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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo se explica detalladamente la metodologia utilizada para la sintesis de
nanoestructuras de 6xido de cobalto por método de coprecipitacion para su potencial
aplicacion en sistemas de deteccion y cuantificacion de 4acido urico. Ademas, se presenta la
evaluacion de diferentes nanoestructuras de cobalto (aerogeles de Co, Ni-Co y Pd-Co) para
obtener informacion comparativa respecto a las nanoparticulas de 6xido de cobalto
sintetizadas. La caracterizacion electroquimica se realizd en media celda con electrolitos de
buffer de fosfatos (PBS) 0.1M a pH 7.4 y 5.6, con diferentes concentraciones de acido urico,
en rangos similares a los reportados en diferentes fluidos bioldgicos (sudor, sangre y
lagrimas). Las tintas electrocataliticas mostraron una reduccion en el potencial de oxidacion
de 0.50 V en la enzima urato oxidasa (UOx), hasta el més bajo encontrado con la tinta de
Pd-Co/UOx de 0.31 V en PBS pH 7.4, demostrando una sinergia entre los nanomateriales
y la enzima. La tinta de Pd-Co/UOx presento una alta sensibilidad en presencia de AU en
PBS pH 7.4 con 11.0 pA-mM' asi se obtuvieron los pardmetros del sensor con un limite
de deteccion de 5.4 + 0.3 pM, con una rango lineal de 0-250 pM para las pruebas en pH 5.6
la tina de Ni-Co/UOx present6 el mejor desempeiio con un LOD 4.4 + 0.2 pM, sensibilidad
de 10.9 pA-mM™ y un rango lineal de 0-100 pM. Finalmente se realizaron pruebas de
interferencia a las tintas de Ni-Co/UOx y Co304 para validar su selectividad, utilizando
urea, glucosa, acido lactico y acido ascorbico en concentraciones encontradas en fluidos

bioldgicos.




ABSTRACT

ABSTRACT

This work explains in detail the methodology used for the synthesis of cobalt oxide
nanostructures by coprecipitation method for their potential application in detection
and quantification systems of uric acid. Additionally, the evaluation of different cobalt
nanostructures (Co, Ni-Co, and Pd-Co aerogels) is presented to obtain comparative
information regarding the synthesized cobalt oxide nanoparticles. Electrochemical
characterization was carried out in a half-cell with phosphate buffer electrolytes (PBS)
0.1M at pH 7.4 and 5.6, with different concentrations of uric acid, in ranges similar to
those reported in various biological fluids (sweat, blood, and tears). Electrocatalytic
inks showed a reduction in the oxidation potential of 0.50 V in urate oxidase (UOx)
enzyme, up to the lowest found with the Pd-Co/UOx ink of 0.31 V in PBS pH 7.4,
demonstrating synergy between nanomaterials and the enzyme. The Pd-Co/UOx ink
showed high sensitivity in the presence of AU in PBS pH 7.4 with 11.0 pA-mM™!, thus
obtaining sensor parameters with a detection limit of 5.4 + 0.3 uM, with a linear range
of 0-250 uM for tests at pH 5.6, the Ni-Co/UOx ink showed the best performance with
a LOD of 4.4 + 0.2 uM, sensitivity of 10.9 pA-mM, and a linear range of 0-100 uM.
Finally, interference tests were performed on Ni-Co/UOx and Co0304 inks to validate
their selectivity, using urea, glucose, lactic acid, and ascorbic acid at concentrations

found in biological fluids.
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1. INTRODUCCION Y FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Generalidades del acido urico.
El 4cido urico (2,6,8-trihidroxipurina, AU) es el principal producto final del

metabolismo de las purinas (Lakshmi et al., 2011). La estructura quimica del AU se
muestra en la Fig. 1, cuenta con un peso molecular de 168,1116 g/mol, es una sustancia
cristalina blanca e insipida que es dificilmente soluble en agua o etanol y es débilmente

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

()

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

El AU se produce a partir de purinas por la enzima xantina oxidasa a través de la ruta
del metabolismo de las purinas. Alrededor de 350 mg de AU se producen diariamente
por sintesis endogena, mientras que unos 300 mg/dia se ingieren en los alimentos

(Lakshmi et al., 2011).

1.1.1. Enfermedades relacionadas a niveles anormales de dcido urico.

Las altas concentraciones de AU en el cuerpo humano se han relacionado con muchas
enfermedades, como la gota, la hiperuricemia, la enfermedad de Lesch-Nyan, la
obesidad, la diabetes, el colesterol alto, la presion arterial alta, la enfermedad renal y la
enfermedad cardiaca (Lakshmi et al., 2011).

Las concentraciones séricas de acido urico en nifios se encuentran aproximadamente
de 3 a 4 mg/dl, y se incrementaran en 1 a 2 mg/dl en los hombres durante la pubertad
y en las mujeres durante la menopausia (Academia Nacional de Medicina, 2014). Los
niveles normales de acido urico en orina se han establecido entre 2,4 y 6 mg/dL (161 y

403 uM) en las mujeres, y entre 3,4 y 7mg/dL (228 y 470 uM) en los hombres. Un
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nivel superior a 7mg/dL (470 uM) se relaciona a la hiperuricemia (Alvarez-Ponce V.
et al., 2018). En otros estudios la hiperuricemia también se ha utilizado como factor
predictor de complicaciones materno-fetales y de secuelas maternas del posparto
tardio. Diversos estudios han demostrado su influencia en la génesis de la

preeclampsia-eclampsia (Vazquez-Rodriguez JG & Rico-Trejo E., 2011).

Debido a que la hiperuricemia es un paso clave inicial en la etiopatogenia de la gota,
aumentando drasticamente el riesgo de padecer gota a medida que lo hace la uricemia
(Alvarez-Lario, 2014). La gota es una forma compleja de artritis, caracterizada por una
acumulacion de cristales de urato en las articulaciones. Esto ultimo la coloca como una
de las enfermedades mas dolorosas y molestas, ademas que el tratamiento empleado

no alivia la sintomatologia al instante.

1.1.2. Métodos convencionales para la deteccion de dcido urico.

La metodologia convencional para la evaluacion de los niveles de 4cido trico consiste
en el analisis de una prueba cominmente de sangre, aunque también se puede realizar
en orina. La muestra de sangre se obtiene utilizando una aguja para la extraccion a
través de una vena en el brazo, implicando riesgos en el sangrado como infecciones,
moretones, dolor e incomodidad al paciente. Ademas, como afecciones posteriores se
encuentran sensaciones de dolor en la zona. Estos problemas pueden acrecentarse
cuando la toma de muestra es en infantes, aunado a esto la obtencion de los resultados
puede llevar de 1 a 2 dias (Torres-Arce & Vallejo-Samaniego, 2014).

La determinacion de acido urico en suero juega un papel importante en la medicina de
laboratorio y, por lo tanto, se determina de forma rutinaria en el laboratorio clinico. Los
métodos comunes para el ensayo de acido urico en suero incluyen el método
fotométrico que se basa en la reduccion del 4cido fosfotingstico por acido urico para
dar azul de tungsteno, la cromatografia liquida de alto rendimiento en columnas de fase
reversa junto con deteccion por absorbancia UV o espectrometria de masas (MS), y los
métodos basados en uricasa que utilizan la oxidacidon enzimaética especifica del 4cido
urico por oxigeno para producir perdxido de hidrégeno, alantoina y diéxido de carbono

(Y. Zhao et al., 2009). Cada uno de estos métodos emplean multiples pasos de reaccion
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quimica que incluyen la preparacion del suero, varios pasos de preparacion de la
muestra y eventualmente el uso de métodos espectroscopicos para identificar el
producto o una técnica de cascada enzimatica que determina indirectamente la
concentracion del H202 intercalado. También en estos ensayos, la muestra de sangre
debe convertirse en suero desnaturalizado, ya que las particulas de sangre coagulada
tienden a crear sefiales de deteccion erroneas. El proceso de desnaturalizacion de la
sangre requiere tiempo e impide un andlisis rapido y los métodos de deteccion
requieren procesos operativos complejos, instrumentos costosos y una disposicion
previa estricta (Lakshmi et al., 2011). Por lo cual se busca simplificar y eficientizar los

procesos en el analisis de 4cido trico.

1.1.3. Cuantificacion de dcido urico en fluidos biologicos.
a) Sangre.
En la actualidad la mayoria de las enfermedades se diagnostican por medio de la
deteccion de sustancias quimicas en la sangre. La concentracion de UA encontrada para
suero en un estudio realizado por Shibasaki et al., 2012 en 6.31 £+ 0.24 mg/dl mientras
que segun indica Aafria et al., 2022 el rango normal de AU en el suero sanguineo

humano debe estar entre 0,130 y 0,46 mM.
b) Saliva.

La saliva es uno de los fluidos para analisis de metabolitos més empleado debido a que
la toma de muestra es no invasiva y facil. Los marcadores quimicos en la saliva
incluyen metabolitos (por ejemplo, acido urico, glucosa), una variedad de proteinas
(por ejemplo, lactato deshidrogenasa (LDH), a-amilasa, albimina) y hormonas (por
ejemplo, cortisol, testosterona. Un estudio realizado por Shibasaki et al., 2012, registra
la concentracion de AU en saliva en 3.38 = 0.21 mg/dL.

c) Sudor.

El sudor representa un biofluido importante y valioso utilizado para sensores portatiles
no invasivos. Los sensores de sudor portatiles permiten con éxito el monitoreo no
invasivo, rapido y continuo. Se reporta que el pH normal del sudor oscila entre 4.0 y

7,0 (Xu et al., 2021)(Promphet et al., 2019). El analisis de este biomarcador presenta
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la dificultad para producir suficiente sudor para el andlisis, la evaporacion de la
muestra, la falta de dispositivos de muestreo apropiados, la necesidad de un personal
capacitado, asi como la normalizacion del volumen de muestreo (Sonner et al., 2015).
Seglin un estudio realizado por Huang et al., 2002 muestran que la concentracion de
acido trico en el sudor es de 24,5 umol/L. Esto evidencia la dificultad de su deteccion
debido a la minima concentracion.

Un estudio realizado por Al-Tamer et al., en 1997 a pacientes urémicos donde se midi6
la concentracion de dcido urico en sangre, orina y sudor, mostrd que la concentracion
de AU entre los pacientes estaba entre 0.02 y 0.06 mmol/L.

d) Orina.

La orina es un liquido transparente, estéril y de color ambar generado por los rifiones.
Los principales marcadores quimicos de la orina incluyen metabolitos (por ejemplo,
urea, acido urico, creatinina, bilirrubina, glucosa) y proteinas (por ejemplo, N-acetil-
bD-glucosaminidasa, IL.18, albumina, lipocalina asociada a gelatinasa de neutroéfilos,
proteina fijadora de 4cidos grasos de tipo hepatico, cistatina C) (Broza et al., 2019). En
el mismo estudio de Huang et al., 2002 se encontr6 que la concentracion media de acido
urico en la orina y suero son 3.7 mmol/L y 0.3894 mmol/L respectivamente. El rango
de referencia clinico para el pH se reporta entre 4.5 y 8 (con un promedio de 5 a 6)
(Cook et al., 2007).

A continuacidn, la Tabla 1 muestra diferentes fluidos biologicos y su pH asi como las

concentraciones de acido urico reportadas.

Tabla 1 Concentraciones de AU reportada en diferentes fluidos biologicos.

p tracié
Fluido onc(eulllvf)acmn pH Referencia

Sangre 90 - 420 74 Maiuolo et al., 2016
Orina 1400 - 4400 45-8.0 (5-6) Erden & Kilig, 2013,

Cook et al., 2007

Huang et al., 2002 ,
Sudor 24.5 40-6.8 Xu et al., 2021,

Promphet et al., 2019,
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Saliva 201.142.5 6.7-75 Shibasaki et al., 2012, Caridad,
2008
Georgakopoulos et al., 2009,
Lagrimas 107.2-118.9 7.0-7.7 Horwath-Winter et al., 2009,

Carney et al., 1989

1.2. Deteccion enzimatica de acido urico.
1.2.1. Urato oxidasa.
Uricasa ,
Acido trico + 02 + HHO ———— Alantoina + H:0: + CO:

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

El urato oxidasa, o uricasa es una enzima peroxisomal que cataliza la oxidacion del
acido urico en la mayoria de los mamiferos. Sin embargo, en humanos y en otras
alantoinas de primates, la enzima se ha perdido por algiin mecanismo desconocido (Wu
et al., 1989). Estd enzima homotetramérica que cataliza la reaccion de oxidacion del
AU para producir alantoina y perdxido de hidrogeno, ha demostrado ser inmensamente

fructifera para su deteccion selectiva (Verma et al., 2019).

1.2.2. Deteccion por peroxido de hidrogeno (H20:).
El peréxido generado enzimdticamente se puede detectar electroquimicamente
utilizando electrodos amperométricos. Esta deteccion implica medir la respuesta
anddica o catddica, que surge de la oxidacion o reduccion de H2O:z respectivamente en

la superficie del electrodo de trabajo.
H,0, - 0, + 2H" + 2e~ — oxidacién
H,0, + 2e” + 2H' - 2H,0 — reduccién

La oxidacién electroquimica del peroxido exige potenciales elevados > 0,40 V, sin
embargo, a estos potenciales elevados existen otras especies electroactivas como el
acido ascorbico las cuales también pueden sufrir una oxidacién, causando
interferencias potenciales con el analisis. Para los biosensores amperométricos de acido

urico, un inconveniente importante es la posible oxidacion del propio acido urico, junto
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con otros elementos electroactivos de la muestra, cuando entran en contacto con la

superficie del electrodo, particularmente el platino (Erden & Kilig, 2013).
1.3. Electrodos modificados con nanomateriales conductores.

Un biosensor electroquimico es un dispositivo analitico que transduce eventos
bioquimicos como la reaccion enzima-sustrato en sefiales eléctricas. En este tipo de
sensor, un electrodo es un componente clave que se emplea como soporte solido para
la inmovilizacion de biomoléculas y el movimiento de electrones (Cho et al., 2020), la
Fig. 3 muestra un esquema del principio del biosensor. En los ultimos afios, la
modificacion del transductor con nanomateriales se ha estudiado cada vez mas y ofrece
muchas ventajas. La sensibilidad y el rendimiento general de los biosensores
enzimdticos han mejorado enormemente como resultado de la incorporacion de

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

Substrate Products

Signal probe <:| / Carbon-based nanomaterials \
Binding molecules
( B s 2 T s s
™ S 9

Enzyme SWONT MWONT Griphene

Nanocomposite <:|
Non-carbon nanomatenals

Electrode <j An &
e - 0
r— G @ b
Response - -
g Metllic Porous sinnawics ITo Organic
L] Qm-,-..rmlw silica 1u-|_»1mi»//

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

Aplamer

Varios nanomateriales han proporcionado un sustrato s6lido innovador para un analisis
in situ de alta sensibilidad mediante la amplificacion de sefales en biosensores
electroquimicos. Se introdujeron varios tipos de nanomateriales funcionales
(nanotubos de carbono, grafeno, nanoparticulas metélicas, de silice, nanocables, 6xido
de indio y estafio y polimeros organicos), que se usan cominmente para la construccion
de matrices de soporte de electrodos muy efectivas debido a su alta conductividad

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

Tabla 2 Deteccion de acido urico con diferentes sensores reportados.
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Muestra

Sudor

Orina

Fluidos
biolégicos

Orina

Sangre

Sangre

Sangre

Orina

Orina

Orina

1.4.

Elemento de

reconocimiento

UOx/PSS

Uox

Uox

Uox

Uox

Uox

Uox

Uox

Uox

Uox

Soporte

PEDOT
Hidrogel
Membrana
de
teflon
Matriz sol-
gel

Carbono
poroso

Electrodo
Au
Vidrio
recubierto
de
Pt/Ti/NiO

Pelicula de
polianilina

Quitosano

Electrodo de
carbono
Electrodo
modificado
NP’s de
ZnOy
MWCNT

Limite de
deteccion

LDD 1.2
uM

0.1 uM

20 nM

4 uM

0.11 mM

0.01 mM

0.85 uM

0.015 mM

2.0 mM

Sensibilidad

0.875 pA/mM
cm?

2.5 pA/mM
cm?

143.0 nA/uM
cm?

1278.48
HLA/mM cm?

47.2
mA/mM
10.66mA/m
M
29.5 pA/mM
cm?
2.10 pA/mM
cm?

393.0
mA/mM cm?

Rango lineal

2,0 2250 uM

0.1-0.5 uM

1 uM

10 .0 —400.0
uM

Hasta 6.0 uM

0.05-1.0
mM

0.01 - 0.05
mM
0.1 - 0.6 mM

2.0 -30.0 uM

0.015-0.25
mM

5.0 uM-1
mM

Referencia

Xu et al., 2021

Akyilmaz, 2003

Martinez-Pérez
et al., 2003

Uchiyama&Sak
amoto, 1997

Kuwabata et al.,
1998

Arora et al.,
2011

Arora et al.,
2007

ZHAO et al.,
2009
Kanyong et al.,
2012

Y. Wang et al.,
2009

Nanoestructuras de cobalto para la deteccion de acido urico.

Un valor esencial para la explicacion de las caracteristicas eléctricas de los materiales

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

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

nanomateriales de oOxidos metalicos les permite ser utilizados en sensores

electroquimicos, ademas sus propiedades de deteccion dependen del tipo de

semiconductor; los semiconductores de tipo n 'y tipo p como el 6xido de cobalto (CoOx)

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

conduccion y mecanismos de deteccion debido a los diferentes tipos de portadores de

carga mayoritarios (Sahin & Kaya, 2019).
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1.4.1.  Oxido de Cobalto.
El 6xido de cobalto (CoOx) ha recibido mucha atencién debido a sus propiedades
electrocataliticas, estabilidad quimica y bajo costo. Se ha demostrado que muestra una
excelente actividad electrocatalitica frente a varios compuestos, como la glucosa, el
glutation, los carbohidratos, los nitritos, el H202 y el arsénico (III) (S.-J. Li et al., 2014).

La Fig. 4 muestra la estructura presente en la espinela del Co3Oa.

Fig. 4 Celda unitaria (izquierda) y celda primitiva (derecha) de Co3;O4. Las bolas de color cian
claro y azul marino indican iones Co*" y Co*", las bolas rojas indican iones O* (Chen et al.,
2011).

1.4.2. Aerogeles.
Los aerogeles son materiales que exhiben propiedades tinicas debido a su estructura
altamente porosa y liviana. Estos materiales solidos estan formados por una red
tridimensional interconectada de nanoparticulas o materiales nanoestructurados,
estando compuesta una parte importante de su volumen por aire o gas. Los aerogeles
de cobalto, en particular, han atraido la atencion por sus posibles aplicaciones en varios
campos, como la catalisis (Martinez-Lazaro et al., 2022), el almacenamiento de energia

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

Generalmente, la sintesis de aerogeles contiene principalmente tres pasos: 1) la
preparacion de una solucion precursora uniformemente dispersa, 2) el proceso de
gelificacion y 3) el proceso de secado. El proceso de gelificacion es uno de los pasos
clave en la preparacion de aerogeles, durante el cual el gel con red interconectada

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

(Yang et al., 2019).

Los aerogeles con una estructura porosa altamente interconectada y una alta superficie
especifica pueden proporcionar canales rapidos de transporte de masa y transferencia
de electrones, y abundantes superficies para la adsorcion de analitos, y son excelentes

materiales para biosensores como se muestra en la Tabla 3.

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

Limite de Rango lineal
Material Analito Tipo sensor deteccion Sensibilidad &
(7))
())
Cu20-CuO/
Quitosano/ Electroquimico 6 68.5 uA 0-
Aerogel NTC S (Amperometria) | O-0003*10 (MM em?)™' 40000 x 1076
multipared
Au/Aerogel de Electroquimico 6 2.6862 pA 10 -
grafeno Glucosa (Amperometria) 4x10 mM™! 16 000 x 10
Pd-Au/
Aerogel grafeno . Electroquimico 6 39.5 nA 0.001 —
funcionalizado | CCPAMINa (DPV) 0.00036x10 (UM cm?) ! 40 x 1076
N, S
Grafeno/ Electroquimico . 64.5 nA 2.5-
Aerogel NTC AU (DPV) 0.1x10 (UM cm?)7! 65 x107°
Electroquimico
Ag/Aerogel de 6 419.7 pA 16 —
grafeno A0 6.8 10 (mM cm?)™! 27000 x 107°
(Amperometria)
1.5. Pruebas electroquimicas.

La electroquimica es una herramienta poderosa para investigar reacciones que
involucran transferencias de electrones. La electroquimica relaciona el flujo de
electrones con los cambios quimicos. En quimica inorganica, el cambio quimico

resultante suele ser la oxidacion o reduccion de un complejo metalico.

1.5.1. Voltamperometria ciclica.
La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica electroquimica poderosa y popular

comunmente empleada para investigar los procesos de reduccién y oxidacion de
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especies moleculares.VC también es invaluable para estudiar reacciones quimicas

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

1.5.2. Cronoamperometrias.
Meétodos electroquimicos que utilizan un paso de potencial y tienen lecturas de

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

1.5.3. Celda electroquimica.
El recipiente utilizado para un experimento de voltamperometria ciclica se llama celda
electroquimica. En la figura Fig. 5 se presenta una representacion esquematica de una
celda electroquimica. Las secciones siguientes describiran la funcion de cada

componente y como ensamblar una celda electroquimica para recopilar datos durante

Electrode connections

los experimentos de VC.
Holes for degassing

T T
e L ,‘\
or reagent addition

g — Teflon cap

Glass solution reservoir

ﬁ Electrolyte solution

Working electrode

Reference electrode
Counter elctrode

Fig. 5 Representacion esquematica de una celda electroquimica para experimentos (Elgrishi
etal., 2018).

Preparacion de solucion electrolitica.

A medida que los electrones se transfieren del electrodo al analito, los iones se mueven
en la solucion para compensar la carga y cerrar el circuito eléctrico. Se disuelve una
sal, llamada electrolito de soporte, en el disolvente para ayudar a disminuir la
resistencia de la soluciéon. La mezcla del disolvente y el electrolito de soporte se

denomina comunmente solucion de electrolito.
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Electrodo de trabajo (WE).

El electrodo de trabajo lleva a cabo el evento electroquimico de interés. Se utiliza un
potenciostato para controlar el potencial aplicado del electrodo de trabajo en funcion
del potencial del electrodo de referencia. El aspecto mas importante del electrodo de
trabajo es que estd compuesto de material redox-inerte en el rango de potencial de

interés. (Elgrishi et al., 2018).
Electrodo de Referencia (RE).

Un electrodo de referencia tiene un potencial de equilibrio estable y bien definido. Se
utiliza como punto de referencia contra el cual se puede medir el potencial de otros
electrodos en una celda electroquimica. Por lo tanto, el potencial aplicado normalmente
se informa de acuerdo a una referencia especifica. Algunos electrodos de referencia
comunes utilizados en medios acuosos incluyen el electrodo de calomelanos saturados
(SCE), el electrodo de hidroégeno estandar (SHE) y el electrodo de AgCl/Ag (Elgrishi
etal., 2018).

Contraelectrodo (CE).

Cuando se aplica un potencial al electrodo de trabajo de manera que pueda ocurrir la
reduccion (u oxidacion), la corriente comienza a fluir. El propoésito del contraelectrodo
es completar el circuito eléctrico. La corriente se registra a medida que los electrones
fluyen entre WE y CE. Para garantizar que la cinética de la reaccion que ocurre en el
contraelectrodo no inhiba las que ocurren en el electrodo de trabajo, el area de
superficie del contraelectrodo es mayor que el area de superficie del electrodo de
trabajo. Normalmente se utiliza un alambre o disco de platino como contraelectrodo,
aunque también se encuentran disponibles contraelectrodos a base de carbono (Elgrishi

et al., 2018).
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JUSTIFICACION

Se han asociado elevadas concentraciones de acido urico (AU) en el organismo humano
con diversas enfermedades como: la gota, la hiperuricemia, enfermedad de Lesch-
Nyhan, obesidad, diabetes, hipertension arterial, enfermedades renales y problemas

cardiacos colocandolo como un biomarcador potencial(Lakshmi et al., 2011).

Los biosensores electroquimicos son populares debido a su bajo costo y tiempos de
respuesta relativamente bajos (Putzbach & Ronkainen, 2013). Por lo cual, en la
actualidad su desarrollo orientado a la deteccion y cuantificacion de metabolitos se
encuentra en auge. La identificacion de eventos bioquimicos en la superficie del
electrodo en un biosensor requiere una matriz transductora adecuada que pueda
permitir la transferencia de carga rédpida, la facil inmovilizaciéon de la enzima y
proporcionar un microambiente homeostatico para la actividad y estabilidad de la
enzima (Verma et al., 2019). Se han propuesto biosensores basados en diferentes
matrices transductoras, como polimeros conductores (Bayramoglu et al., 2010),
materiales de carbono (Omar et al., 2016), nanoparticulas metalicas o de 6xido metalico
(Zhang et al., 2004), que demuestran una sensibilidad razonablemente buena hacia el

AU.

Sin embargo, la baja actividad enzimatica, la lenta cinética de los electrodos, la
interferencia debida a los altos sobrepotenciales y el complicado proceso de fabricacion
presentan algunos de los principales inconvenientes. Por lo tanto, es de gran
importancia desarrollar una matriz altamente eficiente con el fin de lograr una mayor
precision para detectar y cuantificar AU en concentraciones muy bajas a una velocidad

mas rapida y sin ninguna interferencia (Verma et al., 2019).
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DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En la actualidad, la mayoria de los métodos para la deteccidon de niveles de acido urico
como la espectrofotometria, la cromatografia i6nica, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), la espectrometria de masas, la quimioluminiscencia, la
electroforesis-amperometria capilar, la colorimetria y los kits de prueba enzimaticos,
son costosos, complejos y requieren mucho tiempo (Ahmad et al., 2017), debido a la
metodologia se requiere de personal médico y de equipo especializado de laboratorio.
El AU es un biomarcador, presente en diferentes fluidos bioldgicos, de enfermedades
como la gota, la hiperuricemia, la enfermedad de Lesch-Nyan, la obesidad, la diabetes,
el colesterol alto, la presion arterial alta, la enfermedad renal y la enfermedad cardiaca
(Lakshmi et al., 2011). Es por ello que se propone el desarrollo de un biosensor
electroquimico empleando la enzima urato oxidasa y funcionalizado con
nanoestructuras cobalto para la deteccion de acido urico a través soluciones que
simulen las concentraciones de AU presentes en fluidos bioldgicos como sangre, sudor

y saliva.
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HIPOTESIS

El desarrollo de un biosensor basado en estructuras de cobalto con depositos de una
tinta basada en la enzima urato oxidasa inmovilizada, mejorara el desempeio en la
deteccion y cuantificacion de acido trico en soluciones controladas en concentraciones
similares a las presentes en fluidos bioldgicos como sangre, sudor y saliva en

comparacion con otros sensores reportados.
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OBJETIVOS
1.6. Objetivo general

Desarrollar un biosensor electroquimico basado en la enzima UOx inmovilizada en
nanoestructuras de cobalto, para detectar y cuantificar acido trico en soluciones con

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

1.7. Objetivos especificos
1. Sintetizar nanoestructuras de cobalto por método de coprecipitacion.

2. Caracterizar las nanoestructuras de cobalto por métodos fisicoquimicos,
microscopicos y electroquimicos como SEM, XRD, XPS y voltamperometria
ciclica.

3. Evaluar las nanoestructuras de cobalto como biosensores electroquimicos de
acido urico empleando la enzima UOx inmovilizada mediante tratamiento de
entrecruzamiento.

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

5. Determinar los limites de cuantificacion y de deteccion de los electrodos en
pruebas con soluciones sintéticas que simulen las concentraciones de AU en
fluidos bioldgicos como sangre, sudor y saliva.
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2. METODOLOGIA
2.1. Preparacion de soluciones.

Se prepar6 un buffer de Tris-HCl a un pH 8.8 empleando tris(hidroximetil)
aminometano (Sigma-Aldrich), agua desionizada como disolvente y se ajusté el pH
con 4cido clorhidrico (HCL). Para la simulacion de fluidos biologicos se prepararon 2
buffers de fosfato salino, uno a pH 7.4 y otro a pH 5.6, para su preparacion se utilizaron
fosfato de potasio monobasico (KH2POs, Macron), fosfato de sodio dibasico
dodecahidratado (NaxHPO4-12H20, J.T. Baker) y como disolvente agua desionizada,
se ajustd el pH con HCl y NaOH segutn fue el caso. También se prepard una solucion

de glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 5%.

2.2. Sintesis de nanoestructuras de cobalto.

2.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oxido de cobalto (Co304).
Se utiliz6 una metodologia similar a la propuesta por (Nallusamy & Sujatha, 2021), se
prepar6 una disolucion de cloruro de cobalto (II) hexahidratado (Sigma-Aldrich) de 1
M en agua destilada con agitacion constante, posteriormente se agregd una solucion de
hidroxido de potasio de grado analitico (Karal) 2 M mediante goteo constante y se
mantuvo la agitacion durante 3h a temperatura ambiente (=22°C) (Fig. 6).
Posteriormente se centrifugo la solucion a 1500 rpm durante 30 min, para obtener un
precipitado de hidroxido de cobalto. Se lavd 3 veces con agua destilada y etanol y

finalmente el precipitado se dejo secar a 80 °C durante 5 h.
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CoCl,6H,0 KOH

Fig. 6 Esquema de la primera parte de la sintesis de 6xido de cobalto por medio de
coprecipitacion.

En la Fig. 7 se muestra una fotografia del polvo obtenido a partir de la sintesis antes

descrita.

Fig. 7 Polvos obtenidos de la sintesis por coprecipitacion de las NP’s C030a.

2.2.2. Sintesis de aerogeles de cobalto.
El procedimiento de sintesis de los aerogeles utilizados fue el desarrollado por
Martinez-Lazaro et al., 2022 (Fig. 8). Los aerogeles de Co-TM se sintetizaron mediante
la adicion de 20 mL de una solucion de 2 mg mL-1 de CoCl2-6H20 (Sigma-Aldrich) y
la sal con MT de acuerdo a cada aerogel, PdCl2-6H20 (Sigma-Aldrich), NiClz2-:6H20
(Sigma-Aldrich), (relacién volumen 4:1), que se redujo en una solucion de carbonato
de sodio (JT. Baker R) y acido glioxilico monohidrato (Sigma-Aldrich) (relacion
volumen 6:1) en agua desionizada. La fuente de calor utilizada fue el calentamiento

por microondas (MW) y la temperatura se fij6 en 67 °C y se control6 introduciendo un

25




METODOLOGIA

termopar, conectado con un controlador PID, en la mezcla de precursores. El tiempo
de sintesis para la formacion de nanoparticulas (NPs) y el proceso de gelificacion se
fij6 en 7 horas a presion atmosférica, dentro de un sistema cerrado. En la Fig. 9 se

muestran los aerogeles empleados.

Drying

Fig. 8 Procedimiento de obtencion de acrogeles mediante la metodologia sol-gel (Martinez-
Lazaro et al., 2022).

Fig. 9 Aerogeles de Co, Co-Niy Co-Pd utilizados.
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2.3. Caracterizacion fisicoquimica.

2.3.1. Difraccion de Rayos X (XRD).
Cuando una fuente de rayos X es difundida por el entorno ordenado de un cristal, hay
interferencias tanto constructivas como destructivas entre los rayos dispersados porque
las distancias entre los centros de difusion son del mismo orden de magnitud que la
longitud de la radiaciéon dando como resultado la difraccion. La difraccion de rayos X
proporciona un medio adecuado y practico para la identificacion cualitativa de
compuestos cristalinos y puesto que cada sustancia cristalina presenta un patréon de
difraccion tnico, los métodos de rayos X de polvo cristalino son los adecuados para la

identificacion cualitativa (Skoog, 2008).

2.3.2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
Para obtener una imagen por microscopia electronica de barrido, se enfoca un haz de
electrones muy fino sobre la superficie de la muestra solida. Con instrumentos
analogos, el haz de electrones se pasa por la muestra en un barrido de trama mediante
bobinas de barrido. Para el patron de barrido el haz de electrones 1) barre la superficie
en linea recta en la direccion x, 2) vuelve a la posicion inicial y 3) se desplaza hacia

abajo en la direccidon y un incremento estandar. El proceso se repite hasta que el area

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

2.3.3. Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).
En la espectroscopia fotoelectronica de rayos X re registra la energia cinética de los
elementos emitidos, Por consiguiente, el espectro es una grafica de la cantidad de
electrones emitidos o de la potencia del haz de electrones en funcion de la energia (o
de la frecuencia o de la longitud de onda) de los electrones emitidos. Esta técnica
proporciona informacion cualitativa y cuantitativa sobre la composicion elemental de
la materia, en particular de superficies de solidos ademas a menudo proporciona

informacion estructural de gran utilidad (Skoog, 2008).
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2.4, Caracterizacion electroquimica.
Se realizaron las pruebas electroquimicas con un potenciostato/galvanostato Epsilon

BASI, se utilizo un sistema de tres electrodos: Ag/AgCl como electrodo de referencia
(RE), grafito como contraelectrodo (CE) y como electrodo de trabajo (WE) se
emplearon electrodos de carbon vitreo (GCE). La celda empleada se muestra en la Fig.

10.

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

2.4.1. Preparacion de tintas electrocataliticas.
Se realizaron tintas utilizando dos disoluciones; la primera fue la disolucién de la
enzima urato oxidasa de Candida sp. (Sigma-Aldrich) en Buffer TRIS- HCI pH 8.8,
etanol y glutaraldehido, la disolucion se sonico entere la adicion de cada reactivo y se
agito. Para la segunda disolucion se utilizé catalizador (nanoestructuras de cobalto),
agua desionizada, el ionomero Nafion® (Sigma-Aldrich) y de igual forma se sénico
entre cada adicion y al final se agreg6 la disolucion del catalizador en la disolucion de

la enzima, al ultimo se sonicd la tinta por 30 min.

Asi mismo se prepararon tintas utilizando diferentes catalizadores (aerogeles de Co,
Ni-Co, Pd-Co y nanoparticulas de Co30s), para las pruebas se utilizaron tintas con y
sin enzima como blancos realizando las pruebas juntando la tinta de la enzima y sin

unirla.
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2.4.2. Voltamperometrias ciclicas.
Se realizaron primero voltamperometrias ciclicas a las tintas compuestas solo por
nanoestructuras de cobalto sin enzima para conocer la capacidad catalitica de estos
materiales en la oxidacion de 4cido urico, para ellos se evaluaron en media celda en

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

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

10mVs™!, realizando pruebas con las concentraciones 0 y 500 yM de AU.

Posteriormente se evaluaron las tintas enzimaticas con los nanomateriales y se

compararon blancos de enzima y material catalizador.

24.3. Amperometrias.
Las amperometrias se trabajaron con el arreglo de electrodos ya mencionado, en media
celda, en electrolitos de PBS pH 7.4 y 5.6, adicionando las concentraciones de 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 50, 100, 250, 400 y 500 uM, estas pruebas se realizaron en estatico. Se
repitieron las pruebas ahora en agitacion las mismas adiciones con las mismas

adiciones (0 a 500 uM), por triplicado para todas las tintas, entre cada adicion se esperd

que la corriente se estabilizara para continuar las adiciones.

Michaelis Menten.

Con las curvas de calibracion de cada material se calcularon las constantes de
Michaelis-Menten (Km), que nos describe la relacion entre la velocidad inicial de la
reaccion y la concentracion del sustrato bajo las condiciones de estado estacionario. El
método para determinar los valores de Vmax y Km fue el de Lineweaver-Burk que

utiliza la forma reciproca de la ecuacion de Michaelis-Menten:

+
[S ] Vméx

1 _ (Km) 1 1
v Vméx
Donde:

Vimax = Velocidad maxima que puede alcanzar la reaccién.

[S] = Sustrado
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Km = Constante de Michaelis — Menten

Esta ecuacion lineal que se obtuvo con los reciprocos de las corrientes y las

concentraciones de AU.

Limites de deteccion y cuantificacion.

Se calcularon los limites de deteccion y cuantificacion a cada una de las tintas

evaluadas a partir de las siguientes ecuaciones:

303
LOD = —
b
1003
LOQ =
¢ b

og = Desviacion estandar

b = Pendiente de curva de calibracion
LOD = Limite de deteccién

LOQ = Limite de cuantificacion

Los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 9 Valores de Vmax, Km, LOD
y LOQ de las tintas electrocataliticas obtenidas a partir de las curvas de calibracion en

PBS pH 7.4 y 5.6.Tabla 9.

2.4.4. Pruebas de estabilidad.
De acuerdo con los resultados de las pruebas electroquimicas de cada tinta, se
realizaron pruebas de estabilidad a las tintas que usaban Ni-Co/UOx y Co0304/UOx,
como catalizadores, todas en PBS pH 7.4., todas las pruebas se realizaron por
triplicado. Se hicieron amperometrias para evaluar las concentraciones de AU y el
comportamiento de la corriente a lo largo de 3 pruebas continuas, para lo cual, entre
cada una se hizo un ligero lavado del electrodo con agua desionizada y se dejo secar el

electrodo aproximadamente 15min.
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Posteriormente se realizaron los andlisis necesarios para comparar las amperometrias
de los electrodos al ler, 3er y 10mo dia posteriores al deposito, al finalizar cada prueba

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

Finalmente se realizaron cronoamperometrias para medir la estabilidad en la corriente
con las concentraciones de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 100, 200, 300, 350, 400, 500

uM, entre cada adicion se hizo una breve agitacion de 10s para luego detenerla y correr

la prueba por 3 min.

2.4.5. Prueba de interferentes.
Para las pruebas de interferencia se realizaron amperometrias con pruebas a media
celda en PBS pH 7.4 empleando: acido ascorbico, glucosa, urea y acido lactico, para lo
cual se consideraron las concentraciones presentes en la sangre mostradas en la Tabla

4. Se realizaron las pruebas de interferencia a las tintas de Ni-Co/UOx y C0304.

Tabla 4 Concentracion de sustancias interferentes con el sensor.

Interferente = Concentracion Concentracion Referencia
en sangre utilizada
Ac. Urico 90 - 420 uM 200 uM Maiuolo et al., 2016
Ac. Ascorbico 45-118 uM 60 uM Evans et al., 1982
Glucosa 1.4-62mM 6 mM Giliemes et al., 2016
Urea 1.7 -8.3 mM 6 mM Eggenstein et al., 1999

Ac. Lactico 1.6 - 3.0 mM 2 mM Sakharov et al., 2010
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de nanoestructuras de cobalto.
3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica.

Analisis difraccion de rayos X (XRD).

Se realiz6é una medicion de difraccion de rayos X en polvo (XRD) para evaluar la
cristalinidad de las muestras de nanoestructuras de Co3Oa4. La Fig. 11 muestra el patron
de XRD del material sintetizado al inicio de la experimentacion (luego de 1 afio de
haber sido sintetizado) (Antes) y en el segundo patron la muestra de un material
sintetizado luego de 2 semanas (Después). En este patréon podemos observar que
existen 5 picos de difraccion principales en los valores 2 © de aproximadamente 36.5°,
44.4°, 59.1°, 64.9° y 77.2° los cuales se les atribuyen a los planos de reflexion (311),
(400), (511), (440) y (533) (JCPDS No. 65-3103)(Su et al., 2014), respetivamente. Los
5 planos obtenidos a partir de analisis corresponden a la estructura de espinela de Co3O4

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

al., 2022.

T T T T T T T T T

| Co 0, Antes

Co;0, Despies

Intensidad (u.a.)

20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (°)

Fig. 11.- Difraccion de rayos X de nanoestructuras de Co3O4

32




RESULTADOS Y DISCUSION

No s¢ observan cambios significativos en el analisis entre difractograma del Co3O4
antes y después por lo que nos muestra estabilidad en el material, partiendo de la

estructura cristalina.

Analisis de espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).

a) b)
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Fig. 12 Analisis por XPS a) analisis general de C0,03, b) anélisis elemental de Co 2p de
Co0,0:s.

El estado quimico superficial del catalizador se analizd6 mediante espectro XPS. En la
Fig. 12a, El espectro del analisis general de XPS muestra que los elementos principales

de los catalizadores son C, O, Co y Cl, los cuales son caracteristicos de la sintesis.

Como se muestra en la Fig. 12b, se encontraron picos triples ajustados en el espectro
de alta resolucion de Co 2p. El pico de Co 2p3/2 a 781,96 eV y el pico de Co 2pl/2 a
797,16 eV pertenecen al Co (III), mientras que el pico de Co 2p1/2 a 801,31 eV y el
pico de Co 2p3/2 a 785,52 eV corresponden a Co (II) (Wu et al., 2023). Ademas, hay
dos picos satélites ubicados en 802,8 y 785,8 eV, verificando aiin mas la presencia de
Co (II). Los picos de Co se deconvolucionaron para reducir la energia de enlace, lo que
demuestra los cambios en el estado electronico del Co y sugiere que el Co tendra una

energia de activacion mas baja para la reaccion quimica. La relaciéon Co (II)/Co (III)
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fue de 0,67:1. El diferencial de la relacion Co (II)/Co (III) confirma la distribucion

electrénica reequilibrada durante el proceso de donacion-aceptacion de electrones.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

La morfologia de las nanoestructuras de Co3O4 preparadas se caracterizd por

micrografia SEM mostrada en la Fig. 13.

a) b)

det | m.
1D

Fig. 13 Imagen SEM del C0304 a) 3um, b) 50um, ¢) 1ym, d) 300nm.

El andlisis se realiz6 en diferentes zonas para la caracterizacion morfologica de las

nanoestructuras de Co. En las muestras a) y ¢) podemos observar estructuras en forma
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de laminas irregulares mayormente cuadradas, rodeadas de una red porosa
tridimensional a) y d), que puede deberse al material que no se terminé de formar como
en algunos estudios en donde sintetizaron nanoparticulas de Co3O4 (Karuppiah et al.,

2021).

El tamafo de la arista de las hojuelas cuadradas tuvo mayor frecuencia entre los 154 y
250 nm, obteniendo una mayor acumulacion con tamafio de 249nm. En la imagen b)
podemos observar un aglomerado del polvo Co304. Se observa ademas que en algunas
zonas que componen el material las estructuras no son homogéneas y se encuentran

aglomeradas.

3.1.2. Caracterizacion electroquimica.
En la Fig. 14 se muestran las voltamperometrias ciclicas de las tintas de los aerogeles
de a) Co, b) Ni-Co, ¢) Pd-Co y d) nanoparticulas de Co30O4, en una ventana de potencial
de -0.2 y 0.65 V, para estas tintas, al agregar una alicuota de 500 uM de AU no se

observa un pico de oxidacion caracteristico.

La voltamperometria ciclica del acrogel de Pd-Co (c)) muestra el perfil electroquimico
del material donde se puede observar la reduccion 6xido de Pd (II) (Martinez-Lazaro
et al., 2022), pero como en los materiales anteriores no se observa una respuesta

electroquimica en presencia del analito.

En el caso de las nanoparticulas de 6xido de cobalto en la figura el perfil electroquimico

observa un pico de oxidacion aproximadamente en 0.4V (vs Ag/AgCl).
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Fig. 14 Voltamperometrias ciclicas con adicion 500 uM de AU a a) aerogel de Co, b) aerogel

Ni-Co, ¢) aerogel Pd-Co y d) nanoparticulas de Co30s4, en GCE vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a
10 mVs™.

3.2. Caracterizacion electroquimica a tintas enzimaticas.

Las Fig. 15 y Fig. 16 muestran la comparacion entre las tintas de la enzima
inmovilizada en las diferentes nanoestructuras de cobalto utilizadas, para evaluar su

comportamiento electroquimico utilizando una concentracion de 500uM de &cido

urico. En la Fig. 15 se muestran las pruebas con PBS pH 7.4 y la Fig. 16 en PBS pH
5.6, se eligen estos pH debido a que son los encontrados en fluidos bioldgicos,

especificamente en sangre y sudor.

Las tintas en el PBS pH 7.4 muestran el comportamiento electroquimico de la enzima
inmovilizada en cada una de ellas, se puede observar que las nanoestructuras de cobalto
potencian la actividad respecto a la generada por la enzima pura mostrando el inicio
del pico de oxidacion del peroxido generado en 0.5V con una densidad de corriente

méxima de 22.4 pA/cm?.
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Se encontrd que la tinta que tiene un menor potencial de oxidacion es la de Pd-Co/UOx
en aproximadamente 0.31 V con 34.6 pA/cm?, seguida de Co304/UOx con 0.37 V (36.4
nA/cm?), aerogel de Co 0.45 V (18.0 nA/cm?), aerogel Ni-Co con 0.47 V (51.2
uA/cm?) y finalmente la UOx con 0.5 V (22.3 pA/cm?), mostrando que todas las
nanoestructuras disminuyen en menor o mayor medida el potencial de oxidacion.
Ademas, se observd que el proceso oxido-reduccion se encuentra en el mismo
potencial. Con respecto a la densidad de corriente, se encontré6 que el material con
mayor intensidad es el Ni-Co/UOx con el punto maximo en aproximadamente 51.2
pA/cm?, muy distanciada de la siguiente tinta con 36.4 uA/cm? correspondiente al

C0304/UOxX.

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

el potencial de inicio de la oxidacion de cada tinta.

50.0 4 —=— Co/UOx

| —— Ni-cojuox

—— Pd-Co/UOx
40.04 —— C0304/UOxX
4 —+— UOx

PBS 7.4
30.0 4 uas00uM

< RE: Ag/AgCl
CE: Grafito
20.0 4 We: Carbén Vitreo

4 Ventana-0.2 - 0.65V
Vel: 10 mV/s

Densidad de Corriente (1A/cm?)

10.0
0.0  epsasassssstsesns
-10.0 1
T T T T T T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
V/V (vs Ag/AgCl)

Fig. 15 Voltamperometria ciclica en GCE de aerogeles de Co, Ni y Pd, nanoparticulas
de Co0304 con UOx y UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 10 mVs™! con 500uiM de AU.

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

Potenciales de oxidacion de tintas en pH 7.4
Material Eox(V) I (nA/cm?)
UOx 0.50 22.3
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Co304/UOx 0.37 36.4
Aerogel Co/UOx 0.45 18.0
Aerogel Ni-Co/UOx 0.47 51.2
Aerogel Pd-Co/UOx 0.31 34.6

Para la segunda comparacion, en PBS pH 5.6, no se presenta gran diferencia en el
potencial de oxidacidn entre las tintas como se muestra en la Tabla 6, los potenciales
rondaron entre 0.32 y 0.37 V, sin embargo, la tinta basada en Co0304/UOx en
comparacion con las demads tintas tiene mayor corriente la tinta de 6xido de cobalto en

una magnitud cercana a 15.0 pA/cm?, tomando como referencia el potencial a 0.34 V.

15.04 —— co/uox
—— Ni-Co/UOx
1 —— Pd-Co/UOx
—v— Co304/UO0x
—— UOx

PBS 5.6
UA 500uM

._.

o

=}
1

RE: Ag/AgCl
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Ventana -0.2 - 0.65V
1 Vel: 10 mv/s

Densidad de Corriente (uA/cm?)
=) &
o o
1 1

v
o
1

-0'/2 ' ofo ' ofz ' 0:4 ' 0:6
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Fig. 16 Voltamperometria ciclica en GCE de aerogeles de Co, Ni y Pd, nanoparticulas de
Co0304y UOX vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 10 mVs™ con 500uM de AU.

Se muestra una clara diferencia en los potenciales de oxidacion de perdxido generado
entre los PBS pH 7.4 y 5.6, en este ultimo los materiales no disminuyen el potencial de
oxidacion en comparacion de la tinta de UOx pura, ademas las densidades de corriente

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

Potenciales de oxidacion de tintas en pH 5.6

Material Eox(V) I (nA/cm?)
UOx 0.33 8.9
Co0304/UOx 0.34 15.0
Aerogel Co/UOx 0.34 8.3
Aerogel Ni-Co/UOx 0.33 9.1
Aerogel Pd-Co/UOx 0.37 7.6
3.2.1. Amperometrias.

La Fig. 17 muestra las amperometrias escalonadas del Co304/UOx (a) y Co/UOx (b)

respectivamente en PBS pH 7.4, con adiciones de AU de 0 a 500 uM sin agitacion en

0.3 V, en donde se puede observar que existe un aumento en la corriente respecto a la
concentracion de AU, sin embargo, no se observa que se alcance una estabilidad en la
corriente posterior al aumentar la concentracion de AU y en algunos casos se observan
aumentos con mucha inestabilidad como en el aerogel de Co, esto posiblemente porque
no se tiene una disolucién homogénea del acido urico en la solucion, debido a la falta
de agitacion después de agregar la alicuota de AU. Las amperometrias se hicieron con

todos los materiales y se observé un comportamiento similar.
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Fig. 17 DCPA a 0.3V en GCE de a) Nanoparticulas de Co304/UOx, b) Co/UOx; vs Ag/AgCl
en PBS pH 7.4 con adiciones AU en estatico.

Posteriormente se realizaron pruebas en agitacion de igual forma en 0.3 V para
corroborar la promocion electronica por efecto de difusion en la solucion, estos
resultados se observan en las Fig. 18 y Fig. 19, en estas los materiales muestran una
excelente estabilidad durante todas las adiciones de AU, asi como una buena actividad

electroquimica desde la primera adicion. Este comportamiento se repitié en todos los

materiales.
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Fig. 18 DCPA a 0.3V en GCE de a) Aerogel Co/UOx, b) Aerogel Ni-Co/UOx, ¢) Aerogel
Pd-Co/UOx y d) Nanoparticulas de Co304/UOx; en PBS pH 7.4 con adiciones AU en
agitacion.
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Fig. 19 DCPA a 0.3V en GCE de a) Aerogel Co/UOx, b) Aerogel Ni-Co/UOx, ¢) Aerogel
Pd-Co/UOx y d) Nanoparticulas de Co304/UOx; en PBS pH 5.6 con adiciones AU en
agitacion.

Se realiz6 un andlisis estadistico para determinar las curvas de calibracion mostradas
en las Fig. 20 y Fig. 21 utilizando los resultados obtenidos en pruebas por triplicado de
los materiales. En ellas se puede observar que los materiales caracterizados presentan
distintos comportamientos con respecto al rango lineal y pendiente, mismos que se
muestran en las Tablas Tabla 7 y Tabla 8. Los resultados muestran que la corriente
(variable dependiente y) generada por la interaccion electroquimica aumenta de forma
continua respecto al aumento de la concentracion de AU (variable independiente x o
predictor) en el electrolito, pero algunos materiales mostraron un grado de saturacion
a altas concentraciones, perdiendo la linealidad con respecto a las bajas

concentraciones.
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Fig. 20 Curvas de calibracion obtenidas de las amperometrias (x3) a los aerogeles de
Co/UOx, Ni-Co/UOx y Pd-Co/UOx, Co304/UOx y UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con
diferentes concentraciones de AU.

A continuacion, se muestran las tablas con la ecuacién de la recta, la R? y el rango
lineal de cada material en ambos buffers, Tabla 7 para el PBS pH 7.4 y Tabla 8 para
PBS pH 5.6.

Tabla 7 Ecuacion de la recta y coeficiente de determinacion de las curvas de calibracion

obtenidas en PBS pH 7.4
. ., R. Lineal
Material Ecuacién R? (uM)
Aerogel Co/UOx y =0.0073x + 0.0839 0.98 0 - 400
Aerogel Ni-Co/UOx y =0.0066x + 0.0688 0.99 0-250
Aerogel Pd-Co/UOx y=0.0110x + 0.011 0.99 0-250
NP’s Co304/UOx y=0.0074x +0.2710 0.98 0-500
UOx y =0.0069x + 0.0338 0.98 0-100

En el grafico de la Fig. 20 se puede observar que la tinta basada en Pd-Co/UOx tiene
mejor desempefio respecto a las demas tintas al tener una densidad de corriente mas

elevada (59.0 pA/cm? a 500uM AU) especialmente a mayores concentraciones ademas

de una mejor sensibilidad (11.0 pA-mM™'), aunque se observa que pierde el
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comportamiento lineal, mostrando a concentraciones mayores a 100 M otra pendiente

con respecto a las bajas concentraciones. Las nanoestructuras de Co3O4 con enzima
presenta la mejor sensibilidad después del Pd-Co/UOx con 7.4 pAmM' y presenta un

mejor rango lineal, manteniéndose hasta los 500 uM en este buffer.
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Fig. 21 Curvas de calibracion obtenidas de las amperometrias escalonadas (x3) de los
aerogeles de Co/UOx, Ni-Co/UOx y Pd-Co/UOx, nanoparticulas de Co;04/UOx y UOx vs
Ag/AgCl en PBS pH 5.6 con adiciones de AU.

Partiendo de la Fig. 21 se observa que para el PBS pH 5.6 el comportamiento de las
tintas electrocataliticas se modifica respecto a las utilizadas en pH 7.4, empezando
porque la magnitud de la densidad de corriente disminuye en todas las tintas, tomando
como referencia la tinta de Pd-Co/UOx, que fue la de mayor corriente, en esta prueba

la corriente disminuy6 en un 60% (respecto a la corriente obtenida en la concentracion

de 500 uM).

Para esta comparacion la tinta con mejor comportamiento tanto a bajas (0-100 uM)
como a altas concentraciones (hasta 500 uM) es la basada en Ni-Co/UOx con una
mayor densidad de corriente de 49.7 pA/cm? (500 uM AU) y una elevada sensibilidad
en comparacion con las demas tintas de 10.9 pA-mM!, aunque muestra un rango lineal

hasta 100 uM, en comparacion del Co304/UOx, que tiene un desempefio ligeramente
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menor al del aerogel con una densidad de corriente méxima de 46.0 pA/cm?®y
sensibilidad de 6.5 pA-mM, sin embargo, se sigue manteniendo el comportamiento

lineal hasta las altas concentraciones de AU.

Tabla 8 Ecuacion de la recta y coeficiente de determinacion de las curvas de calibracion
obtenidas en PBS pH 5.6

Material Ecuacion R? R. Lineal
(«M)
Aerogel Co/UOx y =0.005x + 0.0364 0.98 0-100
Aerogel Ni-Co/UOx y =0.0109x + 0.0948 0.99 0-100
Aerogel Pd-Co/UOx y =0.0056x + 0.1509 0.98 0-400
NP’s Co3;04/UOx y =0.0065x + 0.0596 0.99 0-500
UOx y =0.0051x + 0.0755 0.97 0-100

En la Tabla 9 se muestran los valores de las caracteristicas de los materiales sensores
para AU observadas en las tintas con la Km, S, LOD y LOQ. Resalta que la tinta con
mayor afinidad con el analito de acuerdo con la constante Km calculada en PBS de pH
7.4 es la de Co304/UOx y en PBS pH 5.6 es la UOx pura. De las nanoestructuras con
enzima el Aerogel de Co presenta el LOD maés bajocon4.4+ 0.2 M en PBSpH 74y

la tinta de Ni-Co/UOx con 4.4 £ 0.2 uM para el buffer més acido. En ambos buffers, se

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

actividad electroquimica de la enzima.

Se encuentra que la tinta del aerogel Ni-Co/UOx en ambos buffers presenta buenas
caracteristicas en cuanto a la cuantificacion de AU, por medio de sus LOD y LOQ
ademads de una excelente sensibilidad especialmente en un pH 4cido. Se observa que
las nanoestructuras de 6xido de cobalto con enzima en comparacion con los aerogeles
desempefio un mejor comportamiento tanto a altas como bajas concentraciones

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

caracteristicas en el sensado de AU.
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Tabla 9 Valores de Vmax, Km, LOD y LOQ de las tintas electrocataliticas obtenidas a partir
de las curvas de calibracion en PBS pH 7.4 y 5.6.

R. Lineal
Material Electrolito = Km M) | S (uaAmM?') LOD@EM) LOQ (M) (u;ll)e 2
NP’ PBS pH 7.4 20.7 7.4 56.9+0.2 189.6 0 - 500
C03:04/UO
PRI RS pH 5.6 30.9 6.5 164505 548 0 - 500
PBS pH 7.4 29.7 7.3 44:02 14.7 0 - 400
Aerogel
CoUOX  ppspH 5.6 30.9 5.0 83+0.2 27.8 0-100
PBS pH 7.4 23.8 6.6 5.6+0.2 18.5 0-250
Aerogel
NECO/UOX s bH 5.6 24.8 10.9 44:02 14.6 0-100
PBS pH 7.4 43.0 11.0 54+0.3 18.0 0-250
Aerogel
Pd-
d-ColUOX  hrs b 5.6 293 5.6 16.4 0.4 54.6 0- 400
PBS pH 7.4 27.4 6.9 0.8 +0.02 2.5 0- 100
UOx
PBS pH 5.6 10.8 5.1 47+0.1 15.6 0- 100

En la Tabla 10 se comparan las 2 tintas con mejor desempefio (Co304/UOx y Ni-
Co/UOx) en PBS pH 7.4 y 5.6 con otros sensores enzimaticos y materiales

nanoestructurados reportados para la deteccion de acido trico.

Tabla 10 Comparacion de nanoestructuras de cobalto y UOxX con otros trabajos de sensores
electroquimicos para la deteccion de AU.

Km LOQ S Rango

i i LOD (M i
Material Medio (M) (M) GM) | @AmM-Y) L. M) Referencia
- PB7§4pH 20.7 56.9+02  189.6 7.4 0 - 500 Este trabajo
Co0304/UOx
o PBSS6pH 30.9 16.5+0.5 54.8 6.5 0-500 Este trabajo
LEEH 23.8 5.6+0.2 18.5 6.6 0-250 Este trabajo
Aerogel 7.4
Ni-Co/UOx
PBS pH 24,8 44:02 14.6 10.9 0-100 Este trabajo

5.6
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/UOx

3.2.2. Pruebas de estabilidad.
De acuerdo con las caracteristicas electroquimicas de cada material, se eligieron las
tintas de Ni-Co/UOx y Co304/UOx para las pruebas de estabilidad y reproducibilidad,

miasmas que se realizaron todas en PBS pH 7.4.

Repetibilidad

Las pruebas de reproducibilidad mostradas en la Fig. 22 muestran que existe una caida
de corriente considerable de la primera prueba al de la segunda en un 28.1% (tomando
como referencia 500 uM), esto puede ser por el lavado natural de la tinta que no se pega
correctamente al electrodo, esto puede confirmarse si se compara la segunda prueba

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

Estabilidad

En la Fig. 23 se analiza el comportamiento de las tintas y su actividad a lo largo de 10
dias, tomando los dias posteriores al depdsito de la tinta en el electrodo de GCE, en
ésta se observa que en la tinta del primer al tercer dia existe una disminucién de
corriente de aproximadamente 24.7% y del 18.8% entre el tercer y décimo dia, lo cual
es esperable debido a la estabilidad natural de la enzima al mantenerse a una

temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C.

En el caso del Co304/UOx en la Fig. 24 se presenta un comportamiento similar a la
prueba anterior, entre el primer y tercer dia existe una caida del 41.4%
significativamente mayor a la tinta anterior, y entre el tercer y décimo dia del 21.4%.

Lo cual muestra que existe un menor tiempo de vida para la tinta con este material.
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Fig. 23 Prueba de estabilidad de 1, 3 y 10 dias (x3) en GCE de Ni-Co/UOx vs Ag/AgCl en
PBS pH 7.4 con adiciones de AU.
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Fig. 24 Prueba de estabilidad de 1, 3 y 10 dias (x3) en GCE de Co0304/UOx vs Ag/AgCl en
PBS pH 7.4 con adiciones de AU.

Cronoamperometria

Las cronoamperometrias de la Fig. 25 muestran la estabilidad en la corriente de la tinta
de Ni-Co/UOx con cada adicion de AU. Durante los primeros 100 s la prueba, se
observa una caida de la intensidad de corriente debido la estabilizacion del sistema,
pero se exhibe un comportamiento constante después de aproximadamente los 120 s.

También se muestra que hay un comportamiento lineal entre la concentracion evaluada
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y la corriente obtenida en cada adicion, esto se puede constatar en la Fig. 26 donde en
el promedio de los 3 electrodos se observa un comportamiento lineal de la tinta ya no
solo en agitacion sino también en estdtico, lo cual es importante al momento de la

deteccion y cuantificacion en condiciones reales.
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Fig. 25 Cronoamperometria (x3) en GCE de Ni-Co/UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con
adiciones de AU.
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Fig. 26 Curva de calibracion de estabilidad con cronoamperometria (x3) en GCE de Ni-
Co/UOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 con adiciones de AU.

3.2.3. Interferentes.
Las pruebas de interferencia realizadas al Ni-Co/UOx y Co304/UOx son mostradas en
las Fig. 27 y Fig. 29 respectivamente, donde para ambos materiales se observa
estabilidad para la mayoria de interferentes como: glucosa (5.8%), urea (7.5%), acido
lactico (1.6%) para la tinta de Co304/UOx y con la tina de Ni-Co/UOx se observan 6.8,
8.5 y 2.2% respectivamente, en los cuales el porcentaje de interferencia no rebasé el
10%. Se encontrd que existe un aumento de corriente marcado en el acido ascorbico
porque llega a un porcentaje de interferencia de 20% en ambas tintas, esto puede afectar
la selectividad del sensor en condiciones reales, pero se necesitan pruebas en fluidos
reales o sintéticos para comprobar esto. Los porcentajes de interferencia de ambos

materiales se presentan en las Fig. 28 y Fig. 30.
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Fig. 27 Prueba de interferentes de nanoparticulas de Co304/UOx en GCE. Se agreg6 acido
urico (UA), glucosa (GLU), urea (UR), acido lactico (AL) y acido ascorbico (AA) y para
finalizar, de nuevo UA.

Interferencia de NP“s Co,0,/UOx

% Interferencia

UA GLU UR AL AA
Interferente

Fig. 28 Porcentaje de interferencia de nanoparticulas de Co3;04/UOxX.

En cuanto a la interferencia de la medicion en el acido trico al inicio de la prueba con
respecto a la segunda adicion de AU en la subida de corriente final, se observa una
caida de corriente de 21.8 y 24.6% entre la tinta de Ni-Co/UOx y la de Co304/UOx

respectivamente, lo que deja ver que si existe una disminucion en la oxidacioén que se
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puede deber a un bloqueo en los sitios activos o a una interferencia en la oxidacion del

peroxido.
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Fig. 29 Prueba de interferentes del acrogel de Ni-Co/UOx en GCE. Se agrego acido trico
(UA), glucosa (GLU), urea (UR), acido lactico (AL) y acido ascorbico (AA) y para finalizar,
de nuevo UA.
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Fig. 30 Porcentaje de interferencia de nanoparticulas de Ni-Co/UOx.
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4. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se sintetizaron nanoestructuras de 6xido de cobalto por medio de una
técnica de coprecipitacion y se caracterizaron de manera fisicoquimica y
electroquimica. Estas nanoestructuras se compararon con aerogeles basados en cobalto

sintetizados a través de una ruta de sol-gel.

Se evaluaron tintas electrocataliticas elaboradas a partir de nanoestructuras de cobalto
en conjuncién con la enzima urato oxidasa, estas tintas mostraron una reduccion en el
potencial de oxidacion y un aumento de corriente oxidacion, asi como una excelente
linealidad para la identificacion y cuantificacion de dcido urico en comparacion con la

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

El rango lineal y limites de deteccion de las tintas son los adecuados para su uso en la
deteccion y cuantificacion de 4cido Urico en concentraciones similares a las reportadas

en fluidos como sudor, sangre y lagrimas.

La tinta de Pd-Co/UOx mostrd un mejor comportamiento electrocatalitico en el PBS
pH 7.4 mostrando una alta sensibilidad con respecto a las demas tintas y mayores
corrientes como se mostrd en las curvas de calibracion con acido trico, asi mismo las
tintas 6xido de cobalto con enzima y el aerogel Ni-Co/UOx se encontraron con el mejor
comportamiento en el buffer con pH mas acido, especialmente a bajas concentraciones

con una alta sensibilidad.

Las tintas de Ni-Co/UOx y Co0304/UOx se evaluaron con pruebas de estabilidad e
interferentes encontrando que pierden corriente después un primer uso, las pruebas de
estabilidad en cuanto al tiempo de vida del sensor, muestran una caida considerable del
40% aproximadamente desde el dia 3 en que se evaltan, afectando el tiempo la vida
del sensor. En las pruebas de interferentes se registran bajas corrientes para la mayoria
de analitos, no asi con el acido ascorbico que muestra un porcentaje de interferencia

considerable afectando la selectividad del sensor.
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Durante el desarrollo de esta tesis se realizo la presentacion de 2 posters cientificos,
uno en el “Coloquio de Posgrado de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro” cuya constancia se encuentra en el Anexo 1 asi como la
constancia de participacion en la “10ma Semana de las Ciencia de la Facultad de
Ingenieria del Campus Aeropuerto” en la categoria de cartel cientifico y la
participacion en el programa fomento a las vocaciones cientificas en el programa
“Chavas en la ciencia UAQ 2024”. En el Anexo 2 se adjuntan las participaciones en
congresos y eventos cientificos como el “Congreso Anual de la Sociedad Mexicana de
Ciencia y Tecnologia de Membranas” y “Simposium de Ciencia y tecnologia de

biosensores y biomateriales”.

Se espera continuar el trabajo de estas tintas electrocataliticas para la cuantificacion
electroquimica de acido turico utilizando como soporte electrodos de papel Toray
orientados a su anclaje en un dispositivo multisensor de analitos por medio del sudor,
asi como la publicacion de un articulo en una revista indexada a partir de los resultados

obtenidos en este trabajo.
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