustible ya ha sido reportado (A. de-Poilpiquet et al., 2014; Aquino et al., 2011; Kim et
al., 2006; Wu et al., 2007), lo cual demuestra la viabilidad del uso de nanoestructuras para la
inmovilizacion de enzimas en aplicaciones electroquimicas. Los materiales
nanoestrcuturados poseen gran area superficial, tamafio y propiedades fisicas, es decir,
mejoran las propiedades eléctricas de conductividad que se ven favorecidas para la

elaboracidn del transductor de un biosensor.

4.6 Carbono

El carbono, a diferencia de todos los demas elementos de la tabla periddica, puede
formar una inmensa diversidad de compuestos, desde los mas simples hasta los
asombrosamente complejos. Los atomos de carbono pueden unirse entre si formando
cadenas, anillos u otras estructuras mas complejas y enlazarse a &tomos o grupos de atomos
que confieren a las moléculas resultantes propiedades especificas. La enorme diversidad en
los compuestos del carbono hace de su estudio quimico una importante area del conocimiento

béasico y aplicado de la ciencia actual (Mc Murry, J., 2017).

Los materiales de carbono presentan una amplia variedad de propiedades que los hace
insustituibles en campos de aplicacion muy diferentes (Tascon; J, 2007). Especificamente, el
carbono natural como el carbono modificado por tratamiento acido son materiales de soporte

idoneos para la inmovilizacién enzimatica por adsorcion.

42



El carbono se presenta con diferentes formas o arreglos moleculares, a los cuales conocemos

como alotropos, los cuales poseen propiedades quimicas y fisicas muy diferentes.

El uso de una forma alotrdpica de carbono nanoestructurada favorece las interacciones que
pueden existir entre material y sustrato, teniendo lo anterior en consideracion, hay varias
microestructuras disponibles de materiales de carbono, como grafito, carbono vitreo, fibra de
carbono, nanotubos, polvos amorfos y diamante. Con el progreso continuo de la
nanotecnologia en la ciencia de los materiales, los nanomateriales de carbono, especialmente
los nanotubos de carbono (CNT) y las nanofibras de carbono (CNF), han atraido una atencion

considerable en el electroanalisis y la biodeteccion (Huang J., 2010).

4.6.1 Nanoestructuras de carbono

4.6.1.1 Nanotubos de carbono
Los nanotubos de carbono (CNT) son cilindros de carbono largos y delgados,
descubiertos por primera vez por ljima en 1991; han sido objeto de una considerable
investigacion en los ultimos afios debido a su combinacidon excepcional de propiedades
mecanicas y eléctricas que incluyen: alta resistencia (resistencia a la traccion alrededor de
100-300 GPa), alta rigidez (mddulo elastico de hasta 1 TPa), notable flexibilidad y muy alta
conductividad (R.B. Mathur, 2008).

Esta combinacion Unica de propiedades ha promovido el uso de los CNT en muchos tipos de
investigaciones, incluyendo el campo biomédico. En el campo de los biosensores, los CNT
se han propuesto como elemento de deteccion para detectar y controlar varias enfermedades,
especialmente la diabetes, pero también infecciones bacterianas. Por ejemplo, Punbusayakul
et al. utilizaron el monitoreo electroquimico de inmunocomplejos para la deteccion de
salmonella, reduciendo asi el tiempo de deteccion y facilitando la preparacion de la muestra
en comparacion con los métodos existente. También se obtuvo un inmunosensor para
adiponectina, un biomarcador de obesidad, injertando anticuerpos orientados en la superficie
de DWCNT (nanotubos de carbono de pared doble) para inmovilizarlos. Un segundo

anticuerpo, conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)-estreptavidina, se une a la
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adiponectina y reacciona con el sustrato durante el control de voltamperometria ciclica, lo

que permite una deteccion y cuantificacion rapidas (Simon, J., et al 2019).

4.6.1.2 Carbono vulcan
El carbén vulcan es un tipo de carbon nanoestruturado perteneciente al grupo de
carbones conocidos como negros de carbon (Carbon Black en inglés), han sido extensamente
usados en el campo de la electroquimica debido a alta distribucion mesoporosa, es decir,
posee poros con tamafios entre los 2 y 50 nm, sus buenas propiedades eléctricas y su alta
disponibilidad y bajo costo, debido a que se obtienen por la descomposicion térmica de
hidrocarburos derivados de fuentes de petréleo.

En la industria que se dedica a la fabricacion de llantas de hule, el carbono carbon—black es
un componente fundamental pues asegura la correcta vulcanizacion en las reacciones de
reticulacion con el azufre. La vulcanizacion del hule natural mejora sus propiedades de
manera importante, aumenta la elasticidad, la resistencia a la friccion y al desgarre, de tal
manera que se producen llantas, bandas y mangueras de alto desempefio para los transportes

pesados y ligeros (Alquisira, J. P., 2019).

Diferentes tipos de negros de carbdn han sido utilizados como electrodos en supercapacitores
0 soportes catliticos, estos son el negro acetileno, Ketjen Black, Black Pearl o Vucan XC 72,
siendo este wltimo el més destacado por su gran area superficial (= 250 m?g?) y alta

conductiviad eléctrica (= 2.77 Sem™) (Pérez-Rodriguez, S. et al., 2017).

4.6.1.3 Nanofibras de carbono
Las nanofibras de carbono (CNF) son discontinuas, altamente grafiticas, altamente
compatibles con la mayoria de las técnicas de procesamiento de polimeros y se pueden

dispersar en modo isotropico o anisotropico.

Las CNF tienen excelentes propiedades mecanicas, alta conductividad eléctrica y alta

conductividad térmica, que se pueden impartir a una amplia gama de matrices, incluidos
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termoplasticos, termoestables, elastomeros, ceramicas y metales. Las nanofibras de carbono
también tienen un estado de superficie Unico, lo que facilita la funcionalizacion y otras
técnicas de modificacion de la superficie para adaptar/disefiar la nanofibra al polimero
huésped o la aplicacion. (Sigma Aldrich: sigmaaldrich.com). De manera complementaria a
sus propiedades eléctricas, su bang-gap puede variar desde 0 hasta 2eV. Su conductividad
eléctrica varia permitiendo exhibir un comportamiento metélico o semiconductor, son estas
caracteristicas las que los convierten en grandes candidatos en el proceso de miniaturizacion

electronica.

Otras de sus propiedades quimicas se sustentan en que estas nanoestructuras poseen la
riqueza de la quimica del carbono. Permiten el acoplamiento de estructuras quimicas tanto
en sus paredes como en los extremos. Dentro de sus propiedades térmicas, encontramos que
son estables a altas temperaturas, presentan una alta conductividad térmica en la direccion de
su eje. En direccion perpendicular al eje, lo reflejan. Finalmente, en sus propiedades Opticas
encontramos que producen corrientes eléctricas al ser iluminados con luz visible (y a la

inversa), presentan fotoluminiscencia y son absorbentes de radiacion visible e infrarroja.

Se ha reportado el uso de nanofibras de carbono (CNF) para inmovilizacion de enzimas
deshidrogenasas (Huang et al, 2008; Weeks et al., 2008). Asi mismo poseen buenas
caracteristicas de catalizador, tomando en cuenta que al ser sintetizadas, la composicion del
gas y la temperatura intervienen en el diametro de las nanofibras, y en consecuencia tienen
influencia sobre otras propiedades como la textura, la densidad y la resistencia mecénica,
entre otras. La textura es altamente mesoporosa, siendo los “poros” el resultado del espacio
entre las nanofibras, a lo contrario de lo que ocurre en los soportes convencionales y la
presencia de poros (del Rio, D. S., 2011), la porosidad del material tiene influencia en el area

superficial del mismo.

4.7 Funcionalizacion de plataformas de carbono

La funcionalizacion se define como la modificacién de propiedades por la adsorcion

de atomos o moléculas en las paredes exteriores de los nanotubos de carbono, las nanofibras
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de carbono o sobre la superficie del carbon-black. Este método requiere de la modificacién
covalente de la forma alotrdpica de carbono en cuestion, o bien, de la superficie del electrodo

con grupos funcionales que se unirdn a su superficie.

Por medio de la oxidacion quimica de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) se
pueden agregar diversos grupos funcionales como &cidos carboxilicos, aminas y amidas.
Como se observa en la Figura 4.7, los SWCNT se pueden oxidar al reaccionar con una
mezcla de acido nitrico y &cido sulfurico con lo cual se introducen grupos carboxilicos en sus
extremos. Mediante la quimica del grupo carboxilico y en muchos casos su activaciéon a
cloruros de adio, permite el acoplamiento de moléculas por medio de union covalente

formando enlaces tipo éster y amidas.

0]
OH Cl gm
! oH SOCl; o C2HsN> .
OH Cl OH k
NH;

0 0]

Figura 4.7. Esquema de funcionalizacion de SWCNT con aminas (Andrade Guel, M. L., et al, 2012).

Se aprecia que en las funcionalizaciones covalentes se crean enlaces entre el carbono
y diferentes grupos funcionales, por su parte, las funcionalizaciones no covalentes se basan
en la adsorcion de moléculas como surfactantes, compuestos aromaticos y polimeros como
poliacrilamida, poliestireno, entre otros, que no alteran las propiedades de los NTC.
Gonzélez Velazquez indica que el anclado o decoracién de nanoparticulas sobre nanotubos

de carbono, se puede realizar principalmente por dos métodos:

1. Union de nanoparticulas presintetizadas a los Nanotubos de Carbono: este anclaje se
logra mediante el uso de ciertos enlaces organicos bifuncionales, covalentes o0 no

covalentes, a nanoparticulas previamente sintetizadas.
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2. Crecimiento de nanoparticulas directamente en los Nanotubos de Carbono: Este
método se realiza con el uso de sales 0 precursores de las nanoparticulas, las cuales
pueden ser sintetizadas directamente sobre los nanotubos de carbono; las NP’s se
unen a las paredes de los CNT a través de enlaces de Van der Waals u otras
interacciones débiles. Entre los métodos utilizados para la reduccidn, se encuentran:

aplicacion de calor, luz, y agentes reductores (Gonzalez Veldzquez, V. J., 2015).

La informacidn anterior la extrapolamos hacia las demas estructuras del carbono, debido a
que en lugar de requerir un tratamiento previo, la nanoparticulas se sintetizaran formando
enlaces débiles sobre la superficie o intersticios de las nanoestructuras utilizadas como

soporte.

4.8 Nanoparticulas de 6xidos metalicos

4.8.1 Nanoparticulas de dioxido de iridio

La propiedad fundamental del Iridio para este trabajo es su capacidad de oxidar el
amonio generado durante la reaccion de hidrolisis de la urea. A pesar de la escasez y el costo
del 6xido de iridio, sigue siendo el material de eleccion en numerosos campos de la ciencia
y aplicaciones, incluidos capacitores, electrocromismo, sensores y varias electrocatalisis de
oxidacion (por ejemplo, reaccion de evoluciéon de cloro, desintoxicacion y reaccion de
evolucion de oxigeno). Tal versatilidad se atribuye a las distintas caracteristicas de los 6xidos
de iridio, como su actividad, biocompatibilidad, conductividad y durabilidad. Las
caracteristicas y propiedades de los éxidos de iridio dependen en gran medida del método de
fabricacion (Jang, H., & Lee, J., 2020).

En el caso del iridio, se sabia que era el catalizador de 6xido mas activo y estable para
la oxidacion del agua durante muchos afios, pero esperd trabajo en la direccion de la catalisis
homogénea hasta finales de la década de 2000-2010. (Blakemore et al, 2015).
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4.9 Electrodos autoalimentables y dispositivos microfluidicos

Como hemos revisado previamente, los biosensores ofrecen mediciones simples 'y en
tiempo real de analitos en fluidos fisioldgicos. La deteccion y el seguimiento se realizan
acoplando una reaccion bioldgica a un transductor que convierte el evento de reconocimiento
en una sefial medible. La mayoria de los biosensores requieren de una fuente de poder para
funcionar correctamente, la cual es usualmente prevista por baterias de litio, sin embargo,
dichas baterias requieren de ser cargadas frecuentemente, tienen un tiempo de vida limitado

y son dificiles de miniaturizar (Gonzalez-Solino, C., & Lorenzo, M. D., 2018).

En el contexto de la busqueda de dispositivos autdnomos, las celdas de combustible
enzimaticas (EFC por sus siglas en inglés) poseen gran potencial para el biosensado
autonomo, siendo dispositivos electroquimicos que aprovechan el uso de enzimas redox para
generar energia eléctrica a partir de la energia quimica presente en biomoléculas, para
funcionar de manera sinérgica como fuente de energia y biosensor, debido a que tampoco
requiere de un potenciostato (Gonzalez-Solino, C., & Lorenzo, M. D., 2018, Grattieri, M., &
Minteer, S. D. 2018).

En los biosensores amperométricos se aplica un potencial constante y se mide la corriente
entre el electrodo de deteccion y el contralectrodo, dicha corriente se relaciona con la
concentracion de analito detectado, este tipo de sensor es muy simple en la electrénica
requerida y posee alta sensibilidad, haciéndolos electrodos electroquimicos idéneos para
combinarlos, o bien, acoplarlos a una celda de combustible con el fin de crear un biosensor

autoalimentable.

En 2001, Willner y Katz acufiaron el término "biosensor autoalimentado™ para una celda de
biocombustible que generaba energia proporcional a la concentracion del analito. De acuerdo
a Gratteri, M., este fue el comienzo de un nuevo tipo de biosensor electroquimico, pero
también la fusion de dos campos: el campo de la celda de combustible y el campo del sensor
(Grattieri, M., & Minteer, S. D. 2018).
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Las celdas de combustible a diferencia de los biosensores que suelen operar en modo de 3
electrodos operan haciendo uso de un &nodo y un catodo, siendo de principal interés generar
un gran potencial de circuito abierto, grandes corrientes de cortocircuito y maximas
densidades de potencia a través de mejoras en los catalizadores y materiales utilizados, asi

como el disefio de la celda, para lo cual se puede hacer uso de celdas microfluidicas.
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Figura 4.8. Disefio de celdas de combustible microfluidicas de forma en Y y forma en | (Castillo-
Martinez, L., Dector, A. et al 2020).

Por convencion, una celda microfluidica se define como una celda capaz de llevar a cabo la
entrega y remocién de fluidos con la finalidad de obtener energia eléctrica a partir de
compuestos quimicos, los sitios de reaccion, asi como los electrodos se encuentran
confinados a un canal microfluidico. Normalmente este tipo de celdas operan en una
configuracién de flujo co-laminar sin una barrera fisica (Kjeang, E., 2009), es decir, no existe
una membrana que separe el catodo del &nodo. Como se muestra en la Figura 4.8 se pueden
elaborar celdas microfluidicas con disefios diferentes, del lado izquierdo se encuentra un
disefio de dos flujos o en forma de “Y”, el segundo disefio consiste en una sola entrada d

combustible, forma de “I”.
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Existen también las celdas de biocombustible enzimaticas, las cuales consisten de celdas de
biocombustible sin membrana en las que se aprovecha la energia bioquimica del combustible
orgénico o del analito, es decir, producen bioelectricidad sin generar productos toxicos.

La creacion y disefio de celdas de combustible enzimaticas se basan en el acoplamiento de
una especie bioldgica capaz de producir una sefial de oxidacion, como lo hicieron Willner y
Katz para identificar glucosa al oxidarla con una enzima oxidoreductasa, durante los tltimos
afios se ha modificado dicho disefio para incluir y acoplar elementos de reconocimiento
basados en afinidad. Por ejemplo, Guo et al., disefiaron un inmunosensor autoalimentado
donde la enzima del catodo (bilirrubina oxidasa) de la celda de biocombustible enzimatica
de glucosa/oxigeno no se inmoviliza en el catodo, sino que se une con un anticuerpo a un
nanotubo de carbono (Grattieri, M., & Minteer, S. D. 2018).

La celda de combustible microfluidica constituye una de las etapas finales para la evaluacion
y/o construccién del biosensor que se formula en este trabajo. Recordando el proceso, se
proponen 3 nanoestructuras de carbono funcionalizadas/decoradas con IrO,NP’s, a dicho
sistema se inmovilzara enzima ureasa, todo esto con la finalidad de evaluar el desempefio de
la parte nanotecnoldgica en el desarrollo de un biosensor y la posibilidad de crear un
dispositivo autoalimentable con buenas caracteristicas, como bajo limite de deteccion y alta

sensibilidad.
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5. Hipotesis y Objetivos

5.1 Hipdtesis.

La inmovilizacion de la enzima ureasa sobre plataformas de carbono nanoestructuradas
brindara al sistema la estabilidad quimica para interactuar con urea en soluciones a pH neutro.
La funcionalizacion del sistema con nanoparticulas de 6xido de iridio permitira el andlisis de
la urea a través de un método REDOX para ser aplicado en la construccion del electrodo de

un biosensor enzimatico.

Los resultados de los andlisis electroquimicos (voltametria diferencial de pulsos y
voltametria ciclica) se veran afectados por la nanoestructura de carbono utilizada en la
construccidn del electrodo, proporcionando diferentes valores de potencial dependiendo de

las caracteristicas fisicoquimicas de la nanoestructura.
5.2 Objetivos

5.2.1 Objetivo general
Evaluar el rendimiento y la eficiencia de diferentes nanoestructuras de carbono

funcionalizadas para el desarrollo de biosensores de urea.

5.2.2 Obijetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de 1rO>.

e Desarrollar electrodos nanoestructurados decorando diferentes plataformas de
carbono con nanoparticulas de IrO; para la posterior inmovilizacién de la enzima
ureasa.

e Caracterizar bioquimicamente la estabilidad enziméatica y la eficacia de la
inmovilizacion.

e Evaluar electroquimicamente los electrodos desarrollados para la deteccion de urea.

e Evaluar el desempefio de los electrodos en una celda de combustible microfluidica.
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6. Metodologia

Las nanoestructuras de carbono fueron recibidas por parte del laboratorio de
Biosensores de la Universidad Auténoma de Querétaro (Campus Aeropuerto), todas las
plataformas fueron subsecuentemente decoradas con nanoparticulas de iridio/dioxido de
iridio sintetizadas por método quimico, la sintesis de las nanoparticulas en solucién con las

diferentes nanoestructuras se realiz6 en una relacion 1:4, obteniendo tres sistemas:

A. MWCNT / IrO,NP’s
B. CNF/IrO:NP’s
C. Vulcan/IrNP’s

6.1 Sintesis de nanoparticulas de didxido de iridio

La sintesis de nanoparticulas fue conducida por un método quimico similar al
reportado por Chakrapani, K., & Sampath, S. (2015) (Figura 6.1). Brevemente, la sintesis se
lleva a cabo en un medio de 50 — 100 mL de etilenglicol precalentado a 80°C, en el que se

lleva a cabo la reaccion entre Cloruro de Iridio (IrCls) con Borohidruro de Sodio (NaBHa).

“\
Nanoestructura de Carbono
(MWCNT / CNF / Vulcan)

J

[ 1 mol IrCls : 4 mol NaBH. ]

80°C, Agitacion

Figura 6.1. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de Iridio / Diéxido de Iridio por método quimico.
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6.1.1 Nanoparticulas de iridio sin soporte

Se utilizé cloruro de iridio (IrCls) como la sal de la cual se obtienen las nanoparticulas,
el IrCls corresponde al agente que se redujo y NaBHj4 fue utilizado como agente reductor; la
reaccion se llevo a cabo en etilenglicol, que actiia como agente estabilizante con el proposito
de mantener un tamafio de particula pequefio, dentro del rango de los nanémetros, y la

posibilidad de evitar aglomeraciones.

Se centrifugd la solucion en tubos falcon utilizando una cantidad de 5 mL de solucién de
nanoparticulas, las condiciones de centrifugado fueron diferentes velocidades, entre 8500 y
9000 rpm durante 10 minutos, se llevaron a cabo 6 repecticiones.

6.2 Funcionalizacion de plataformas de carbén

6.2.1 Nanoparticulas de iridio soportadas en plataformas de carbén

Primero se precalienta etilenglicol a 80°C, una vez se llevo a una temperatura
constante se agregaron 800 mg de la nanoestructura de carbono, iniciando con carbono
vulcan en una relacion de 80% con respecto a la sal de Iridio. Una vez agregada la
nanoestructura se afiadieron 200 mg de IrClz y finalmente 101.361 mg de NaBHa. La reaccion
se llevo a cabo durante 1 hora manteniendo la solucion en agitacion constante a 80°C. El

proceso efectuado fue el mismo para las demas nanoestructuras, MWCNT y CNF.
6.3 Caracterizacion fisicoquimica

6.3.1 Microscopia electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se utiliz6 para estudiar la morfologia de las
muestras de IrO.NP’s sintetizadas previo a su inmovilizacion; asi como la morfologia de las

muestras de las nanoestructuras de carbon funcionalizadas, lo cual permite el estudio de la

interfaz formada entre los materiales y proporciona una idea de los sitios activos que queden
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disponibles para el correcto transporte de masa por el electrodo para llevar a cabo las

reacciones correspondientes al metabolismo de amoniaco.

6.3.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

Es una técnica que otorg6 informacion cristalografica del material, a traves de la cual
se identificaron las fases presentes y predominantes en el complejo Carbono / IrO2NP’s, asi
como nos permitié comparar de manera bibliografica las nanoparticulas sintetizadas con

respecto al material del que fueron sintetizadas y se esperaba obtener.

6.4 Inmovilizacion enziméatica

La inmovilizacion se llevo a cabo a través de la adsorcion fisica de la enzima ureasa
sobre las plataformas tras la preparacion de tintas cataliticas, proceso durante el cual se llevo
a cabo la funcionalizacién de las plataformas de carbono sintetizadas libremente, como se

describe en la seccion 6.1.1.

6.4.1 Preparacion de tintas cataliticas

Se desarrollaron 3 tintas cataliticas, cada una correspondiente a una nanoestructura
de carbono. Las tintas fueron desarrolladas con Nafion al 5% (Sigma Aldrich), buffer de
fosfatos de pH 7.0, solucion de ureasa de 1 mg/mL y una cantidad de las plataformas de
carbono funcionalizadas (Figura 6.2). Una vez agregados todos los reactivos la solucién de
tinta se agit6 a una velocidad de 10 rpm en vortex durante 10 segundos. Las tintas debieron

ser almacenadas a -2°C para evitar la desnaturalizacion de la enzima a largo plazo.
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Figura 6.2 Reactivos y proceso de preparaciéon y homogenizacion de solucién en la preparacion de tintas

cataliticas.

6.4.2 Prueba de acoplamiento enzimético

Determinacion de proteina. La cantidad de enzima que se inmovilizd en la
superficie de las plataformas de carbon y aquella que reacciond con las nanoparticulas de
iridio, fue determinada por medio de la cuantificacion de proteinas totales (método de
Lowry), realizando una cinética de acoplamiento de la enzima. La cantidad de enzima
inmovilizada sobre las plataformas de carbdn nanoestructurado fue determinada a traves de
la cuantificacién total de proteina por método de Lowry es un método que se realizo a través
una cinética de acoplamiento en un intervalo de una hora, correspondiente a las condiciones
de reaccion utilizadas durante la sintesis del sistema de nanoparticulas decoradas sobre las

diferentes nanoestructuras de carbono.

Dicho método es representado en la Figura 6.3, el método de Lowry se caracteriza por el uso
de Folin — Ciocalteu como reactivo que presenta una coloracion azul mas intensa

dependiendo de la cantidad de proteina presente, su valor de absorbancia fue medido a través
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de un espectrofotometro UV-Vis y la concentracion fue

Lambert-Beer.

calculada haciendo uso de la ley

—

®

‘ Electrodo: Carbono / IrO2NP’s ’

depositado en papel Toray

|
J

Tiempo: 0 —60 min

Lectura UV-Vis

Intervalos de 5 min

L
lo
sog

0’(513\09 Na®

[ Reactivo de Folin - Ciocalteu ]

Inicia: 0 min

Termina: 60 min

Figura 6.3. Esquema del proceso de experimentacion para la determinacion del acoplamiento enzimético /

inmovilizacién de ureasa sobre el electrodo de carbén funcionalizado con nanoparticulas.

6.4.3 Ciclos de retso

Inicialmente se preparan soluciones de urea con reactivo de Nessler, se colocan en

tubos de ensayo 2.5 mL de solucion de urea 64 mM y 1 mL de reactivo Nessler, se

almacenaron en una regién completamente oscura, posteriormente se crearon 3 electrodos

diferentes para cada una de las plataformas de carbono utilizadas, con la finalidad de que el

analisis sea por triplicado y se sumergieron en los tubos por 15 minutos, posteriormente se

tomaba lectura de las 3 soluciones a una longitud de onda de 425 nm, se retira el electrodo

de la solucion y se almacenan bajo las condiciones respectivas. El proceso se llevo a cabo

durante 15 dias, previos a que se alcanzara el tiempo de vida media del electrodo.

Los electrodos fueron almacenados a una temperatura de -

de interaccion con la solucion de urea.

2°C cada dia posterior al proceso
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6. 5 Evaluacién del efecto de la inmovilizacién

Ensayo enzimatico para medicion de actividad de ureasa: Los reactivos utilizados
para el ensayo de la enzima fueron reactivo de Nessler (NCR) solucion de estandar de amonio
(Amm Std.) Se prepararon 75 ml de NCR utilizando una dilucion de ficol en agua desionizada
(Figura 6.4). La solucién de amonio fue preparada utilizando sulfato de amonio con agua

desionizada como solvente.

75 mLNCR: Tubos A, B, C
15 mL A i M 15 m A% T 5 iy M
15 mL Aldrich Nessler + 15 mL 0.4% Control 2.5 mLsolucién de urea 64 mM
(wyv) Ficoll + 45 mL agua desionizada 2.5 mLsolucion de urea 64 mM 1 mL Nessler

1 mL Nessler 20 pL solucidén ureasa inmovilizada

Longitud de onda: 480 nm Q

—

Figura 6.4. Esquema del método de Nessler, utilizado para las pruebas bioquimicas de enzima inmovilizada.

6.5.1 Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad catalitica.

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad catalitica de la ureasa soluble e
inmovilizada, se realizaron pruebas de actividad utilizando un rango de pH de 3-10 a 25° C.
Se utilizaron varias soluciones acuosas: glicina (10 mM) para pH 3-4, acetato fosfato (10
mM) para un rango de pH de 4.5-6, tampdn fosfato (NaH2PO. y NazHPO4 10 mM) y tampdn
Tris (10 mM) para el rango de pH de 6.5-8 y 8-10, respectivamente. El efecto de la

temperatura sobre la actividad enzimatica se evaluo en un rango de 15 - 65 ° C.
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6.5.1.1 Ensayo de actividad de ureasa.

La actividad catalitica enzimatica de la ureasa libre e inmovilizada se determino
utilizando un método espectrofotométrico basado en el método Nessler, donde por medio de
la cuantificacion de amonio producido por la reaccion enzimatica se logré evaluar la

actividad de la enzima.

6.6 Caracterizacion electroguimica

Las pruebas electroquimicas conducidas corresponden a voltamperometrias ciclicas
y voltametrias de pulso diferencial utilizando el equipo Gamry Instruments Reference 3000.
Como parametros generales, se utilizé buffer de fosfatos de pH 7.0 como electrolito soporte
y para la preparacion de soluciones de urea; se utilizé un pH neutro debido a que la enzima
ureasa posee una excelente actividad a pH 7. Se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de urea en el rango de 1 mM a 100 mM.

Las voltametrias ciclicas se llevaron a cabo en una ventana de potencial que variaba
linealmente de -1.5 a 1.5 V frente un electrodo de Ag/AgCl, KCI (0.1M), para las
voltametrias de pulso diferencial se varié el potencial hasta 1.7 V variando los pardmetros de
velocidad y pulsos con respecto al voltaje. Se utilizaron las tintas preparadas como se explica

en la seccion 6.4.1 como depdosito para un electrodo de trabajo de carbén vitreo.

6.6.1 Pruebas electroquimicas sobre actividad catalitica

La evaluacion de la actividad enzimatica se realizd6 mediante voltametria ciclica y
voltametria de pulso diferencial en una celda electroquimica convencional de 3 electrodos,
atil para la determinacion y sensado de urea en solucién tampon, obteniendo diferentes
intensidades de corriente que varian conforme aumenta la concentracion de urea. Las
plataformas de carbdn funcionalizadas se utilizaron como electrodo de trabajo, una barra de
grafito como contraelectrodo y un electrodo de referencia de Ag/AgCl, KCI (0.1M). Como

se menciona en la seccion anterior, se emplea urea en soluciones tampdn como electrolito a
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diferentes concentraciones en un rango que varia en saturacion de 1 mM a 100 mM. Por otro
lado, la estabilidad de los electrodos desarrollados se evaluo realizando la caracterizacion

electroquimica una vez a la semana durante un mes.

6.7 Pruebas en celda de combustible

Para un estudio del potencial y la energia quimica producida a través de transporte
electronico por la reaccion REDOX ocasionada por las nanoparticulas con el subproducto de
amoniaco de la reaccion de hidrdlisis de la urea se utilizaron celdas construidas con papel
Whatman y electrodos correspondientes al catodo y el &nodo, que poseen tinta catalitica

depositada sobre papel toray.

Tinta catalitica .
Conectar al Potenciostato

i Y

Papel Aluminio

, /
ﬁodo S A

"
Electrodo de trabajo / = ”

Contraelectrodo / Pt Anﬂdol | Catodo ' E
0.7¢cm o
,
L Agregar: 200 pL solucién de urea a
diferentes concentraciones
45cm
1cm
I
0.3ecm

Figura 6.5. Esquema del disefio y elaboracion de una celda de combustible microfluidica basada en papel de

un solo canal.

Se prepararon 4 soluciones de urea con concentraciones de 1, 10, 30 y 64 mM, las celdas

fueron evaluadas con cada una de las soluciones, se cortd papel Whatman con dimensiones
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de 4.5 cm de largo, 0.7 cm de grosor y 0.3 cm de grosor de canal de flujo con longitud de 1
cm (Figura 6.5). La tinta depositada sobre los electrodos corresponde a cada una de las
nanoestructuras de carbono funcionalizadas y con enzima inmovilizada; las dimensiones del
papel toray son de 1 x 0.5 cm y la mitad es cubierta con papel aluminio, que corresponde a

la seccidn que se conecta con el potenciostato.
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7. Resultados y discusion

7.1 Pruebas de Caracterizacion

Caracterizacion de IrO2NP’s
Las caracterizaciones fisicas del material sintetizado para su estudio en este proyecto
nos permiten conocer algunas de sus propiedades como morfologia, composicion quimica,

tamarfio de particula y propiedades cristalogréficas.

7.1.1 Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

Es de principal interés para conocer la morfologia de las IrO2NP’s, en las micrografias
podemos observar el material sintetizado antes y después de ser funcionalizadas en la
superficie de las plataformas de carbono, lo cual nos permite observar la morfologia existente
en la interfaz del material, dandonos una idea de la forma en que los sitios activos quedan
expuestos para tanto la inmovilizacion de la enzima ureasa, asi como para la oxidacion del

amoniaco.

A) Nanoparticulas de Iridio
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Figura 7.1. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM) de las IrO,NP’s libres

sintetizadas por método quimico.
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En la Figura 7.1 se puede observar una morfologia esférica de nanoparticulas nanométricas
que presentan aglomerados. Dichas nanoparticulas fueron sintetizadas sin sustrato, es decir,
sin el apoyo de una nanoestructura, por lo cual son libres y no se encuentran decoradas
sobre superficie alguna. En el inciso A se observan las nanoparticulas con una
magnificacion de 3000X y un voltaje de aceleracion de 15kV, es por esto que se alcanzan a
apreciar mas pequefias particulas esféericas de alrededor de 0.5-1 pum en sus respectivos
cumulos, mientras que en el inciso B al tener una magnificacién de 2000X no se percibe
una clara separacion de las particulas, sin embargo, se aprecia que existe una gran cantidad

de las mismas.

B) Sistema MWCNT / IrO2NP’s
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Figura 7.2. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) del sistema MWCNT

decorado con IrO;NP’s sintetizadas por método quimico.
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Los resultados observados en las micrografias obtenidas a partir de las
nanoestructuras decoradas con nanoparticulas previo a su uso en electrodo presentan
diferencias, se fabricaron bioanodos utilizando tres formas alotropicas de carbono
nanoestructuradas, la primera que se estudié fueron los nanotubos, como se observa en la
Figura 7.2 podemos observar que las nanoparticulas se encuentran dispersas sobre la
superficie de los nanotubos, sin embargo, no corresponde a un recubrimiento completo de
los MWCNT, en su lugar se adhieren Unicamente pequefias particulas a lo largo del material
0 como se aprecia en la Figura 7.2 B) se forman pequefias particulas entre los intersticios de
los nanotubos; éste inciso el mas diferente pues se logré obtener una imagen que muestra un
arreglo diferente en los nanotubos, vistos desde otro angulo. En los incisos A, C y D se
pueden observar los nanotubos con particulas a lo largo de su superficie, el inciso A posee
una magnificacion de 5000X mientras el inciso D una de 4000X siendo los resultados mejor
observables.

En la Figura 7.3 A se observan las nanofibras con un aumento de 450, a lo largo de la misma
se observa la adhesion de algunas nanoparticulas, que se aprecian como puntos blancos muy
pequefios, en las Figuras 7.3 By 7.3 C se observa como las nanoparticulas parecen adherirse
formando una capa fibrilar y no aglomerados, mas bien, se encuentran repartidas a lo largo

de la nanoestructura.
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C) Sistema CNF / IrO2NP’s

SEI 20KV WD11mmSS50 X450  50pm  — SEI 20kv  WD1¥mms
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Figura 7.3. Micrografias obtenidas por microscopia electrdnica de barrido (SEM) del sistema CNF decorado

con IrO,NP’s sintetizadas por método quimico.

Comparando las Figuras 7.2 y 7.3 podemos observar las diferencias en la morfologia y el
tamafio de los MWCNT vy las CNF, siendo éstas Gltimas las de un didmetro mayor, por lo
cual no se les puede considerar completamente nanoestructuras, pues su tamafio es mayor a
los 100 nm, sin embargo, la decoracion con IrO2NP’s es mas homogénea y observable, pues
se aprecia con mayor fidelidad como las NP’s esféricas son funcionalizadas en la superficie

por atrapamiento en una red fibrilar.
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D) Sistema Vulcan / IrNP’s
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Figura 7.4. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) del sistema Vulcan

decorado con IrNP’s sintetizadas por método quimico.

En la Figura 7.4 se muestran las diferentes micrografias obtenidas para las IrNP’s decoradas
sobre carbon vulcan, el cual, a diferencia de los MWCNT y las CNF es un material
nanoparticulado, podemos observar cdmo se forma un aglomerado de carb6n vulcan con
nanoparticulas de iridio cuyos didmetros varian en el rango de los nanémetros y un

aproximado de 7 micrometros, como se observa en la Figura 7.4 A.
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7.1.2 Difraccion de Rayos X (XRD)

En la Figura 7.5 se puede observar los anélisis de XRD y los planos cristalinos de los
materiales; de principal interés es identificar las reflexiones de Bragg caracteristicas del iridio
y/o dioxido de iridio para poder determinar con que material estamos trabajando, asi como
el resultado de la sintesis de las IrO2NP’s sobre su respectivo soporte y como este puede
fungir como intermediario en la reaccion. La informacion de los difractogramas usados como
referencia mostrada en las figuras formadas por los difractogramas sobre el iridio e 1rO;
sintetizados fue obtenida de Materials Project (https://materialsproject.org/materials/mp-
2723).
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Figura 7.5. Difractogramas de rayos X obteidos de los sistemas sintetizados, comparados con los

difractogramas de Iridio (B) y Dioxido de Iridio (D) obtenidos de Materials Project.
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En la Figura 7.5. podemos corroborar que la nanoestructura utilizada como sustrato influye
en la formacion de las nanoparticulas, debido a que nos muestra como existen diferentes tipos
de estructuras al finalizar la sintesis y como las plataformas decoradas con nanoparticulas
presentan diferencias de caracter cristalino, empezando por los planos preferentes, siguiendo
con el tipo de material con que fueron decoradas durante la sintesis, como se menciond en la
seccion anterior la sal utilizada como precursor de las nanoparticulas fue IrCls, en los
difractogramas A) y B) se aprecia que a pesar de que existieran las mismas condiciones de
sintesis, la presencia de una nanoestructura de carbono diferente promovido que la
funcionalizacion por decoracion de nanoparticulas fuera con nanoparticulas de iridio para el
carbono vulcan y efectivamente de nanoparticulas de didxido de iridio para las
nanoestructuras de carbono subsecuentes.

En las siguientes figuras se observa a mas detalle una comparacion entre el difractograma del
material sintetizado con el del material que se buscaba obtener, indicando los planos

cristalinos méas predominantes.
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Figura 7.6. Difractogramas de rayos X del electrodo Vulcan/IrNP’s comparado con el difractograma del

Iridio (Materials Project).
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La Figura 7.6 muestra el patron de difraccion del sistema nanoparticulado sintetizado con
carbono vulcan. A diferencia de la referencia, podemos observar que se forman reflexiones
de Bragg centradas entre 15° y 30° de 26, que pueden ser correspondientes a carbon vulcan
que posee una banda ancha centrada en 25°, las reflexiones pueden estar corridas debido a la
decoracion del mismo con nanoparticulas de iridio, que se encuentran cubriendo una parte

de la superficie del carbono vulcan.

Podemos corroborar que a diferencia de las otras dos plataformas (MWCNT y CNF) el
carbono vulcan provee de una reaccion controlada en la que se generan nanoparticulas de
iridio y no IrOz, lo cual se puede deber a la estabilidad formada por el tamafio y forma del
carbono, que es un producto nanoestructurado. Las reflexiones correspondientes al iridio son
casi iguales a las reportadas en la literatura, con intensidades mucho mayores en el producto
sintetizado en las que se observan las dos reflexiones principales en 40° y 47° teniendo mayor
predominancia el plano 1 1 1 caracteristico del iridio. No existe una alteracion en el
crecimiento del plano preferencial, simplemente se corrobora la formacion de nanoparticulas

correspondientes a un material en especifico, en este caso, iridio.
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Figura 7.7. Difractogramas de rayos X del electrodo MWCNT/IrO.NP’s comparado con el difractograma de

Didxido de Iridio (Materials Project).
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En la Figura 7.7 se pueden observar el difractograma obtenido para el material sintetizado
sobre las plataforma de nanotubos de carbono, indicado como MWCNT/IrO2NP’s, y el
patron de referencia para el IrO2, se aprecia que existe un corrimiento a la izquierda en las
reflexiones de Bragg sobre el eje 26, asi como varias de las bandas no coinciden, sin embargo,
en la Figura 7.8 se reporta el patron de difraccion de MWCNT purificados, en el cual
podemos observar la incidencia de las reflexiones de Bragg a las que para uso practico
denominaremos picos. El patron mostré un pico de difraccion intenso alrededor de 26 = 26°,
picos de difraccion de baja intensidad alrededor de 44, 53 y 78 que se asignan a (002), (100),
(004) y (110), respectivamente; lo anterior corresponde a patrones de difraccion de grafito
tipico (Atchudan, R., Pandurangan, A., & Joo, J., 2015).
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Figura 7.8. Patrén de difraccion de rayos X de MWCNT’s purificados (Atchudan, R., Pandurangan, A., &
Joo, J., 2015).

El patron obtenido del material (MWCNT/IrO2NP’s) coincide en su mayoria con el reportado
por Atchudan, R., no obstante, nuestra plataforma posee un patrén que presenta mas ruido
que puede provenir de impurezas o particulas metalicas, como las IrO2NP’s, pero el pico mas
intenso corresponde al de los nanotubos de carbono, por lo cual se asume que las

nanoparticulas quedan internalizadas en los MWCNT.
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Figura 7.9. Difractograma de rayos X del sistema CNF/IrO,NP’s sintetizado por método quimico.

£ |I:”:'2:| ~ G (00Z)
? | | 3 \ 750 °C
[ Mi {111} E . TS0
'!I i {200 = i Tl o0
730°C cnuul‘? T Ciood) pigzen CMD | E T ST
g e _.--",-g A e e = E N e
E JUC_ .)Ik I -—JM"C
: 1 R
G50°C ! #2023 24 2 oM 2T 2B o2 oM
g |~ LA i =
\B0C |
v 550°C i
0 10 20 3 40 S0 e 70 80
2n/°

Figura 7.10. Difractogramas de referencia de las CNF en funcién de diferentes temperaturas de sintesis (del
Rio, D. S., 2011).
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En la Figura 7.10 se observan difractogramas obtenidos por del Rio, D.S. en los que la

reflexion del C (002) es el mas intenso de los picos del carbono.

En comparacion con las CNF utilizadas, el difractograma de la Figura 7.9 presenta un patron
muy similar, caracteristico del carbono, sin que se aprecie la existencia de una reflexion
caracteristica del iridio o dioxido de iridio, debido a esto se puede asumir que una vez
cumpliendo su funcién de oxidar el amoniaco, el iridio estara presente pero no se encontrara
en la superficie del sistema, mas bien se encontrard encapsulado y/o cubierto en las
nanofibras de carbono, a diferencia de como sucede con los otros sistemas, en los cuales se

encuentra funcionalizado / decorado en la superficie de los mismos.

7.2 Evaluacion Enzimatica

7.2.1 Ensayo de actividad de la ureasa

De acuerdo con el analisis de pH de la enzima ureasa libre, encontramos que posee
mayor actividad entre 6.25 y 7.25, siendo el éptimo reportado de 7.4, debido a esto podemos
considerar adecuado trabajar con un pH en el rango mencionado, siendo el seleccionado un
pH neutro, de 7.0, debido a la posibilidad de aumento en el mismo valor conforme se lleva a
cabo la reaccion. De acuerdo a la literatura, es bien sabido que los aumentos de temperatura
aceleran las reacciones quimicas, concepto aplicado también a las reacciones catalizadas por

enzimas, catalizadores bioldgicos.

A través de los resultados de la podemos determinar las condiciones éptimas para elaborar el
sensor y en las cuales se pueden llevar a cabo los estudios posteriores, siendo que se delimitan
condiciones de trabajo. Dependiendo de la concentracion de sustrato variara la cinética de
Michaelis Menten.

En la Figura 7.11 se muestra la estabilidad de la enzima libre como inmovilizada, los
patrones son similares entre si, cambiando principalmente la actividad enzimatica residual;

los MWCNT permiten mayor actividad enzimatica al variar la temperatura en comparacion
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con las otras nanoestructuras, siendo las CNF las que permiten menor actividad enzimatica.
Al variar el pH, las CNF permiten mayor actividad enzimatica que los MWCNT. El Carbon
Vulcan se mantiene méas constante, permitiéndo alta actividad a la enzima inmovilizada al

variar el pH como la temperatura. Al ser inmovilizada la enzima pierde actividad.
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Figura 7.11. Estabilidad de enzima ureasa libre a diferente pH y temperatura, obtenida a través de un ensayo
de estdndar de amonio. Estabilidad enzimatica en diferentes condiciones A) Condicién de temperaturay B)

Condicion de p.H.
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7.2.2 Acoplamiento enzimatico

En la Figura 7.12 se observan las curvas generadas a partir de la inmovilizacion de
enzima ureasa sobre cada una de las 3 plataformas de carbon discutidas en secciones previas,
se observa claramente que la nanoestructura con mayor efectividad es el carbon vulcan,
debido a que durante los primeros 25 minutos de reaccion se logré inmovilizar
aproximadamente el 78% de la enzima total en solucion, de las tres estructuras la peor
efectividad en el acoplamiento corresponde a las CNF, debido a que transcurridos 45 minutos
unicamente se logré inmovilizar aproximadamente un 40% de la enzima en solucion,
porcentaje al cual se estabilizd, los MWCNT por su parte toman mas tiempo en estabilizar la
cantidad de enzima que se acoplan a su superficie, pues les tom6 55 minutos inmovilizar

aproximadamente el 63% de la enzima en solucion.
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Figura 7.12. Resultados de inmovilizacién enzimética. Curvas de acoplamiento de enzima ureasa sobre las

diferentes plataformas de carb6n nanoestructuradas funcionalizadas con IrO;NP’s.

La inmovilizacion enzimatica puede variar, existe la posibilidad de que el conteo proteico en
solucion variara debido a condiciones y factores externos, como la temperatura, pues a pesar
de haber tomado en cuenta las condiciones Optimas para trabajar con ureasa, como se explica

en la pagina anterior, la temperatura a la que la enzima presenté mayor actividad es mayor a
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la temperatura ambiente por poco mas de 20 °C y aproximadamente 55 °C mayor a la

temperatura de almacenamiento de la enzima.

Es importante aclarar que la cantidad total de enzima en solucion no es inmovilizada
efectivamente, es decir, no existe un rendimiento del 100%, este proceso es apoyado por las
nanoparticulas de iridio / dioxido de iridio, debido a que a través de la funcionalizacion se

tiene la menor pérdida posible de bioreceptor.

7.2.3 Ciclos de reuso
La generacion de ciclos de reuso permite estudiar el tiempo de vida de un biosensor,
en este caso, el tiempo que el electrodo funcionaré correctamente y seguiré teniendo actividad

enzimatica ligada a los sistemas de carbdn funcionalizado con nanoparticulas.
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Figura 7.13. Ciclos de redso de los electrodos enzimaticos, evaluando la actividad residual de la enzima

ureasa en un lapso de 10 dias.

En la Figura 7.13 una grafica correspondiente a la actividad residual enzimatica en un tiempo
de 10 dias para el analisis previo al tiempo de vida medio de los sistemas enzimaticos, se
alcanza a observar que los sistemas no alcanzan su vida media durante este periodo, sin

embargo, los resultados contrastan con los encontrados en las pruebas de acoplamiento, pues
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a pesar de haber inmovilizado una menor cantidad de enzima, el sistema de nanotubos de

carbono presentan ligeramente mayor actividad al de carbédn vulcan.

7.3 Pruebas electroquimicas de deteccion de actividad enzimatica

Voltametria ciclica: Experimentacion ejecutada con una velocidad de barrido de de
50 0 100 mV/s en una ventana de -1 V a 1.5 V vs Ag/AgCl, en ocasiones aumentando los
valores de la ventana de potencial hasta 2 V. Se analizo el rango de oxidacion, estudiado a
través de la aparicion de una sefial anddica, lo anterior nos fue Util para delimitar los valores

de la DPV (Voltametria de pulso diferencial).

Voltametria de pulso diferencial: Las pruebas se llevan a cabo por triplicado para
generar un rango y ajuste de los resultados obtenidos. Se corren las pruebas en una ventana
de potencial de 0.5V a 1.5 V vs Ag/AgCl, generalmente ajustando los valores hasta 1.25 V,

potencial al cual la sefial anddica ya ha aparecido.
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Figura 7.14. Voltametria ciclica (CV) del electrodo propuesto de nanotubos de carbono de pared maltiple
decorado con IrO2NP's y ureasa inmovilizada en una solucion de urea 10 mM graduada con tampon pH 7.0

contra una curva de control de carbono vitreo y el material sin inmovilizacion enzimatica.
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Figura 7.15. Voltametria ciclica (CV) del electrodo propuesto de nanofibras de carbono decorado con

IrO2NP's y ureasa inmovilizada en una solucién de urea 10 mM graduada con tampon pH 7.0 contra una

curva de control de carbono vitreo y el material sin inmovilizacién enzimatica.
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Figura 7.16. Voltametria ciclica (CV) del electrodo propuesto de carbén vulcan decorado con IrNP's y ureasa
inmovilizada en una solucién de urea 10 mM graduada con tampdn pH 7.0 contra una curva de control de

carbono vitreo y el material sin inmovilizacion enzimatica.
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Las voltametrias ciclicas de control para una solucion de urea 10 mM aplicadas con un
electrodo de carbon vitreo modificado para los sistemas MWCNT / IrO2NP’s / ureasa, CNF
/ IrO2NP’s / ureasa y Vulcan / IrNP’s / ureasa se muestran en las Figuras 7.14, 7.15y 7.16,
respectivamente. Se puede observar la formacion de un pico anddico en el potencial de 1 V
en los ciclos de color azul, que corresponden a la reaccion de oxidacion precursora del
analisis de la reaccion de hidrdlisis de la urea catalizada por la enzima en estudio. En
voltamperogram de color rojo se muestra el comportamiento del electrodo sin enzima donde

no se puede observar la sefial anddica de la oxidacion de la urea.

Es importante destacar que la modificacion del electrodo de carbon vitreo con el sistema
formulado produce un andlisis de deteccidn de urea apoyandonos en diferentes reacciones,
pues las nanoparticulas llevan a cabo la oxidacion del subproducto de la reaccion de hidrolisis
(amoniaco), dicha oxidacién debe ser apreciada a través de una sefial anddica, lo cual nos

indica la presencia de urea en el electrolito.

Se puede demostrar que es necesario tener un arreglo del electrodo donde lleve a cabo una
reaccion acoplada, donde por medio de la ureasa que es una enzima hidrolitica pueda
generarse el producto que servird como reactivo para las nanoparticulas de 6xido de iridio,
donde de esta forma se produzca la oxidacion que puede observarse en el pico anddico de los

voltamperogramas a potenciales arriba de 1V.

La electrooxidacion de amoniaco ha llamado mucho la atencion en los ultimos afios; sin
embargo, la aplicacion de este proceso a gran escala se ha visto muy obstaculizada debido a
la baja eficiencia. Los retos que presenta esta tecnologia son principalmente aumentar la
velocidad de la cinética de la electrooxidacion del amoniaco, ya que por ahora es muy lenta,
debido a la naturaleza irreversible de las reacciones. Debido a las limitaciones cinéticas de la

electrooxidacion de amoniaco, se necesita un potencial muy alto (Zhong et al., 2013).
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7.3.1 Sistema MWCNT / IrO2NP’s

Voltametria ciclica
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Figura 7.17. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

MWCNT/IrO,NP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 100 mM.

En las Figuras 7.17 y 7.18 se muestran las voltametrias ciclicas generadas con el uso del
sistema MWCNT / IrO2NP’s / ureasa, se optd por llevar a cabo analisis en diferentes ventanas
de potencial, entre -1y 1.5 V vs Ag/AgCl y la otra llegando hasta 2 V vs Ag/AgCl, en ambas
se observa la aparicion de una sefial anddica alrededor de un potencial de 1 V. En la literatura
se reporta el uso de electrocatalizadores IrRh/C soportados en carbono con diferentes
proporciones atdmicas de iridio a rodio (0:100, 50:50, 70:30, 90:10 y 100:0) para la
electrooxidacion de amoniaco (AmER) en medios alcalinos. En este estudio se encontré que
en todos los voltamogramas excepto en Rh/C, la regidn del hidrdgeno esta bien definida entre
—0,85 Vy —0,6 V, que es una forma tipica de voltametria ciclica de Ir/C en medios alcalinos
(Silva, J. C. M., et al. 2017), dicha experimentacion contrasta con la aparicién de una sefial

en 1V, pues se asemeja mas a la reaccion de evolucion del oxigeno, sin embargo se hace uso
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de contraelectrodos diferentes, mientras que en la teoria se usa un contraelectrodo de

Hg/HgO, en este trabajo se hace uso de uno de Ag/AgCl, debido a esto el valor del potencial

cambia.
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Figura 7.18. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

MWCNT/IrO,NP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 100 mM.

Adicionalmente, las nanoparticulas de NiO (NiO-NP) se han utilizado con éxito para la
fabricacion de un biosensor de urea. Una fina pelicula de nanoparticulas de NiO depositadas
sobre un sustrato de vidrio recubierto de 6xido de indio y estafio (ITO) sirve como matriz
eficaz para la inmovilizacion de la ureasa (Ur), en dicho experimento se reporta la
identificacion propiamente de urea en un potencial de alrededor de 0.45 V, en una reaccion
reversible (Tyagi, M., Tomar, M., & Gupta, V., 2013). Analizando la bibliografia, existe una
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variacion entre los valores de potencial en los que se puede observar algin parametro que sea

util para la identificacion de urea.

Voltametria de pulso diferencial

T T T T T T T

Concentracién de Urea:
—1mM
—2mM
— 10 mM
—30mM

50 mM
100 mM

0.0003

<
£

(&)

<

£ 0.0002 1

el

1]

©

7

c

.

C

= 0.0001 -

0.0000 : . . , .
0.50 0.75 1.00 1.25

Potencial (V vs Ag/AgCl)

Figura 7.19. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbédn vitreo modificado con tinta catalitica de

MWCNT/IrO,NP’s/ureasa para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 100 mM.

La Figura 7.19 muestra las voltametrias de pulso diferencial aplicadas en un electrolito de
urea a diferentes concentraciones utilizando un electrodo de carbén vitreo modificado con
tinta catalitica de MWCNT / IrO2NP’s / ureasa. Se puede observar como existe un
crecimiento en la densidad de corriente (j) con respecto a la concentracion, sin embargo,
también se puede observar un ligero desplazamiento a la izquierda variando de una
concentracion a otra; aproximadamente se observa la sefial en su punto més alto en 0.94 V
correspondiente a la concentracion de 100 mM, las sefiales de 1 y 2 mM se encuentran en
1.01 V. También se puede apreciar que no todas las curvas poseen un crecimiento conforme

a la concentracion, la curva de 50 mM rompe con esta tendencia, lo cual se puede deber a un
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error experimental del laboratorista, sin embargo, este tipo de resultados dificultan la

reproducibiladad del electrodo.

7.3.2 Sistema CNF / IrO2NP’s

Voltametria Ciclica

Urea 1 mM
0.008 - Urea 2 mM
| —— Urea 10 mM
—— Urea 25 mM
0.006 - Urea 30 mM
——— Urea 40 mM
& 1 —— Urea 50 mM
g 00044 Urea 90 mM
<
£
— 0.002 1
0.000 H
-0.002 4

-1.0 -0.5 ' OTO ' 0T5 ' 1:0 . 1.5 2.0
E (V vs Ag/AgCl)

Figura 7.20. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

CNF/IrO;NP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 90 mM.

De manera similar al sistema basado en nanotubos de carbono, se evaluo el sistema de
nanofibras en diferentes ventanas de potencial, para buscar y/o identificar sefiales en un rango
de experimentacion mas amplio, a pesar de lo anterior, los resultados son muy similares, pues
se pude apreciar la formacion de una sefial anddica alrededor de 1 a 1.25 V vs Ag/AgCIl.
Silva, J. C. M., et al. reportan una sefial alrededor de -0.43 a -0.48 V vs Hg/HgO para la

oxidacion de amoniaco utilizando nanoparticulas de iridio-rodio soportadas en carbono; cabe
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J (mA/cm?)

resaltar que las condiciones varian entre los experimentos reportados en dicha literatura y en

este trabajo, debido a esto se realiza la conversion para compararlas en funcién del electrodo

normal de hidrégeno (ENH).

e 1125V vsAg/AgCl~1.197 - 1.447 V vs ENH
« -0.43--0.48 V vs Hg/HgO = 0.496 — 0.446 vs ENH

Como se puede observar, los resultados no son equivalentes, por otra parte, Khan, S., et al
(2021) reportan que el potencial AMER es de -0.77 V vs ENH. Lo cual nos presenta otra

variacion en el valor de la oxidacion de amoniaco.
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Figura 7.21. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

CNF/IrO2NP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 90 mM.
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En la Figura 7.21 se pueden observar diferentes voltametrias ciclicas generadas utilizando
un electrodo de carbon vitreo cubierto de tinta catalitica de CNF / IrO2NP’s / ureasa, se
Ilevaron a cabo menos pruebas en la ventana de potencial que llega a 1.5 V; se alcanza a
observar que el incremento en la densidad de corriente no es lineal conforma aumenta la

concentracion.
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Figura 7.22. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbédn vitreo modificado con tinta catalitica de

CNF/IrO;NP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 70 mM.

Al igual que en las DPV generadas con el sistema de nanotubos, la figura 7.22 muestra las
voltametrias de pulso diferencial aplicadas en un electrolito de urea a diferentes
concentraciones utilizando un electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de
CNF / IrO2NP’s / ureasa. Se puede observar como existe un crecimiento en la densidad de
corriente (j) con respecto a la concentracion, sin embargo, en este caso el desplazamiento del

potencial hacia la izquierda es practicamente imperceptible, pero existe, para corroborarlo se
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puede observar la sefial de 70 mM en su punto mas alto a un potencial de 0.98 V en un valor
de 0.0002427 mA/cm?,

Los resultados presentan un crecimiento en la densidad de corriente a partir de 1 VV, como si
existiera otra sefial después de la sefial anddica, esto puede ser nuevamente debido a la
reaccion de evolucién de oxigeno, que se presenta alrededor del mismo potencial, pero al
usar contraelectrodos diferentes se asume que las especies siguen reaccionando, no obstante,
la mayor parte del electrolito de la solucion de urea corresponde a una solucién buffer, la
cual presenta los compuestos suficientes para llevar a cabo la reaccion de evolucion de
oxigeno la cual podria interferir con el analisis y modificar las sefiales, debido a esto se
observa la poca estabilidad en el analisis, finalmente, se atribuye la reacciéon de evolucion

debido a la presencia de burbujas en el electrodo.

7.3.3 Sistema Vulcan / IrNP’s
Voltametria ciclica
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Figura 7.23. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

Vulcan/IrNP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 100 mM.
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Existio una mayor posibilidad de encontrar una sefial anddica a diferentes concentraciones
utilizando el sistema Vulcan / IrNP’s / ureasa, lo cual se puede observar en las figuras 7.23
y 7.24, en ésta Ultima se pueden apreciar diferentes sefiales por separado, en las imagenes B)
y D) se observa que la variacion de potencial entre las sefiales es minima, el aumento se

vuelve mas evidente conforme aumenta la concentracion.
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Figura 7.24. Voltametrias ciclicas de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

Vulcan/IrNP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de I mM a 100 mM.

Voltametria de pulso diferencial

La Figura 7.25 muestra las voltametrias de pulso diferencial aplicadas en un
electrolito de urea a diferentes concentraciones utilizando un electrodo de carbon vitreo
modificado con tinta catalitica de Vulcan / IrNP’s / ureasa. Nuevamente, se puede observar

como existe un crecimiento en la densidad de corriente (j) con respecto a la concentracion.
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Figura 7.25. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbédn vitreo modificado con tinta catalitica de

Vulcan/IrNP’s para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 1 mM a 30 mM.
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Figura 7.26. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbon vitreo modificado, con linea base

modificada.
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En la Figura 7.26 se observa la misma figura que la anterior, pero con un ajuste en la linea
base con la finalidad de observar de manera precisa el potencial de las sefiales, pero no la
densidad de corriente, pues esta varia al realizar el ajuste. Los resultados son: 0.0075 mA/cm?
en un potencial de 1.029 V para una concentracion de urea 30 mM, 0.0072 mA/cm? en un
potencial de 0.99 V para una concentracion de urea 10 mM y 0.0059 mA /cm? en un potencial
de 0.98 V para una concentracion de urea 1 mM. En este caso el barrido de potencial aumenta
ligeramente conforme aumenta la concentracion. Aunado a lo anterior, el amoniaco causa
una disminucion en el pH del electrolito, consecuentemente, una gran cantidad de soluciones

homogéneas de urea a diferentes concentraciones fue necesaria para un analisis preciso y

duradero.
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Figura 7.27. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica de

Vulcan/IrNP’s/ureasa para soluciones de urea a diferentes concentraciones, de 50 mM a 80 mM.

En la Figura 7.27 se muestran las voltametrias de pulso diferencial aplicadas en un electrolito
de urea a diferentes concentraciones utilizando un electrodo de carbén vitreo modificado con
tinta catalitica de Vulcan / IrNP’s / ureasa en un rango de soluciones de urea con

concentraciones entre 50 y 80 mM. Nuevamente, se puede observar como existe un
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crecimiento en la densidad de corriente (j) con respecto a la concentracion, sin embargo, se

observa que el crecimiento no es lineal y las sefiales no tienen la misma amplitud que en el

rango de 1 a 30 mM.

En la Figura 7.28 se observa la misma figura que la anterior, pero nuevamente con un ajuste
en la linea base con la finalidad de observar de manera precisa el potencial de las sefiales, sin

embargo, existen mas variaciones en el barrido de potencial que oscilan entre 0.8 y 1.1 V
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Figura 7.28. Voltametrias de pulso diferencial de electrodo de carbon vitreo modificado con tinta catalitica

Vulcan /IrNP’s/ureasa en solucion de urea. Diagrama con modificacion de linea base.

De acuerdo a las figuras 7.26 y 7.28 que son en las que se realizd un ajuste de la linea base
podemos observar que las intensidades no corresponden a las adecuadas, pero si nos otorgan
una idea donde se encuentra el punto en el que se realiza la oxidacion y a pesar de su

intensidad con respecto a la original, nos muestran cual fue la que tuvo un incremento mayor,

con respecto al avance del potencial.
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7.3.4 Curvas de calibracién

Como se puede observar en las voltametrias ciclicas y voltametrias de pulso
diferencial la densidad de corriente y el potencial pueden variar linealmente con respecto a
la concentracion, aumentando o disminuyendo el potencial o la intensidad, lo que
corresponderia al funcionamiento de un biosensor potenciométrico o amperométrico,

respectivamente.

Se opto por trabajar con el sistema Vulcan / ['NP’s / ureasa rescatando los mejores resultados
obtenidos a partir de las CV y DPV, dichos resultados debieron satisfacer el crecimiento
lineal en el potencial o en la densidad de corriente, debido a lo anterior se decidio utilizar

algunos de los ciclos generados en CV como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 7.29. Voltametria Ciclica de un electrodo de carbén vitreo decorado con tinta catalitica

Vulcan/IrO;NP’s/ureasa en solucion de urea a diferentes concentraciones.

Como se puede observar en la Figura 7.29, el crecimiento més evidente es en la densidad de

corriente, mientras que el potencial varia ligeramente. A una concentracion de 50 mM de
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urea no existe un crecimiento lineal en a la densidad de corriente debido que presenta un
aumento muy significativo, esto puede ser debido a la saturacion del electrodo de trabajo, es

decir, existen residuos que interfieren o afectan la medicion.

Tabla 3. Datos de la corriente y el potencial utilizados para la elaboracion de la curva de calibracion,

obtenidos con respecto a la concentracion de urea.

Concentracién (mM) Corriente (LA) E (V vs Ag/AgCl)
1 122.7 1.010
10 134.8 1.013
30 148.1 1.048
50 271.3 1.059
100 197.9 1.084

En las Tabla 3 podemos observar los valores extraidos de la voltametria ciclica para ser
utilizados en la curva de calibracion. El valor de la corriente para una concentracion de urea
50 mM rompe la tendencia lineal significativamente, por lo cual se omite en la curva, mas
no lo hace en el caso del potencial. Es evidente que a pesar de que existe variacién en el

potencial, esta es minima en comparacién con la variacién en la corriente.

De acuerdo a la Figura 7.30, las curvas de calibracion poseen cierta linealidad, y debido a
los valores mostrados en ambas curvas, podemos considerar que la R? muestra un
comportamiento mas lineal evidente en el inciso A, es decir, el crecimiento en la intensidad
de corriente puede predecirse de manera mas exacta a través de la ecueacién de dicho inciso;
Es posible generar un biosensor para analizar la variacion de la corriente a un potencial
constante, lo que significa que el biosensor seria amperométrico. Aunado a lo anterior, como
se puede observar en el eje x de las curvas de calibracion el intervalo de aumento en la
corriente es mayor con respecto al cambio en el potencial al cual se lleva a cabo el analisis,

concluyendo que el cambio del voltaje es minimo y se mantiene practicamente constante.
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Figura 7.30. Curvas de calibracion creadas a partir del analisis del sistema Vulcan / IrNP’s / ureasa con

respecto a la: A) Corriente y el B) Potencial.

A partir de la curva de calibracion A, se calculo el limite de deteccion (LOD) del biosensor

a través de la siguiente ecuacion:
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3 * Ocontrol

- (7.1)

Donde o es la desviacion estandar de los datos de la muestra y b es la pendiente de la curva.
A través de la ecuacion 7.1, se encontré que el limite de deteccion del biosensor con el
electrodo Vulcan / IrNP’s / ureasa es de 0.433 mM = 2.6006 mg/dL, que comparado con el
método colorimétrico enzimatico de Berthelot, descrito anteriormente, posee menor

sensibildad a pesar de su capacidad de detectar pequefias cantidades de urea.

7.4 Pruebas en Celda de Combustible

7.4.1 Cronoamperometria

1.5

Concentracion de urea: TmM

Concentracién de urea: 10mM
Concentracién de urea: 30mM
Concentracion de urea: 64mM

1.0

0.5 1 l

Densidad de Corriente (mA/cm?)
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v I v I v I v I N I
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Figura 7.31. Cronoamperometria a 1 V en celda de combustible microfluidica para un electrodo

Vulcan/IrNP’s/ureasa en solucion de urea: 1 mM, 10 mM, 30 mM y 64 mM.

La Figura 7.31 muestra las curvas cronoamperométricas en celda completa para el
sistema Vulcan/IrO.NP’s/ureasa en diferentes concentraciones de urea que varian de 1 mM

hasta 64 mM. La densidad de corriente disminuye continuamente durante los primeros
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segundos, pero se estabiliza rapidamente. Dicho decaimiento de corriente se asocia a la
consumicion de la urea y la ureasa, asi como sus respectivos productos, principalmente la
oxidacion del amoniaco. La accién es sumamente rapida debido a la especificidad del sistema
propuesto, pues la enzima ureasa es selectiva y la reaccion de hidrolisis forma rapidamente
el producto que se oxida, manteniendo estabilidad en el sistema después de 25 segundos

iniciado el andlisis.

A una concentracién 64 mM el sistema no logra estabilizarse, la cantidad de analito puede
indicar que esta saturado; al mismo tiempo que el amoniaco comienza a oxidarse, la urea 'y
la ureasa presentes en el sistema siguen reaccionando generando mas producto, o bien, existe
una difusion menos efectiva en la celda de combustible debido a la cantidad de analito, cuya
distribucion puede ocasionar cambios en la densidad de corriente debido a como seguiran
reaccionando los agentes incolucrados. Se encontrd que a una concentracion 30 mM de urea
la caida de densidad de corriente es menor, debido a que empieza a decrecer a una densidad

de 0.32 mA/cm? estabilizandose a una corriente mayor que en las demas concentraciones.

7.4.2 Curvas de Descarga

El potencial de circuito abierto de la celda de combustible microfluidica y las curvas
de densidad de potencia se aprecian en las figuras 7.32 y 7.33. En la primera se nos muestra
la curva generada en celda completa con el electrodo Vulcan/IrNP’s como &nodo, un
contraelecrodo de platino como catodo y utilizando buffer de fosfatos pH 7 como
combustible.

En la Figura 7.33 se nos muestra la curva generada en celda completa con el electrodo
Vulcan/IrNP’s/ureasa como anodo, un contraelecrodo de platino como catodo y solucion de

urea a diferentes concentraciones como combustible.

93



0.030
O~ Control - Buffer pH 7.0

0.4 4

o~

0.025

- 0.020

- 0.015

Voltaje (V)

- 0.010

- 0.005

Densidad de Potencia (mVA/cm*)

S —..__ 0.000
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Densidad de Corriente (mA/cm?)
Figura 7.32. Polarizacion y curva de descarga para celda de combustible microfluidica (de papel) de un
electrodo de papel toray con tinta catalitica Vulcan/IrNP’s como anodo en solucion de buffer de fosfatos pH

7.0 como combustible.

0.7 - 0.04
—— Concentracion de urea: 1 mM
] —— Concentracion de urea: 10 mM| .
0.6 —— Concentracion de urea: 30 mM €
] —o— Concentracién de urea: 64 mM o
- L 0.03 <
0.5 >
E
—_ fU
S 0.4 [
Q [0)]
T 1 -0.02 =
O 0.3+ %
= ] ©
0.2 @
< k)
| -0.01 -3
o
0.1+ (]
0.0 4 0.00

T — T T T
0.00 . 0.10 0.15 0.20

Densidad de Corriente (mA/cm?)
Figura 7.33. Polarizacion y curva de descarga para celda de combustible microfluidica de un electrodo de

papel toray con tinta catalitica Vulcan/IrNP’s/ureasa como &nodo utilizando diferentes concentraciones de

urea como electrolito en un rano de 1 mM a 64 mM a 20 mV/s.
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Se puede apreciar a través de las curvas de descarga que no existen caidas de potencial a
bajas densidades de corriente, por lo cual no hay pérdidas por polarizacién de activacion a
concentraciones de 1 mM y 64 mM, en las concentraciones 10 mM y 30 mM existe oposicion
al flujo de la corriente eléctrica ya sea por problemas en la difusion o residuos en la celda de
combustible, son curvas resistivas, no obstante, es de mayor importancia analizar la densidad
de potencia, la cual se compone del potencial como de la densidad de corriente, en la cual se
ve un aumento conforme a la concentracion. De manera general, se puede confirmar la
especificidad de la reaccion de hidrdlisis entre la urea y la ureasa que es practicamente
instantanea, formando asi amoniaco que es oxidado. Esto se evidencia debido a la caida de
potencial por pérdidas 6hmicas debido a la oxidacion del subproducto (amoniaco) de la

reaccion inicial, que es mas apreciable a una concentracion de 64 mM.

El potencial para la concentracion 1 mM es menor en la Figura 7.33 comparandola con la
Figura 7.32 donde no hay concentracion de urea. Para ser de utilidad analitica deberia existir
una relacién con la concentracion del analito que se cuantifica, en este caso urea, siendo asi,
el error analitico radica en la difusion de la solucion de urea en la celda de combustible
microfluidica por contaminacion con agentes externos o falta de material en el anodo. De
acuerdo a los resultados, para que exista un cambio de difusion a electroconversion es

necesario que se trabaje a concentraciones mayores a 1 mM.

Es de gran interés analizar el potencial generado en las curvas, debido a que se trata de un
potencial de circuito abierto, es decir, no se requiere de ningun estimulo para generarlo, y
corresponde a la parte preliminar en la elaboracion de un biosensor autoalimentable. Como
se observa en la Figura 7.33, el potencial de circuito abierto aumenta conforme aumenta la

concentracion de urea en el analito.
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8. Conclusiones

Este trabajo se realiz con el propdsito de evaluar el potencial de las nanoestructuras de
carbono en el uso de biosensores. La formulacion del electrodo como un biodnodo capaz de
llevar a cabo la identificacion de la urea a través de un enlace electroquimico es presentada,
se observa que la identificacion de analito se lleva a cabo con una intensidad de corriente
maxima de 271.3 A para una solucion de urea con concentracion de 50 mM, mas no pudo
ser alcanzada por concentraciones mayores, pero proporcionan una idea del posible uso del
electrodo en celdas de combustible para generacion de energia, asi como la creacion de un

biosensor autoalimentable.

El potencial uso de la formulacion propuesta en un biosensor es alta, sin embargo, existen
pardmetros que deben controlarse con el maximo cuidado posible, como la temperatura de la
enzima y el trabajo con un deposito adecuado de tinta catalitica, debido a que a pesar de ser
una cantidad muy pequefia (2 pL) la variacién en la corriente de un analisis a otro puede ser
muy elevada, lo cual afecta la reproducibilidad, que es necesaria para el estudio del proyecto
en un laboratorio diferente, es decir, poder obtener los mismos resultados sin importar el
lugar de trabajo mientras se respete la formulacion. Las plataformas de carbono
nanoestructuradas demuestran ser una buena alternativa para la creacion de transductores en

un biosensor por sus buenas propiedades eléctricas y mecanicas.

Se presentan mejoras con respecto a los test o evaluaciones que se ejecutan actualmente para
deteccidn de urea, pues el limite de deteccion de 0.433 mM nos otorga un valor con el cual
es posible trabajar a bajas concentraciones, lo cual permite encontrar las cantidades mas
pequerias de urea en un sistema o inclusive trazas; a pesar de lo anterior no mejora el limite
de deteccion reportado en el método de Berthelot. Debido a esto se concluye que aun es
necesaria la ejecucion de pruebas en fluidos simulados para progresar con el proyecto, dichos

fluidos pueden corresponder a andlisis en humanos o en leche vacuna.
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Perspectivas y trabajo a futuro:

Durante la realizacion de esta tesis nos enfocamos en la sintesis de las nanoparticulas
soportadas en las diferentes estructuras de carbono, asi como de su analisis como un sistema
con viabilidad en el uso de biosensores de urea. El electrodo formulado demuestra ser
inestable, se propone intentar una funcionalizacion diferente y la oxidacion de forma no
enzimética para realizar un biosensor que, aunque sea menos selectivo, posea mayor
estabilidad. sin embargo, se requiere de generar una formulacién para que el electrodo sea
compatible con fluidos y verificar su efectividad en leche de vaca considerando las pruebas

de interferentes que pueden existir.
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11. Anexos

VOLTAMETRIA

La voltametria abarca un grupo de métodos electroanaliticos en los que la informacion
sobre el analito se deduce de la medicion de la corriente en funcion del potencial aplicado,
en condiciones que favorezcan la polarizacion de un electrodo indicador o de trabajo.

Muy relacionada, la amperometria, la corriente proporcional a la concentracion del analito se

controla a un potencial fijo.

Los electrodos de trabajo poseen areas superficiales de unos pocos milimetros para

favorecer la polarizacion. La cantidad de muestra utilizada favorece la polarizacion para el

adecuado analisis.

VOLTAMETRIA CICLICA

La respuesta de corriente en un electrodo estacionario pequefio colocado en una solucién no
agitada es provocada por una sefial de potencial de forma de onda triangular. Los voltajes
extremos a los cuales tiene lugar la inversion se Ilaman potenciales de inversion. El intervalo
de potenciales de inversion elegido para un experimento dado es aquel en el que tiene lugar

la oxidacion o la reduccién controladas por difusion de uno o mas analitos.

Fragmento tomado de: Skoog, et al. Principios de analisis instrumental.

CINETICA ENZIMATICA

Las ecuaciones de Michaelis-Menten y de Hill modelan los efectos de la concentracion del

sustrato. La Ecuacion de Michaelis-Menten: llustra en términos matematicos la relacién
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entre la celocidad de reaccion inicial vi y la concentracion de sustrato [S], la ecuacion es la
siguiente:

_ Vméx[s]
K +[S]

Vi
La constante K de Michaelis es la concentracion de sustrato a la cual vi es la mitad de la
velocidad maxima (Vmax / 2) alcanzable a una concentracion particular de enzima.
Podemos evaluar la ecuacion de Michaelis-Menten en tres condiciones.

1. Cuando [S] es mucho menor que Kn

Vmax [S] (Vmax
V; =

~ ~ S| =~ k[S 1

e~ (RS~ ksl @

Vmax Y Km son constantes, por lo cual, vi es proporcional a k[S]. La velocidad inicial es
directamente proporcional a la concentracién de sustrato.

2. Cuando [S] es mucho mayor que Kn

De esta manera la velocidad de reaccion es maxima y no esta afectada por aumentos
adicionales de la concentracion de sustrato.

3. Cuando [S] es igual a K,

_ Vmax [S] Vmax [S] Vmax
T K, + [S] 2[S] 2

Ui

La velocidad inicial es de la mitad del maximo. Esta ecuaciéon revela que Km puede
determinarse experimentalmente a partir de la concentracion de sustrato a la cual la velocidad
inicial es la mitad de la velocidad maxima. Podemos calcular la Vimax asi como la constante

de Michaelis Menten para describir la cinética enzimatica de nuestro sistema.
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La medicion directa del valor numérico de Vmax, Y, por consiguiente, el calculo de Km, a
menudo requiere concentraciones altas poco practicas de sustrato para alcanzar condiciones
de saturacion. Una forma lineal de la ecuacion de Michaelis-Menten evita esta dificultad, su

froma simplificada es la siguiente:

La ecuacion 4 es la ecuacion para una linea recta y = ax + b. Un grafico de 1/vi en el eje y,
expresado en funcién de 1/[S] en el eje x, da una linea recta cuya interseccion en el eje y se
define como 1/ Vmax Yy la pendiente se define como Kn/ Vmax. Este grafico se conoce como
gréafico del doble reciproco o de Lineweaver-Burk.

Fragmento tomado de: Murray, R. et al. Harper Bioquimica Ilustrada.

En el electrodo de trabajo es donde ocurre la reaccion electroquimica de interés, es decir,
donde el analito es oxidado o reducido. En nuestro caso, el electrodo de trabajo corresponde
a uno de carbon vitreo modificado con el uso de tintas cataliticas preparadas con la
composicion del electrodo propuesto, correspondiente a la plataforma de carbén
nanoestructurada funcionalizada con nanoparticulas de Iridio y con la adsorcion de la enzima

ureasa.

Es posible realizar un estudio cinético enzimatico a través de la determinacion de Vmax
(constante cinética en estado estacionario) y Km (constante de Michaelis-Menten) de la
enzima libre e inmovilizada y ajustando los datos al modelo Lineweaver-Burk usando el

programa GraphPad Prism.
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IMAGENES OBTENIDAS DURANTE LA EXPERIMENTACION

Figura 11.1. Comparacion de resultados en Figura 11.2. Solucion de IrNP’s
los ensayos enzimaticos bioquimicos de (Nanoparticulas de Iridio) previa al proceso
estabilidad de enzima libre a diferente pH. de obtencidn por seca

Figura 11.3. Celda de combustible microfluidica conecta a potenciostato.
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ANALISIS DE PATENTES EXISTENTES Y PRODUCTOS SIMILARES
(BENCHMARKING)

El nimero de publicaciones cientificas, revisiones y patentes sobre biosensores desarrollados
en los Ultimos afios es muy elevado, lo que refleja el gran interés que despierta este tema en

la comunidad cientifica.

Patentes relacionadas:

4. Biosensor para la medida de fructosa, manera de prepararlo y su aplicacion al analisis
de fructosa en productos alimenticios. Josefina Parellada, Elena Dominguez y Victor
M. Fernandez. Espafia: ES2091714.

5. Enzyme biosensor Hoffmann La Roche (Suiza); Roche Diagnostics GmbH
(Alemania) 2003. EP1302545.
6. Biosensors utilizing ligand induced conformation changes Clinical. Micro Sensors

Inc. (USA) 2002. US6432723.

En la literatura podemos encontrar otros trabajos relacionados, basandonos en publicaciones

cientificas podemos encontrar:

Para la deteccion de urea en la leche Renny, E. F. elaboraron sensor basado en
enzimas, fue construido utilizando un sensor piezoeléctrico, que mide la presion del gas que
se genera en la muestra. Un estudio con aplicacion similar es presentado por Ezhilan, M. En
su trabajo desarrollan un biosensor voltamétrico ciclico de acetilcolinesterasa de alta
sensibilidad basado en un electrodo de platino (Pt) modificado con nanoesferas de 6xido de

zinc para la determinacion simultanea de melamina y urea en una muestra de leche de vaca.
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