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RESUMEN

En este proyecto, se desarroll6 un biosensor flexible de glucosa tipo parche con
comunicacion inalambrica que consiste en un sistema de 3 electrodos usando como contra
electrodo papel toray, electrodo de referencia de nanoparticulas de plata con cloruros y
electrodo de trabajo nanotubos de carbono (MWCNT), glucosa oxidasa (GOXx) y Ferroceno
metanol (FcMeOH). La mayor parte de los experimentos se caracterizaron por técnicas
electroquimicas. La eleccion del método de inmovilizacion se llevd a cabo variando los
reactivos y parametros, como el uso del tipo de nanotubos de carbén (NTC), generacion del
sensor monitoreando el perdxido generado en la reaccion enzimatica o a través de un

mediador electroquimico.

La optimizacién del método de inmovilizacion fue realizada variando las concentraciones y
relaciéon entre la enzima FcMeOH y MWCNT. Se evaluaron los electrodos por técnicas
electroquimicas en estatico y en agitacion para analizar la respuesta de la enzimay comparar
los valores de corriente obtenidos con cada una de las concentraciones. En la optimizacion
se obtuvo como resultado concentracion de 15 mg ml™? de GOx, 2 mg mI* de FcMeOH y 5
mg ml* de MWCNT. También se realizaron pruebas de interferentes con las sustancias mas
abundantes encontradas en el sudor y sangre que pudieran causar alguna interferencia con la

medicion del biosensor.

En la optimizacién de los bioelectrodos, se obtuvo un biosensor de tipo amperométrico el
cual mide corrientes entre 1.57 a 27.17 pA. En los analisis realizados a pH 5.6 el registra un
limite de cuantificacion de 1.4 mM, limite de deteccion de 0.42 mM, un sensibilidad igual a
0.0049 pA mM cm?, tiene una constante de Michaelis-Menten de 4.08 mM y alcanza una
corriente maxima de 833.33 pA cm?, en analisis de rango lineal de 0 a 6 mM de glucosa
obtiene una corriente de 450 HA cm™ . Tiene un excelente comportamiento en presencia de
interferentes como dopamina (0.05 mM), acido urico (0.2 mM) y acido ascorbico (0.001
mM) concentraciones presentadas en sudor y acido urico (0.3 mM), acido ascorbico (0.06

mM), dopamina (12 nM) los cuales son concentraciones presentes en sangre.



El dispositivo electronico disefiado para las caracteristicas especificas de este biosensor
cuenta con un modulo Esp32, una configuracion para medir circuito abierto, un potenciostato
y un convertidor de corriente a voltaje y se conecta mediante bluetooth a una aplicacién de

un teléfono inteligente la cual fue disefiada en app inventor.

A electrodos se colocados sobre un parche de adhesivo biocompatible (Tegaderm ®), se les
agrega sudor y se conectan al dispositivo electronico para realizar las pruebas
electroquimicas. EI médulo Esp32 esta programado para procesar los datos y obtener el valor
de glucosa en sangre en unidades de mg/dl, este valor es enviado mediante bluetooth a una

aplicacion instalada en un teléfono inteligente la cual muestra en pantalla el valor de glucosa.

Palabras clave: biosensor, comunicacion bluetooth, dispositivo electrénico, glucosa

oxidasa, parche, sudor.



SUMMARY

In this project, a flexible patch-type glucose biosensor with wireless communication was
developed consisting of a 3-electrode system using as counter electrode toray paper,
reference electrode of silver nanoparticles with chlorides and working electrode carbon
nanotubes (MWCNT), glucose oxidase (GOx) and Ferrocene methanol (FcMeOH). Most of
the experiments used electrochemical techniques. The choice of the immobilization method
was carried out by varying the reagents and parameters, such as the use of the type of carbon
nanotubes (CNT), way of following the reaction; monitoring the peroxide generated in the

enzymatic reaction or through an electrochemical mediator.

Optimization of the immobilization method was performed by varying the concentrations of
FcMeOH and MWCNT enzyme. Static and shaking electrochemical tests were performed to
analyze the enzyme response and compare the current values obtained with each of the
concentrations, in the end it was decided to use a concentration of 15 mg/ml of GOx, 2 mg/ml
of FcMeOH and 5 mg/ml of MWCNT. Interferent tests were also performed with the most
abundant substances found in sweat and blood that could cause some interference with the

biosensor measurement.

It is an amperometric type biosensor which measures currents between 1.57 to 27.17 gA. In
the analysis performed at pH 5.6 it registers a quantification limit of 1.4 mM, detection limit
of 0.42 mM, sensitivity equal to 0.0049 pA/mM cm2, has a Michaelis-Menten constant of
4.08 mM and reaches a maximum current of 833.33 pA/cm2, in linear range analysis from 0
to 6 mM glucose it obtains a current of 450 pA/cm2 . It has an excellent behavior in the
presence of interferents such as dopamine (0.05 mM), uric acid (0.2 mM) and ascorbic acid
(0.001 mM) concentrations present in sweat and uric acid (0.3 mM), ascorbic acid (0.06 mM),

dopamine (12 nM) which are concentrations present in blood.

The electronic device designed for the specific characteristics of this biosensor has an Esp32
module, a configuration to measure open circuit, a potentiostat and a current to voltage
converter and connects via Bluetooth to a smartphone application which was designed in app

inventor.



Electrodes are placed on a biocompatible adhesive patch (Tegaderm ®), sweat is added to
them and they are connected to the electronic device to perform the electrochemical tests.
The Esp32 module is programmed to process the data and obtain the blood glucose value in
units of mg/dl, this value is sent via Bluetooth to an application installed on a smartphone

which displays the glucose value on the screen.

Keywords: biosensor, bluetooth communication, electronic device, glucose oxidase, patch,

sweat.
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1. Introduccién

Actualmente, una de las enfermedades mas comunes a nivel mundial es la diabetes, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), tan solo en México 8.7 millones
de personas padecen esta enfermedad. Dichos datos posicionan al pais en el noveno puesto
en casos de diabetes a nivel mundial, segin Adolfo Andrade Cetto académico de la Facultad
de Ciencias (FC) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). (CEVECE,
2013)

La diabetes es una enfermedad cronica e irreversible del metabolismo en la cual se produce
un exceso de glucosa o azlcar en la sangre y orina; es debida a una disminucion de la
secrecion de la hormona insulina o a una deficiencia de su accion. Debido al alto nivel de
azucar en la sangre que tienen las personas con dicha enfermedad, pueden padecer diversas
complicaciones como: problemas visuales, Ulceras, ataques cardiacos debido a que es

complicado controlar la presion arterial, dafio en los rifiones, entre otras.

Por lo anterior es importante monitorear los niveles de azucar en la sangre, la presion arterial
y el colesterol, para esto se han desarrollado diversos sensores que favorecen su monitoreo.
Uno de los aparatos usados actualmente para monitorear el nivel de azucar en la sangre es un
glucémetro, su uso consiste en colocar una gota de sangre sobre una tira reactiva, la cual,
esta dentro del glucémetro, después de unos instantes se obtiene el nivel de azlcar que existe

en la sangre en ese momento.

Es un método practico pues se puede realizar desde casa y en tiempo real, lo que permite al
paciente llevar un registro, sin embargo, es desagradable tener que pincharse el dedo con una
lanceta continuamente para obtener la gota de sangre, es por esto que en este trabajo se busca
medir el nivel de glucosa existente en el sudor humano, de esta forma se puede desarrollar

un sensor dérmico flexible y no invasivo capaz de cuantificar el nivel de glucosa al instante.

Es sabido que los fluidos corporales tales como la orina, las lagrimas y el sudor estan
compuestos por diversas sustancias entre ellas glucosa. El sudor es un fluido bioldgico
utilizado como mecanismo natural del organismo para regular la temperatura corporal, el
cual es transpirado por medio de los poros de la piel, estd compuesto por un 99% de agua y

otros componentes como NaCl, K, Ca, Mg, Fe, urea, vitaminas (B, C y derivados de k),



acidos grasos, aminoacidos, acido lactico, glucosa y colesterol. (De La Torre Fraga & Mesa
Alvarez, 2016)

El reto existente en el desarrollo de este biosensor esta dado porque las concentraciones de
glucosa en el sudor son realmente bajas, por lo que los limites de deteccion deberan ser
igualmente bajos para lograr detectar los niveles de glucosa.

En el presente trabajo se analizaron 8 métodos distintos para el atrapamiento por crooslinking
de la enzima glucosa oxidasa, una vez obtenido el método ideal se realizaron
estandarizaciones para determinar la mejor proporcion de compuestos buscando siempre
obtener corrientes mayores a 1 YA, posteriormente se realizaron pruebas de minimas

adiciones para estudiar la respuesta del biosensor.

Por otro lado, se propusieron 4 disefios de parche en los que varia el disefio del electrodo de
referencia Ag/AgCl y el material propuesto como soporte para parche, una vez obtenido el

material ideal se realizaron pruebas electroquimicas para caracterizar el biosensor.

Finalmente se construyd la electronica del biosensor, la cual consiste en una placa operada
por un médulo ESP32 la cual estd programada para realizar pruebas electroquimicas tales
como voltamperometria ciclica, cronoamperometria, cronocoulumbimetria , ademas de
medir el circuito abierto. EI modelo electrénico se conecta mediante BT a una aplicacion
desarrollada para instalarse en dispositivos inteligentes, en ella se presenta una interfaz
amigable con el usuario, el cual puede interactuar con ella y recibir informacion sobre los

niveles de glucosa que esta midiendo el biosensor.



2. Antecedentes

2.1 Biosensores

Un biosensor es un dispositivo con la capacidad de proveer informacién cuantitativa
especifica o semi-cuantitativa por medio de un reconocimiento biolégico de elementos, los
cuales pueden ser: tejidos, microorganismos, enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, entre
otros (Blanco-Ldpez, Lobo-Castafion, & Fernandez Abedul, 2020). Un analito que se
encuentra en un medio externo debe poder entrar al biosensor, para esto, es necesario que la
membrana externa del biosensor sea permeable al analito, pero también sea selectiva, es
decir, excluya otras especies quimicas a las que el biosensor pudiera ser sensible. Para que el
biosensor funcione un elemento bioldgico debera interactuar con el analito para y dar una

respuesta la cual pueda ser detectada por un transductor.

2.2 Partes de un biosensor

Un biosensor convencional estd compuesto por: un analito el cual es la sustancia de interés
que se necesita detectar, por ejemplo, glucosa para la diabetes; Un biorreceptor compuesto
por una molécula que reconoce el analito por ejemplo, las enzimas; Un transductor que
generalmente convierte un reconocimiento bioldgico en una sefial medible, conocida como
sefializacion; por otro lado también posee una parte electrénica la cual generalmente procesa
la sefial transducida mediante una combinacién de hardware y software para poder

transmitirse en una pantalla la cual comunmente es de cristal liquido (Jiménez & Ledn, 2009).

2.3 Caracteristicas de un biosensor

Dentro de las caracteristicas que cumple un biosensor se encuentran: la selectividad la cual
es una de las caracteristicas mas importante del biosensor pues depende del potencial del
biorreceptor para detectar el analito especifico en una mezcla de muestra y contaminantes; la

reproducibilidad del biosensor para programar una salida idéntica después de la repeticion



de la configuracion experimental; la estabilidad que es la capacidad del biosensor para no ser
susceptible en condiciones ambientales dentro y alrededor del sistema de biodeteccion.
Cualquier perturbacion puede modular las sefiales de salida del biosensor para su medicion,
lo que puede provocar errores y afectar la eficiencia del biosensor y la linealidad: se atribuye

a la precision de la respuesta medida (HernAl'ndez et al., 2011).

Comunmente se utilizan biosensores enzimaticos debido a su alta selectividad, es decir, la
capacidad de reconocer un tipo de compuesto en particular, ademas de presentar ventajas
como: minima preparacion de la muestra, alta sensibilidad y selectividad, tiempos cortos de
respuesta, conversion directa de la sefial electroquimica a sefiales eléctricas, rapidez,

viabilidad en costo, miniaturizacién y portabilidad (Jiménez & Leon, 2009).

2.4 Clasificacion de los biosensores

Se clasifican en base a la heterogeneidad de materiales, las variables de sus componentes
estructurales, los mecanismos quimicos, fisicos o fisioldgicos de su funcionalidad y a los
mecanismos de deteccion de la sefial. Los biosensores se pueden clasificar segin los
siguientes valores (Mendoza Madrigal, 2013).

% Tipo de interaccion: Biocataliticos o de bioafinidad

% Método de deteccion: Directo o indirecto elemento de reconocimiento: Celula,

organela, tejido, enzima, receptor, anticuerpo, acido

nucleico, polimero de impresion molecular.

% Sistema de transduccidn: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico,

termoeléctrico u oOptico.

2.5 Biosensores electroquimicos enzimaticos

Los biosensores electroquimicos enzimaticos utilizan enzimas las cuales catalizan la
transformacion de un analito por medio de un proceso de transferencia de electrones. La
mayoria de los biosensores actuales consisten en depositar una 0 mas enzimas sobre un
electrodo, cuya reaccion se detecta electroquimicamente mediante la transferencia de

electrones que ocurre (Bollella, Gorton, & Antiochia, 2018).



Este biosensor combina la alta especificidad de las enzimas con la respuesta rapida de la
reaccion producida por el transductor (Wang, 1999). Aunado a esto, gran cantidad de las
enzimas de interés para el disefio de biosensores se encuentran aisladas y disponibles de
manera comercial. De no ser asi, se utilizan células o tejidos que contengan la enzima
deseada, sin embargo, se suele tener menos sensibilidad y selectividad al igual que una

respuesta mas lenta.

Existen diversos grupos de enzimas (Carrazén & Garcia, 2000), dentro de los mas
importantes estan las oxidasas, las cuales catalizan reacciones generales de oxidacion; las
peroxidasas, las cuales catalizan la oxidacion de diferentes compuestos utilizando perdxido
de hidrégeno como agente oxidante y por ultimo las deshidrogenasas, las cuales utilizan un
cofactor soluble (el componente no proteico de la enzima) como el NADH para realizar la

catalisis (Prodromidis & Karayannis, 2002).

Las ventajas de utilizar enzimas las cuales engloban la alta selectividad, respuesta rapida y
gran variedad disponible comercialmente y las ventajas provenientes de las técnicas
electroquimicas para la construccion de biosensores las cuales son simplicidad, facilidad de
miniaturizacion, sensibilidad para los analitos de interés y bajo coste de la instrumentacion
hace que a los biosensores enzimaticos electroquimicos los mas utilizado y por ende los mas
usados e investigados sobre todo en el &mbito clinico, agroalimentario y medioambiental
(Tothill, 2001)

2.6 Glucosa oxidasa

De las enzimas disponibles comercialmente, las oxidasas son las méas utilizadas pues tienen
la ventaja de ser estables y en determinadas situaciones no requieren reactivos adicionales.
Las oxidasas utilizan oxigeno molecular para la oxidacién del sustrato dando peroxido de
hidrogeno como subproducto, dicha reaccion de oxidacion se puede aprovechar de distintas
formas (Mello & Kubota, 2002) :

1. Midiendo directamente el oxigeno consumido en la reaccién, usando el sensor de

oxigeno de Clarck, observando la disminucion de la corriente que se produce debida



al oxigeno que se consume. Sin embargo, puede haber variaciones de la corriente

medida a

cambios en la concentracion de oxigeno disuelto, los cuales no necesariamente
dependen de la concentracion de sustrato. Aunado a esto, la reduccion electroquimica
del oxigeno con un electrodo de Clarck necesita potenciales muy negativos, por lo

que se producen corrientes de fondo altas.

2. Midiendo el peroxido de hidrogeno generado por una oxidacion la cual se
monitorea amperométricamente. Para esto se impone al electrodo de trabajo potencial
suficientemente positivo para oxidar el peroxido de hidrégeno generado como
consecuencia de la transformacion enzimatica del analito. De igual manera, se
presentan inconvenientes debido a que el potencial que se aplica debe ser lo
suficientemente alto para que pueda dar lugar a la oxidacion de otro tipo de especies
presentes, lo que compromete en gran medida la especificidad del sensor (Dutta, Maji,
Biswas, & Adhikary, 2013).

La glucosa oxidasa (GOXx) ha sido purificada a partir de diferentes tipos de hongos; los mas
comunes son los del género Aspergillus y Penicillium, en ellos la especie Aspergillus niger
es la més utilizada para la produccion de dicha enzima (Leskovac et al., 2005). La glucosa
oxidasa estd compuesta por dos subunidades de peso molecular aproximado a 80000 Dalton
cada una, donde cada subunidad contiene una molécula de coenzima llamada FAD (Flavin
Adenin Dinucleétido), la cual conforma la parte electroactiva de la enzima. La FAD cataliza
la oxidacion de la B-D-glucosa acido gluconico dando como subproducto peréxido de
hidrogeno. El mecanismo de reaccion de la glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de B-D -
glucosa en D-gulcono-3-lactona, la cual se hidroliza generando &cido glucénico. A su vez, la
FAD se reduce a FADHo>, posteriormente, la GOx reducida se reoxida utilizando oxigeno por

lo que da como subproducto perdxido de hidrégeno (Bankar et al., 2009).
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Figura 1 Reaccion de la glucosa oxidasa (Bankar et al., 2009)

Otras de las aplicaciones de la glucosa oxidasa es la mejora del color, sabor y vida util de
productos alimenticios, eliminacidn de oxigeno en zumos de frutas o bebidas envasadas y la
prevencion de ranciedad en mayonesas. Por otro lado, se ha utilizado junto con la catalasa en
Kits automaticos de medida de glucosa, actualmente se ha utilizado en biosensores para la
estimacion de la concentracion de glucosa en diluciones industriales o fluidos corporales

como sangre, sudor u orina (Bankar et al., 2009).

2.7 Métodos de inmovilizacion de la enzima Glucosa Oxidasa

La inmovilizacion enzimética se refiere al confinamiento fisico de una enzima localizada en
un espacio o region definida, conservando su actividad catalitica. En los biosensores es de
suma importancia la inmovilizacion enzimatica pues las enzimas son las que hacen el
reconocimiento del sustrato e interaccionan con el medio produciendo la reaccion
electroquimica. Basandose en la forma, material, tipo de interaccion y naturaleza de los
reactivos, los métodos de inmovilizacion se pueden clasificar en tres grupos; union soporte,
atrapamiento o encapsulacion y entrecruzamiento o croos-linking (en inglés) (Diaz-
Gonzélez, Escalona-Villalpando, Arriaga, Minteer, & Casanova-Moreno, 2020). En el

presente trabajo se usara el método cross-linking.

2.7.1 Inmovilizacién por entrecruzamiento



Se basa en la retencion de la enzima, en este método los grupos amino reaccionan con un
reactivo bifuncional, por ejemplo, el glutaraldehido (GA), el cual es de los més utilizados
pues no es costoso y tiene una gran disponibilidad comercial. Cuando interactla la enzima
con GA esta se mantiene dentro de una matriz con uniones intermoleculares entre las

moléculas de la enzima, protegiéndola de la solubilidad y conservando su actividad catalitica.

Figura 2 Inmovilizacion de GOx por entrecruzamiento (Ricardo A Escalona-Villalpando et al., 2019)

El glutaraldehido es el agente entrecruzador cominmente utilizado para la inmovilizacion
estable de GOx por medio de la reaccion como base de Schiff entre los grupos aldehido del
GA los sitios amino libres de la proteina. Como facilitadores para llenar sitios no ocupados
por GOX, se emplean otras proteinas inocuas a la reaccién, como la hemoglobina y la

albdmina (Christwardana, 2017).

2.8 Analisis del sudor y su vinculo con enfermedades

El sudor es un fluido corporal natural producido durante el ejercicio fisico y estrés emocional,
es ligeramente &cido (pH de 4.0 a 6.8), estd compuesto en su mayoria por agua (99%) iones
como sodio, cloro y potasio, contiene minimas concentraciones de urea, lactato, glucosa y
piruvato, proteinas, péptidos, aminos, aminodacidos, etc (R.A. Escalona-Villalpando et al.,
2017).

Se han aislado las sustancias que contribuyen a multiples funciones del sudor, dichas
sustancias estan ligadas a enfermedades o pueden ser utilizadas para monitoreas el estado
fisioldgico del ser humano. Las practicas comunes de deteccidn de metabolitos en el cuerpo
son intrusivas, es decir, requieren perforaciones o introducir algun objeto al cuerpo humano,

lo que conlleva el riesgo de infecciones.



Se han desarrollado actualmente técnicas y dispositivos enfocados al andlisis, monitoreo y
mejora de la salud, sin embargo, la mayoria estas tecnologias ain son intrusivas o requieren
de una manipulacién previa de la muestra. Existen proyectos enfocados a utilizar biosensores
no intrusivos, por lo que se ha podido realizar el monitoreo de ciertos biomarcadores de forma

mas comoda para paciente.

2.9 Glucosa

La glucosa es un compuesto biolégico el cual es un reactivo principal en la glucdlisis, es
también responsable de la respiracion tanto aerdbica como anaerobica para la generacién de
energia. En plantas y algunas bacterias es producida a partir de agua y didxido de carbono
mediante fotosintesis y es condensada en forma de almidédn (Galant et al., 2015), por lo cual,
se han desarrollado diversos métodos para analizar la glucosa y el diagnostico de la diabetes.

La glucosa pertenece al grupo de carbohidratos o hidratos de carbono, los cuales son
clasificados entre los compuestos organicos méas abundantes en la naturaleza. Es un
monosacarido de seis carbonos perteneciente al grupo de los polihidroxialdehidos o aldosas,
pues poseen un grupo aldehido. De igual manera, tiene dos enantiomeros, la D-glucosa y la
L-glucosa, siendo el enantiomero de D-glucosa el que es encontrado en la naturaleza. Su
ciclacion da dos hemiacetales los cuales son: la D- glucofuranosa o la D-glucopiranosa (R
A Escalona-Villalpando et al., 2016).

Una de las enfermedades con mayor nimero de pacientes es la Diabetes, se estima que
aproximadamente 150 millones de personas en el mundo tienen este padecimiento (Heller &
Feldman, 2008). La enfermedad consiste en una concentracion anormal de glucosa en sangre
y tejidos, en personas sanas se encuentra entre 70 y 120 mg/dL (4 y 8 mM), por otro lado, las
personas que padecen diabetes el rango es mas amplio, aproximadamente entre 30 y 500
mg/dL (2 y 30 mM). Es por esto que el estudio de métodos para monitorizar la concentracion
de glucosa y diagnosticar la enfermedad va en aumento (Kim, Campbell, & Wang, 2018).

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica provocada por una baja produccion de

insulina, por la resistencia a ella o ambas. La insulina es una hormona que produce el pancreas



con el objetivo de controlar la concentracion de glucosa en sangre. Actualmente existen tres

tipos principales de diabetes los cuales son (Classification, 2014):

Diabetes tipo 1: Es diagnosticada generalmente en nifios; el cuerpo produce una

cantidad insuficiente de insulina debido a la destruccion de células del pancreas.

Diabetes tipo 2: Es diagnosticada cominmente en adultos; consiste en una respuesta

de rechazo hacia la insulina producida por el pancreas.
Diabetes gestacional: Se diagnostica durante el embarazo.

En caso de no monitorear con frecuencia los niveles de glucosa en sangre esta enfermedad
puede tener consecuencias cronicas a largo plazo. Los efectos méas graves, son provocados

por hipoglucemia e incluyen desmayos, coma o incluso muertes.

2.10 Glucosa en sudor

El principal componente del sudor es el cloruro de sodio, su valor es aproximadamente de
350 mg /dL, mientras que la glucosa se encuentra en concentraciones significativas de 5 a 20
mg/dL y se correlaciona con la concentracion de glucosa en la sangre. Para pacientes
diabéticos, puede superar los 100 mg /dL, sin embargo, el sudor es producto de tres fuentes
diferentes: secrecion de glandulas ecrinas, secrecion de glandulas apocrinas y difusion pasiva
del agua por lo que la composicion del sudor varia en relacion con la parte del cuerpo (Olarte
etal., 2013).

3.Hipotesis
El desarrollo de un biosensor de glucosa flexible dérmico capaz de cuantificar la glucosa en

sudor y su posterior acoplamiento a un dispositivo electronico permitird su continuo sensado

a partir de un dispositivo mavil.

4. Objetivos
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4.1 Objetivo general
Desarrollar un sensor flexible acoplado a un dispositivo electronico inalambrico para la

cuantificacion de glucosa en sudor.

4.1 Objetivos Particulares

1) Evaluar métodos de inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa usando

nanoparticulas de carbon y/o mediadores electroquimicos.

2) Caracterizar los electrodos derivados de la enzima glucosa oxidasa por técnicas

microscopicas, fisicoquimicas y electroquimicas.

3) Optimizar las condiciones de operacién de un sensor de glucosa como pH,

temperatura, estabilidad y rango lineal por técnicas electroquimicas.
4) Disefar y evaluar un sensor en un material flexible simulado y sudor humano.
5) Disefiar el dispositivo electronico tipo inaldambrico.

6) Acoplar el o los biosensores flexibles de glucosa al dispositivo electronico

inalambrico y evaluar su funcionamiento.

5. Metodologia

Materiales y métodos

Se utiliz6 Glucosa Oxidasa (E.C: 1.1.99.10 Aspergillus sp., GLDE-70-1191) adquirida de
Sekisui Diagnostics (Reino Unido). Papel de carbon Toray de Fuel Cell Earth (EE. UU.,
TGP-H-060), nanotubos de carbono con un didmetro de 10-20 nm. La solucion de tampon
fosfato (PBS por sus siglas en ingles phosphate buffer solution) se prepardé usando K2HPOa4
y KH2POa4 de J. T. Baker.

5.1 Preparacion del electrodo del papel toray
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Para las mediciones electroquimicas se recortaron tiras de 3 x 0.3 cm de papel carbon Toray,
cada una fue sumergida en parafina por medio minuto dejando sin sumergir una superficie
de 0. 3x 0.5 cm.

5.2 Preparacion del Glutaraldehido

Se preparo6 una concentracion de GA al 4.5% en Buffer de fosfatos pH 7.4 a partir de GA al
50 % .

5.3 Preparacion de los electrodos derivados de GOx

5.3.1 Atrapamiento cross linking de GOX/MWCNT

Para realizar el atrapamiento en relacion 1:1 molar se pesaron 0.5 mg de MWCNT y 0.5 mg
de enzima Glucosa Oxidasa, a la enzima se le agregaron 100 pL de PBS con pH 7.4y se
agito en el vortex por 1 min, posteriormente los 100 pL se agregaron a los MWCNT vy se
agitaron por 30 segundos para posteriormente sonicarlos por 3 min, este procedimiento se
repiti6 5 veces. Para preparar las Concentraciones 2:1 y 10:1 se utiliza el mismo
procedimiento solo que se pesan 0.3 mg de MWCNT y 0.6 mg de Glucosa Oxidasa y 0.25
mg de MWCNT y 2.5 mg de Glucosa Oxidasa, respectivamente (R.A. Escalona-Villalpando
etal., 2018).

5.3.2 Atrapamiento con Fe>O3 cross linking de GOX/MWCNT/Fe203

Se utilizaron 0.3 mg de MWCNT, 0.3 mg de Fe203 y .6 mg de Glucosa Oxidasa, se agregaron
30 pL de etanol al Fe;0z3y 15 pL de PBS con pH 7.4 a la enzima, se agitaron por 1 min,
posteriormente ambos se agregaron a los MWCNT vy se le adicionaron 15 pL de GA al 4.5%,
se agitaron por 30 segundos para posteriormente sonicarlos por 3 min, este procedimiento se

repitio 5 veces.

5.3.3 Atrapamiento cross linking con una biotinta de GOx
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Se disolvieron 1.25 mg de FeCOOH en 4.25 ml de agua destilada (H2Ouest), Se calentaron por
una hora a 95°C. Se agregaron 10 mg de PEI disueltos en 250 pL de agua destilada y se
centrifugaron 20 min a 14 rpm. Posteriormente se adicionaron 5 mg de Glucosa Oxidasa
disuelta en 200 pL de PBS con pH 7.4 y 800 pL de INK, se agito por 20 horas a 4°C y se le
agregé 25 pL de nafion modificado con TBAB (bromuro de tetrabutil amonio)
(Werchmeister et al., 2019).

5.3.4 Atrapamiento cross linking con una biotinta de GOX/PEI/MWCNT

Se disolvieron 1.5 mg de FeCOOH y .5 mg de PEI en 500 pL de agua destilada y se colocaron
20 min en el sonicador, se le agregaron 2 mg de MWCN vy se sonicd por 20 min mas,
posteriormente se coloco a bafio maria por 2 horas a 170°C al terminar se sonic6 por 20 min.
De esta solucién se tomaron 200 pL los cuales se agregaron a 1 mg de glucosa oxidasa y se

sonico por 10 min.

5.3.5 Atrapamiento cross linking con Fe-PLL/GOX/EDGE

Se prepararon 2 mg de PLL en 100 pL de agua destilada y .25 mg de Glucosa oxidasa en 25
pL de PBS pH 7.4, ambos se agregaron a5 puL de EDGE a 7.5% y se agitaron por 30 segundos

para posteriormente sonicarlos por 3 min, este procedimiento se repitio 5 veces.

5.3.6 Atrapamiento cross linking de GOXMWCNT/GA/FcMeOH

Se disolvieron 0.5 mg de enzima Glucosa Oxidasa en 50uL de PBS con pH 7.4, 0.1 mg de
FcMeOH en 50 pL de Metanol, se juntaron en un tubo ependorff con un volumen total de
100 pL y se agitaron en el vortex por 5 min. Posteriormente, se tomd una alicuota de 75 pL
de la mezcla anterior y se agregaron a 0.5 mg de MWCNT junto con 25 pL de GA al 4.5 %.
Para facilitar en atrapamiento por cross-linking se sénico por 3 min y posteriormente se

colocaré en el vortex 30 segundos, este procedimiento se repetird 5 veces.

5.4 Colocacién de la solucién en el electrodo
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Con ayuda de una micropipeta se depositaron 20 uL de la solucién en el area de 0.3 x 0.5 cm

que se dejo sin parafina del electrodo. Posteriormente se dejaron secar a 4°C durante 24 horas.

5.5 Caracterizacion y mediciones electroquimicas

5.5.1 Sistema para evaluacion de métodos electroquimicos

Se uso la configuracion de tres electrodos: electrodo de trabajo (electrodo de papel carbon
Toray junto con el depdsito correspondiente al método evaluado), contra electrodo (barra de
carbon grafito) y el electrodo de referencia (electrodo de Ag/AgCl). Se colocaron en un vaso
de precipitado con tapa con 4 orificios de izquierda a derecha, se colocé el electrodo de
trabajo, seguido por el de referencia y posteriormente el contra electrodo, por el orificio
sobrante es por donde se agregaron las soluciones. Dentro del vaso se coloc6 también un
agitador magnético y 5000 pL de PBS (0.1 M) con pH 7.4 y 5.6 segun sea el caso de estudio
(Figura 3). Los tres electrodos se conectaron a un potenciostato/galvanostato (Biologic) para
poder realizar las pruebas electroguimicas (Retama, 2005) Todos los experimentos se

realizaron por triplicado y a temperatura ambiente (25°C).

Figura 3 Sistema de electrodos colocados en el Potenciostato

5.5.2 Voltamperometria ciclica (VC)

Para evaluar los distintos metodos de atrapamiento se utilizo la técnica de VVC para cada uno
de ellos. Para los métodos de atrapamiento cross linking de GOX/MWCNT en diferentes
relaciones estequimétricas y para el atrapamiento cross linking de GOX/MWCNT/Fe203 se

realiz6 en un rango de potencial de -0.8 a0 V a una velocidad de barrido de 10 mV s ~ L. Para

los métodos atrapamiento cross linking con una biotinta de GOx , atrapamiento cross linking
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con una biotinta de GOx/PEI/MWCNT y atrapamiento cross linking Fe-PLL/GOX/EDGE se
realizd en un rango de potencial de -0.1 a.5 V a una velocidad de barrido de 5 mVs™ ! y para

el método atrapamiento cross linking de GOX/MWCNT/GA/FcMeOH se realiz6 en un rango

de potencial de -0.1 a .7 V a una velocidad de barrido de 5 mVs 1.

5.5.3 Cronoamperometria

Para evaluar la respuesta al aumento de glucosa se realizaron cronoamperometrias con y sin
agitacion. Para las que se realizaron con agitacion se coloco el sistema de 3 electrodos en 5
ml de PBS con pH 7.5y se les aplicé un potencial de 0.7 V, cada minuto se le realiz6 una
adicion equivalente a 1 mM de glucosa y entre cada adicion se observo un aumento en la
corriente, las adiciones se realizaron hasta la saturacion del electrodo. Por otro lado, las
cronoamperometrias que se hicieron estaticas se realizaron en el sistema de 3 electrodos en
5ml de PBS con pH 7.5y se les aplico un potencial de 0.7 VV 'y se dejaron por 5 min, posterior
a los 5 min se agreg6 una concentracion de glucosa de 0.5 mM y se dejé por 5 min mas, este

procedimiento se repitio hasta tener una concentracién de glucosa de 5 mM.

5.6 Preparacion del electrodo de referencia y contraelectrodo para parche flexible

La preparacion del electrodo de referencia consistio en cortar una superficie de 3 x 0.3 cm de
papel toray sobre la cual se deposit6 1 pL de tinta de Nanoparticulas de Plata en un area de
0.5 x 0.3 cm y se dej6 secar por 72 h. Posteriormente, se coloco en la misma area 1 pL de
FeCls saturado y se dejo secar por 24 h. El contraelectrodo utilizado es una superficie de

papel toray con dimensiones 3 x 0.3 cm.

Los tres electrodos se colocan sobre un parche médico de la marca Tegaderm® (Escalona-
Villalpando et al., 2019) esto con el proposito de hacerlo flexible y viable para ser colocado
sobre la piel.
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5.7 Disefio electronico del sensor

Para el disefio de la parte electronica del biosensor se eligié usar un médulo Esp32 el cual
tiene un DAC de 8 bits y un ADC de 12 bits, también tiene integrado un modulo de Wifi y
bluetooth para una comunicacion tipo Wireless. Ademas, sus dimensiones son de 3 X 5 cm
lo que lo hace préactico considerando la aplicacion que tendra, es por esto que se opto por usar

esta tarjeta programable.

Para poder procesar los datos obtenidos de la media celda es necesario convertir una sefial
analogica a digital para esto se escribié un programa en Python y se ajusto la resolucion
obteniendo 12 mV / escalon. Para poder obtener el nivel de glucosa con el biosensor es
necesario incluir un potenciostato en la parte electronica para poder realizar las pruebas

electroquimicas.

Se realiz6 la construccion del circuito en una protoboard Figura 4, por un lado tiene una
configuracién de seguidor de voltaje y de amplificador inversor conectado al DAC vy al
electrodo de referencia de la celda, lo que sirve para medir el circuito abierto, en el centro se
tiene la configuracion del circuito de randles, antes de conectar el contraelectrodo se tiene un
MOSFET su funcion es no conectar el electrodo hasta que la celda este encendida, en el lado
derecho del biosensor en la parte superior se tiene un inversor de voltaje el cual se usé para
invertir el voltaje de salida del médulo Esp32 y en la parte inferior se tiene un inversor
corriente voltaje para obtener el valor de corriente del sudor que se esta midiendo en el

parche.

Figura 4 Disefio electrdnico del biosensor
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Por otro lado, se escribio un programa escrito en Python el cual se encarga de realizar las
pruebas necesarias, primero enciende la celda, después lee un circuito abierto y almacena el
dato, posteriormente realiza una voltamperometria ciclica y encuentra el voltaje mas alto que
es donde se encuentra el pico de oxidacion, después resta el valor del pico y el valor de
circuito abierto y con el resultado hace una cronoamperometria aplicandole ese potencial,
por ultimo, hace una cronocoulumbimetria. Estas pruebas dan como resultado un valor de
corriente el cual se sustituye en la ecuacion obtenida en la curva de calibracion y de esta

manera se obtiene el valor de glucosa

5.9 Disefio de aplicacion para comunicacién BT

Se programo el modulo ESP32 para recibir y enviar datos por medio de una aplicacion BT.
Por otro lado, se desarrollé6 una aplicacién en APP inventor la cual esta instalada en un
teléfono inteligente y cuanta con una interfaz que interactGa con el usuario. En una primera

fase solicita el usuario y contrasefia para garantizar la seguridad de la informacion Figura 5.
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Figura 5 Disefio de bloques para la aplicacion primera interfaz interactiva

Una vez proporcionados los datos de seguridad el usuario debe conectar su teléfono
inteligente al biosensor mediante los modulos BT que ambos poseen, seguido de esto debe
dar click en el boton “iniciar” y es cuando el Biosensor recibe la orden de empezar a realizar
las pruebas electroquimicas y obtiene el valor de glucosa , este dato lo envia por BT a la
aplicacion y el usuario puede ver en la pantalla el nivel de glucosa en sangre que tenia al

momento de hacer la medicion (Figura 6).
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Figura 6 Segunda interfaz interactiva con el usuario

6. Resultados y discusién

6.1 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa usando nanoparticulas de carbén y

mediadores electroquimicos.

Existen diferentes métodos para lograr la inmovilizacién de GOx a una superficie de carbon,
el mas sencillo es con un depésito directo sobre dicha superficie, la unién se logra mediante
interacciones electrostaticas débiles, puentes de hidrdgeno y fuerzas de Van Der Waals. En
este primer apartado se muestran los resultados de diferentes métodos de inmovilizacion de

GOx sobre una superficie de papel toray.

6.1.1 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa con MWCNT en diferentes proporciones

Con base a resultados y experiencia del grupo de trabajo por trabajar con nanotubos de
carbono se eligio utilizarlos, pero con otro tipo de longitudes y modificaciones (R.A.
Escalona-Villalpando et al., 2018) (Ricardo A Escalona-Villalpando et al., 2019). Los

electrodos de papel toray previamente preparados y depositados como se explica en la
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metodologia, fueron colocados en una media celda electroquimica donde se agregaron 5 ml
de una solucién amortiguadora de PBS (0.1M) con un pH de 7.4. Se verifico la respuesta de
GOx por amperometrias a un potencial de 700 mV s qué es el potencial de oxidacion del
perdxido (Ricardo A Escalona-Villalpando et al., 2019) .

En la Figura 7 a) se muestran los amperogramas obtenidos con este método de
inmovilizacion, se puede observar como existe un incremento de corriente con cada adicion
de 1 mM de glucosa, las primeras adiciones tienen incrementos de 70 nA con lo que se puede
comprobar que existe una respuesta en la presencia de glucosa (Figura 7 b), sin embargo, el
aumento en la corriente es bajo en comparacion a métodos reportados en previos trabajos en
el grupo de trabajo (Escalona-Villalpando et al., 2019) por lo que se probo una relacion 2:1

de la enzima GOx y MWCNT como se muestra en la Figura 8.

1.0 4 0.55 -
0.5 - n [ ] [ | [ ]
0.50 |
0.8 -
| | [ | | |
— 074 -
2z __ D45
= < N
= 064 =
S ‘€ 0.40 -
g 0.5 g =
© 3
0.4 - 0.35 4 .
0.3
(_“ 0.30
0.2 =
0.1 T r T T T T T T T T 1 0.25 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 2 4 6 8 10
Time (sec) Glucosa (1 mM)

Figura 7 a) Amperometria a electrodo de MWCNT-(GOx) en relacion 1:1 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 mV con adiciones
de 1 mM de glucosa b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de MWCNT-(GOx)
en relacion 1:1 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 UA con adiciones de 1 mM de glucosa

Con el atrapamiento de GOx y MWCNT en relacion 2:1 respectivamente se puede observar
como en la primera adicion de 1 mM de glucosa se tiene un incremento en la corriente de
0.57 YA, en la segunda adicion se obtiene un incremento de corriente mucho mayor pues es
de 4.57 pA y con las siguientes adiciones sigue aumentando la corriente en promedio 2.29
MA por cada adicion. Se puede decir que al aumentar la cantidad de enzima se tuvo mayor

aumento en la corriente, aparte de que se obtuvo un electrodo mas estable, sin embargo, los
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incrementos de corriente no son constantes y es por esto que se optd por probar el mismo
método, pero con una relacion de 10:1 GOx y MWCNT respectivamente.
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Figura 8 a) Amperometria a electrodo de MWCNT-(GOx) en relacién 2:1 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 mV con adiciones
de 1 mM de glucosa. b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de MWCNT-(GOx)
en relacion 2:1 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 UA con adiciones de 1 mM de glucosa

Al tener una relacion 10:1 de GOx / MWCNT se esperaba tener mayores incrementos de
corriente, esto debido a la cantidad de enzima con la que se trabajo, en la Figura 9 se observa
como las primeras dos adiciones de glucosa presentan un incremento de .61 YA, las adiciones
posteriores Unicamente tienen un aumento de 0.24 YA entre ellas, al final la corriente no logré
estabilizarse, ni presenté un aumento significativo a pesar de seguir haciendo las adiciones.
Este comportamiento del electrodo se debe a la cantidad de enzima utilizada pues se
aglomero alrededor de los MWCNT blogqueando los sitios activos de la enzima lo que impide

el intercambio de electrones y por ende el aumento de la corriente.
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Figura 9 Amperometria a electrodo de MWCNT-(GOx) en relacién 10:1 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 mV con adiciones
de 1 mM de glucosa

De las tres relaciones de GOx y MWCNT probadas para este trabajo la que demostro tener
grandes aumentos de corriente fue la 2:1 y una sefial mas estable. Sin embargo, en la relacién
10:1 los aumentos de corriente fueron méas constantes, aunque significativamente menores.
Sin embargo, en las tres relaciones se pudo observar una respuesta a la presencia de glucosa
lo que indica que el biosensor esta funcionando.

6.1.2 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa con MWCNT y Fe2Os

Las nanoparticulas de Oxido de hierro (Il1l) son caracterizadas por tener propiedades
magnéticas, tienen una superficie grande lo que permite utilizarse como soporte para la
inmovilizacion de diversas moléculas como proteinas, enzimas, fragmentos de ADN,(Gubin,
2009) Aunado a esto, tienen una baja toxicidad y pueden utilizarse en el desarrollo de
productos biocompatibles en diversas areas como biotecnologia, ambiental, medicina, entre
otras (Wooster, 1972).

Las nanoparticulas magnéticas poseen un nucleo de o6xido de hierro el cual tiene un
comportamiento super paramagnético, la superficie puede ser recubierta con materiales

organicos o inorganicos que por una parte hacen que el producto sea biocompatible y por
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otra permiten funcionalizarlo con diversos materiales como enzimas, anticuerpos o

medicamentos para realizar una funcion especifica (Gregorio-Jauregui et al., 2012).

Los electrodos de papel toray previamente preparados y depositados como se explica en la
metodologia, fueron colocados en una media celda donde se agregaron 5 ml de una solucion
amortiguadora de PBS (0.1M) con un pH de 7.4. Se verificd la respuesta de GOx en los
electrodos, primero se realizaron amperometrias en agitacion, sin embargo, no se observaron
incrementos significativos en la corriente y es por eso que se eligid realizar amperometrias
estaticas a un potencial de 700 mV s? durante un tiempo de 300 segundos, se realizaron 9
adiciones de glucosa a 1 mM. Se obtuvieron los resultados presentados en la Figura 10. Como
se puede observar existe un aumento de la corriente entre cada una de las adicciones, ademas
de presentar un corriente estable, los incrementos en las primeras 5 adiciones son de 0.24 A
aproximadamente, lo que demuestra una buena respuesta del sensor, pero adn sigue siendo

bajas con respecto a otros resultados reportados.
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Figura 10 a) Amperometria a electrodo de MWCNT-GOx-Fe203 vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 mV con adiciones de 1
mM de glucosa. b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de MWCNT-GOx-Fe203
vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 uA con adiciones de 1 mM de glucosa

A pesar de tener incrementos de corrientes constantes y buena estabilidad, el incremento total
de corriente es de 1.61 pA, teniendo un valor de corriente final después de 9 adiciones de
glucosa de 2.69 pA la cual es una corriente muy baja indicando una baja sensibilidad, y

teniendo bajo indicadores para la arquitectura electronica del sensor.
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6.1.3 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa con biotina de GOXx

La eleccidn de este método se baso en un trabajo previamente realizado (Werchmeister et al.,
2019) donde se optimiza el uso de biotintas de GOx como mediador, dicha biotinta esta
compuesta por la enzima glucosa oxidasa y ferroceno carboxilado en una matriz de
policationes de polietilenimina (PEI). Se reporta una buena conduccion electrénica, un rango
lineal amplio y una sensibilidad relativamente baja de 0.20 uA mM cm?esto debido al efecto

de difusion.

Para probar este método se prepardé una media celda electroquimica donde se agregaron 5 ml
de una solucién amortiguadora de PBS (0.1M) con un pH de 7.4. Se verifico la respuesta de
GOx en los electrodos por medio de voltamperometrias ciclicas con una ventana de trabajo
de -100 mV hasta 500 mV. Como se puede observar en la Figura 11 en color negro se tienen
las voltamperometrias realizadas sin glucosa en donde se ve ligeramente un pico de potencial
a 220 mV aproximadamente, en color rojo estan las voltamperometrias ciclicas con presencia
de glucosa se aprecia un incremento considerable en la corriente y de igual manera se observa

un pico de potencial a 220 mV.
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Figura 11 Voltamperometria ciclica a electrodo de biotinta de GOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 5 mVs-1 sin agitacion
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También se realizaron amperometrias a un potencial de 700 mVs™ para evaluar la respuesta
del electrodo obteniendo los resultados presentados en la Figura 12 , se puede observar una
buena estabilidad de corriente, sin embargo, en las primeras adiciones el aumento de corriente
no es tan significativo, después de adicionar 4 mM de glucosa la corriente empieza a subir
sin embargo no logra mantenerse pues tiende a bajar hasta que se le agrega una nueva
concentracion, esto se debe al método de atrapamiento al ser una biotinta se tiene ferroceno
carboxilado en una matriz de policationes de polietilenimina (PEI) y GOx, al ser un
atrapamiento por croos linking se encuentra todo aglomerado lo que ocasiona un blogueo en
el centro activo de la enzima, ademas el depdsito de la biotinta no logra tener un buen

contacto con el papel toray y es por esto que se tienen esas caidas de corriente (Werchmeister
etal., 2019).
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Figura 12 Amperometria a electrodo de biotinta de GOx vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 mV con adiciones de 1 mM de
glucosa b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de biotinta de GOx vs Ag/AgCl
en PBS pH 7.4 a 700 uA con adiciones de 1 mM de glucosa.

A pesar de mostrar un buen aumento de corriente en la voltamperometria ciclica, en las
amperometrias se puede observar que el aumento no es constante y tampoco se logra
estabilizar después de las adiciones por lo tanto este método no puede ser usando para la
realizacion de un biosensor amperométrico.

6.1.3 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa con Fc-PLL y EDGE
Otro de los agentes cross-linking utilizados para inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa
fue la opli-L-lisina (PLL). La PLL es un homopolimero formado por L-lisinas el cual posee

propiedades anfifilicas, esta conformado por uno de los derivados de aminacidos esenciales
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y es biocompatible lo hace su uso factible para aplicaciones médicas. Se ha utilizado para la
fijacion de células, tejidos y enzimas, es por esto que es una opcién factible para la
inmovilizacion de GOx. La PLL posee un grupo amino libre por medio del cual interactda
con los grupos carboxilos mas disponibles de GOx derivados del aspartato y glutamato
(Hickey DP, Reid RC, Milton RD, 2016).

Los electrodos de papel toray previamente preparados y depositados como se explica en la
metodologia (seccidon 5.3.5), fueron colocados en una celda electroquimica donde se
agregaron 5 ml de una solucion amortiguadora de PBS (0.1M) con un pH de 7.4. Se verifico
la respuesta de GOx en los electrodos por medio de voltamperometrias ciclicas con una
ventana de potencial de -100 mV a 500 mV. En la figura 13 se observa en color gris la
voltamperometria sin glucosa, se pueden ubicar los picos de oxidacién y reduccion del Fc-
PLL en 220 mV y -100 mV respectivamente, también podemos apreciar en color rojo la
voltamperometria en presencia de glucosa se puede notar el aumento de corriente existente

como una tipica respuesta por un mediador electroquimico.
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Figura 13 Voltamperometria ciclica a electrodo de Fe-PLL/GOx/EDGE vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 5 mVs-1 sin agitacion

Por otro lado, en las amperometrias realizadas a un potencial de 360 mVs™ con adiciones de
glucosa de 1 mM de glucosa se puede observar una buena estabilidad del electrodo, sin

embargo, existe muy poco aumento de la corriente y después de 3 mM de glucosa la corriente
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aumenta y deja de ser estable lo cual puede deberse a una mala interaccion entre el depdsito

de la enzima y el papel toray.
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Figura 14 Amperometria a electrodo de PLL/GOx/EDGE vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 360 mV con adiciones de 1 mM de
glucosa. b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de PLL/GOx/EDGE vs Ag/AgCl
en PBS pH 7.4 a 700 LA con adiciones de 1 mM de glucosa

A pesar de que en este método en la voltamperometria ciclica se observa un buen incremento
de la corriente y los picos de oxidacion y reduccion estan presentes, en las amperometrias
con adiciones 1 mM de glucosa podemos observar que no hay una respuesta significativa
entre cada adicién y que incluso después de 3 mM de glucosa el sistema ya no logra

estabilizarse, es por eso que se opto por probar otro método.

6.1.3 Inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa con MWCNT/ FeMeOH /GA

Con este método se busca tener una transferencia mas rapida desde el sitio activo de GOXx,
para esto se utiliza como mediador redox el FcMeOH el cual transporta electrones entre el
sitio activo de la enzima y la superficie de los electrodos (Gracia & Mecerreyes, 2013), la
incorporacion de MWCNT permite un mejor contacto eléctrico entre los sitios activos de la
enzima ademas de aumentar el area para anclar GOX, y su tamafio relativamente pequefio les
permite situarse en las proximidades de cofactor de las enzimas y reducir las distancias de

tunel de electrones.
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Los electrodos de papel toray previamente preparados y depositados como se explica en la
metodologia, fueron colocados en una celda electroquimica donde se agregaron 5 ml de una
solucién amortiguadora de PBS (0.1M) con un pH de 7.4. Se realizaron voltamperometrias
ciclicas con una ventana de potencial de -100 mv a 700 mV para observar los picos de reox
del mediador, que en este caso es el ferroceno. El voltamperomgrama obtenido se muestra
en la Figura 15 la voltamperometria mostrada en color negro es en ausencia de glucosa se
puede observar el pico de oxidacion en 360 mV y el de reduccion en 100 mV, similar a lo
reportado por otros autores, en la voltamperometria de color rojo realizada después de
adicionar glucosa se muestra como existe un aumento en la corriente ademas de ver con
mayor claridad el pico de oxidacion en 360 mV y el de reduccion en 100 mV, lo que
demuestra que los picos no se estan recorriendo Unicamente estd aumentando

aproximadamente 20 pA la corriente.
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Figura 15 Voltamperometria ciclica a electrodo de GOx/MWCNT/ FeMeOH / GA vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 5 mVs-1 sin
agitacion

Observando el buen incremento de la corriente catalitica de este método en comparacion con
los anteriores, se prosiguio a realizar amperometrias en agitacion obteniendo el amperograma
presentado en la Figura 16 donde se puede observar cémo se tiene una estabilidad en la
corriente, se realizaron adiciones de glucosa 1 mM y se obtuvieron aumentos proporcionales

de corriente aproximadamente de 1.57 pA, por lo que se obtuvo la relacion que al adicionar
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1 mM de glucosa la corriente aumenta 1.57 pA, ademas, la corriente se mantiene estable

entre cada aumento y alcanza una corriente maxima de 23.23 pA.
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Figura 16 Amperometria a electrodo de GOx/MWCNT/ FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 360 mV con adiciones de
1 mM de glucosa. b) Concentracion de glucosa vs corriente obtenida por amperometria a electrodo de GOx/MWCNT/
FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4 a 700 UA con adiciones de 1 mM de glucosa.

Debido a la buena respuesta de este método de inmovilizacion a las adiciones de glucosa, se
decidié utilizarlo para el atrapamiento de la enzima, pues presenta un buen incremento de
corriente en las voltamperometrias ciclicas con presencia de los picos de oxidacion en 360
mV y reduccion en 100 mV, ademas de tener un aumento constante y proporcional en las
adiciones de glucosa realizadas en las amperometrias por agitacion como se muestra en la
Figura 16.

Como se puede observar en la Figura 17 a) se tienen las pruebas de amperometrias en
agitacion a diferentes concentraciones de MWCNT y GOX, la concentracion 1:1 (color gris)
tuvo muy poco aumento de corriente, la concentracion 10:1 ( color azul) presento grandes
cambios de corriente entre cada adicién, sin embargo, presenta una desestabilidad en la
corriente antes de llegar a la saturacion, por otro lado, la concentracion 2:1 tiene un menor
aumento de corriente pero presenta una gran estabilidad por lo que se puede decir que de las
3 concentraciones la concentracion 2:1 es la que mejor cumple con los criterios de estabilidad
y aumento de corriente, sin embargo se tienen problemas de repetibilidad pues cuando se
realiza el triplicado presenta un error .8 en promedio, ademas de que presenta una saturacion

aproximadamente a los 10 mM de glucosa.
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En la Figura 17 b) se muestra la comparaciones de la respuesta de los electrodos que tienen
biotinta de GOX, se realizaron pruebas con MWCNT vy sin ellos, como se puede observar al
tener MWCNT se tienen un aumento de corriente de 9 pA esto se debe a que los MWCNT
proporcionan una superficie sobre la cual se puede anclar la enzima, ademas de participar en
la conduccion electronica, sin embargo después de 4 mM de glucosa la corriente deja de ser
estable esto se puede deber a que no se tiene una buena interaccion entre la biotinta y el papel
toray donde esta soportada y con la agitacion la biotinta se empieza a desprender.

Por altimo, en la Figura 17 c) se tiene una comparacion de las corrientes obtenidas cuando
se usa como mediador el Ferroceno, se puede observar el conjunto de MWCNT-FcMeOH-
GA-GOx presenta un buen incremento de corriente con cada adicion en comparacion al resto
de los métodos, ademas se satura hasta tener 32 mM de Glucosa en el sistema y la corriente

del sistema es estable, es por esto que se decidio usar este método para realizar el biosensor.
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Figura 17 Amperometria a electrodos vs Ag/AgCl en PBS pH 7.4. a) comparacion de corrientes de electrodos
con GOx-MWCNT a diferentes proporciones. comparacion de corrientes de electrodos de biotinta de GOX. c)
comparacion de corrientes de electrodos de MWCT-FcMeOH-GOx

6.2 Caracterizacion del método de inmovilizacion de GOx con MWCNT, GA y FcMeOH

Una vez elegido el mejor método de inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa se
volvieron a realizar las pruebas electroquimicas pero esta vez en un PBS con pH 5.6, ya que
es el pH objetivo del trabajo por ser el promedio encontrado en el sudor, y la directriz del
trabajo esta enfocado en la cuantificacion de glucosa en las concentraciones encontradas en
el sudor humano entre 1.1-2 mM (Abellan Llobregat, 2017). En la Figura 18 se puede
observar el amperograma obtenido con la nueva variacién de pH, se tiene un total de corriente

de 29.13 pA, con un aumento promedio de 2.49 pA por cada adicion de 1 mM de glucosa.
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Figura 18 Amperometria a electrodo de GOX/MWCNT/ FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 360 pA con

adiciones de 1 mM de glucosa

Al comparar la respuesta obtenida con los diferentes pH (Tabla 1) en las primeras dos

adiciones de glucosa se tiene un mayor aumento de corriente a un pH 7.4, sin embargo, a

partir de una concentracion de 3 mM de glucosa el electrodo que presenta mayores

incrementos de corriente es el que tiene un pH de 5.6 (figura 19) con lo que se demuestra que
el método de inmovilizacion de GOxX/MWCNT/ FcMeOH /GA trabaja mejor a pH

ligeramente acidos, esto podria deberse a que la enzima GOXx presenta mayor actividad entre

los rangos de pH de 3- 6.5 y es por esto que al cambiar el rango de pH se obtiene una mejor

respuesta

Glucosa (mM) Corriente (LA)

en PBS pH 5.6

Corriente (UA)

en PBS pH 7.4

© 0o N oo 0o B W N, O

10

1.57
1.97
2.76
6.3
10.24
14.96
17.72
20.47
22.44
24.02
24.8

1.57
3.15
4.72
591
7.48
8.27
9.45
10.63
11.81
13.39
14.17

Tabla 1 comparativa de corrientes obtenidas con diferentes pH
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Los niveles de glucosa en sudor van de 5.6 uM hasta 2.2 mM (Harvey, LeBouf, & Stefaniak,
2010)(Abellan Llobregat, 2017), con una concentracion de 2 mM en un pH de 5.6 se tiene
una corriente de 2.76 pA 'y para un pH de 7.4 se tiene una corriente de 4.72 pA para la misma
concentracion de glucosa. Si bien a un pH ligeramente acido, se tienen corrientes menores

en pocas adiciones de glucosa aun asi la respuesta del sensor es muy buena.
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Figura 19 Comparativo de respuesta de electrodo de GOX/MWCNT/ FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6
(negro) y 7.4 (rojo)

Se realizaron los célculos cinéticos utilizando la ecuacion de Lineweaver-Burk para el
calculo de la constante de Michaelis-Menten (km), en las abscisas se encuentra la inversa de
la concentracion de sustrato y en las ordenadas se tiene la inversa de la intensidad de corriente

obtenida. A partir de la ordenada al origen se calcula el valor de Vmax Yy con la pendiente de
la recta se calcula km (Thangamuthu, Pan, & Chen, 2011).

11 N K 1
V  V_max V_(max)S$

Graficando la inversa de los valores de corriente obtenidos por cada adicion de glucosa se
obtiene la Grafica 1 de donde podemos obtener la ecuacion de la recta que en este caso es
y=.0047x + 0.0015, con el inverso del valor del término independiente se puede calcular la
velocidad maxima (Vmax) de la reaccion la cual se obtiene cuando la velocidad de reaccion
se hace dependiente de la concentracion de sustrato, en este caso Vmax tiene un valor de
666.666 LA cm™.
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La constante de Michaelis (km) indica la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de
reaccion es la mitad de la velocidad méxima y la afinidad que tiene la enzima por el sustrato,
mientras menor sea el valor de Km menor es la cantidad de sustrato necesaria para alcanzar
la mitad de la velocidad maxima, por lo que mayor sera la afinidad de la enzima hacia el
sustraro. El valor de Km obtenido es de 3.133 m M (Lépez, 1959).

Lineweaver - Burk y =0.0047x + 0.0015
R?=0.9421

0.008

0.006

0.004

-2.5 -2 -1.5 -1 ~0.5 0 0.5 1 1.5

Grdfica 1 Ecuacion de Linewever — Burk de sensor de glucosa

Dentro de los pardmetros analiticos que suelen estudiarse en los biosensores se tiene la
sensibilidad, intensidad de corriente méaxima, intervalo lineal, limite de deteccion y la
repetibilidad. La sensibilidad se calcula a parir de la pendiente del intervalo lineal el cual
corresponde en este trabajo a 0.0037. El calculo para el limite de deteccidn se basa en la
relacion sefial/ruido = 3 y es la concentracién minima de un analito que se puede detectar, en
este caso es de 0.2263. El limite de cuantificacion por su parte corresponde a una
concentracion minima de analito que puede medirse y tiene un valor de 0.7545. La intensidad
de corriente maxima se expresa en forma de densidad de corriente relacionandolo con la
superficie del electrodo, el sensor presenta una intensidad de corriente de 666.66 HA cm™
(Abellan Llobregat, 2017).

6.3 Optimizacién del método de inmovilizacion de GOx con MWCNT, GA y FcMeOH
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Para optimizar el desempefio de la reaccion de oxidacion de glucosa, se realizaron las pruebas
descritas anteriormente variando las concentraciones de enzima (10, 15y 20 mg ml?) | la
concentracion de FcMeOH (1.5y 2 mg mI) y la concentracion de MWCNT (5 y 10 mg/ml)
Después de realizar las pruebas electroquimicas con los datos obtenidos se obtuvieron los
valores de sensibilidad, rango lineal , limite de deteccion, limite de cuantificacion, velocidad

de reaccion y corriente maxima para cada una de las concentraciones.

El primer factor que se vario fue la enzima porque es el elemento de reconocimiento,
evaluado concentraciones de 10, 15 y 20 mg ml™. Los resultados de las amperometrias
escalonadas muestran una mejor respuesta para la concentracion de 15 mg ml teniendo un
aumento de 3.5 pA en promedio y alcanzando la saturacion hasta los 23 pA con un total de
22 mM de glucosa. Analizando los resultados obtenidos alcanza un rango lineal hasta 5 mM

de glucosa con una R? de 0.99 con una Vmax de 217.39 pA cm?2y un km de 8.26 mM.
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Grdfica 2 Izquierda comparacion de amperometrias escalonadas de electrodos modificando la cantidad de enzima GOx
(10, 15y 20 mg ml-1) vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6. Derecha grdfica de concentracion vs promedio de corriente.

Una vez seleccionada la concentracion ideal de la enzima, se realizaron variaciones en las
concentraciones del mediador 1.5y 2 mg ml™* de FcMeOH, obteniendo una mejor respuesta
con la concentracion de 2 mg/ml pues como se muestra en la grafica 3 en las pruebas
amperomeétricas escalonadas con esta concentracion se tiene un aumento mayor en la
corriente, con cada adicién de 1 mM de glucosa se tiene en promedio un aumento de corriente

de 2.3 pA. Los limites de deteccién y de cuantificacién son menores siendo de 0.253 pA 'y
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0.844 pA respectivamente, también presenta una buena velocidad de reaccion al ser de

370.37 uM y un km de 4.03 mM aumentando también con respecto a la anterior.
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Grdfica 3 Izquierda comparacion de amperometrias escalonadas de electrodos modificando la cantidad de FcMeOH (1.5
y 2 mg ml-1) vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6. Derecha grdfica de concentracion vs promedio de corriente.

Finalmente se probaron dos concentraciones de MWCNT siendo una de 15 mg ml? y la
segunda de 5 mg ml?, lacual es la que se eligid, si bien es la que presenta una menor corriente
maxima al ser de 98.039 pA/cm?, su limite de deteccion es de 1.40 pA y su limite de
cuantificacion es de 4.66 A, ademas de tener una velocidad de reaccion de 2.009 uM. La
concentracion de 15 mg/ml presenta una mayor corriente al ser de 111.111 pA/cm? sin
embargo sus limites de deteccidn y de cuantificacién son muy elevados de 11.42 y 38.08 pA

cm-? respectivamente.
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Grdfica 4 Izquierda comparacion de amperometrias escalonadas de electrodos modificando la cantidad de MWCNT (5 y
15 mg ml-1) vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6. Derecha grdfica de concentracion vs promedio de corriente.
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Una vez obtenidas las concentraciones ideales del sensor se realizaron las pruebas antes
mencionadas por triplicado a un pH de 5.6, con los datos obtenidos se realiz6 la curva de
calibracion (grafica 5) en donde se puede observar la ecuacion de la recta y = 44.89x +
140.65 y una R? de 0.99. También se calcul6 el resto de los parametros, el sensor tiene un
limite de deteccion de 0.22 pA, un limite de cuantificacion de .754 pA, una Km de 4.083 uM

y una corriente maxima de 833.33 pA/cm?,
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Grdfica 5 Grdfica de concentracion vs promedio de corriente

6.3 Pruebas de interferentes

Se realizo6 un analisis amperomeétrico para evaluar el efecto de diferentes sustancias presentes
en el sudor que pudieran ser oxidadas por el potencial aplicado y causar alguna interferencia.
El andlisis de interferentes se realizé con electrodos comerciales en PBS con un pH de 5.6 ,
se hicieron dos pruebas diferentes, una fue para interferentes en sangre y la segunda para
interferentes en sudor. Realizar este analisis es de suma importancia para los biosensores de
glucosa pues el sudor no sélo estd compuesto de glucosa, también tiene diferentes electrolitos

que pueden modificar la medicion del analito de interés (Valdés-Ramirez et al., 2014).

Dentro de las sustancias que pueden interferir se encuentran el acido Urico (UA), acido
ascorbico (AA) y la dopamina (DA), de acuerdo con la literatura revisada, las
concentraciones aproximadas de dichas sustancias en el sudor son 0.2 mM de UA, 0.05 mM
de DA y 0.01 mM de AA (Saleem et al., 2015). Por otro lado, las concentraciones
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aproximadas en la sangre son 0.3 mM de UA, 0.06 mM de AAy 12 nM de DA. Al realizar

el analisis se espera muy poca respuesta debido a la alta selectividad de la enzima.
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Figura 20 a) Amperometria a electrodo de MWCNT-FcMeOH (GOx) vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 360 mV. Adiciones de
Glucosa con concentraciones para sangre (5 mM), AU (0.3 mM), AA (0.06 mM), DA (12 nM) y Glucosa (5mM ) b) Grdfica de
porcentaje de interferentes

En los resultados obtenidos en la prueba de interferentes en sangre se puede observar que no
se muestra un aumento significativo en la corriente siendo este de 3.11% de AU, 6.98% de
AA 'y 10% de DA. EIl sensor tiene una alta selectividad debido a que la enzima (GOXx)
Unicamente oxida glucosa y ninguno de los interferentes tiene una estructura similar que

pudiera generar interferencia.
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Figura 21 Amperometria a electrodo de MWCNT-FcMeOH (GOx) vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 360 mV. Adiciones de Glucosa
con concentraciones para sangre (5 mM), AU (0.2 mM), AA (0.01 mM), DA (0.05 mM) y Glucosa (5mM). b) Grdfica de
porcentaje de interferentes.

Time (sec)

36



En cuanto a las pruebas de interferentes para sudor se obtuvieron los resultados presentados
en la Figura 21, en este estudio se puede observar que al adicionar Au y AA se tiene un
incremento en la corriente de 6.8% Y 6.7% respectivamente, cuando se adiciona DA se tiene
un aumento de corriente del 22% sin embargo es un aumento muy bajo comparado con el

incremento al adicionar glucosa.

6.5 Disefio y evaluacion del sensor tipo parche

Para evaluar el sensor en un parche se fabricaron los electrodos de trabajo y referencia. Para
el electrodo de trabajo se utiliz6 unicamente una tira de papel Toray con dimensiones 0.3 X
3 cm. Para el electrodo de referencia se manufacturo un electrodo de Ag/AgCl (Choi, Li,
Cutting, & Searson, 2017), para esto se depositd sobre un electrodo de papel Toray 5 pL de
una tinta de nanoparticulas de plata y se dejo secar por 24 horas, posteriormente se enjuago
con agua desionizada, se coloco una solucion de FeCls sobre la tinta y se dejo secar por 24
horas méas. Una vez transcurrido el tiempo se enjuagd nuevamente con agua desionizada para
eliminar el excedente y se colocaron 10 ul de agar cubierto por una capa de resina epdxica,
finalmente se deja secar y se compara el potencial con un electrodo de referencia para

verificar que la diferencia de voltaje sea minima.

Figura 22 Electrodo de referencia de Ag/AgCl para biosensor de glucosa tipo parche

Con este electrodo de referencia se realizaron dos disefios de parche distintos, el primero con
un puente salino haciendo un pequefio agujero el cual sirve como canal de comunicacion con
los otros dos electrodos los cuales se colocan en ambos extremos como se muestra en la
Figura 23 b). También se realizé un disefio de biosensor de glucosa sin puente salino
colocando el electrodo de trabajo y el contra electrodo a los costados del electrodo de
referencia Figura 23 a) tomando la precaucion de no colocarlos sobre la resina epoxica. A los
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tres electrodos en ambos disefios se les colocd una extension de papel aluminio para poder

conectarlos al potenciostato.

Figura 23 Biosensor de glucosa tipo parche. a) Biosensor con electrodo de referencia Ag/AgCl con cubierta de resina
epoxica. b) Biosensor con electrodo de referencia Ag/AgCl con disefio de puente salino

En ambos disefios se realizaron pruebas electroquimicas para ver el comportamiento del
biosensor al adicionar 1 mM de glucosa como se muestra en la Figura 24. Con las
amperometrias estaticas realizadas a ambos disefios podemos observar que el disefio a)
realizado sin puente salino presenta un minimo incremento en la corriente al adicionar
glucosa, sin embargo, con el disefio b) con puente salino, se puede apreciar como en las
primeras adiciones de glucosa la corriente no se estabiliza y no presenta un gran aumento, a
partir de 3 mM se puede observar una corriente mas estable con un ligero aumento sin
embargo no cumple con las caracteristicas necesarias para ser utilizado en un biosensor. En
ambas pruebas amperométricas tenemos poca estabilidad de la sefial de corriente y esto
podemos atribuirlo al uso del papel aluminio que introduce ruido a la sefial y representa una

considerable pérdida en la corriente.
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Figura 24 Amperometrias estdticas al biosensor de glucosa con adiciones de 1 mM de glucosa. a) Sin puente salino, b) con
puente salino.

Se realizé un nuevo disefio de parche Figura 25, el electrodo de referencia se us6 Gnicamente
con nanoparticulas de platay FeCls, el electrodo de trabajo y el contraelectrodo se colocaron
en los extremos del electrodo de referencia, se opt6 por no usar la extension de papel aluminio
y conectar el parche directamente al potenciostato para evitar introducir ruido a la sefial. El

biosensor se evalu6 en una media celda con PBS de pH 5.6 y adiciones de glucosa 1 mM.

Figura 25 Disefio de parche para biosensor de glucosa

Se realizaron amperometrias estaticas con adiciones de 1 mM de glucosa, en el amperograma
Figura 26 se puede observar como la corriente es mucho mas estable en comparacion con el
parche anterior, también presenta un mayor aumento de corriente entre cada una de las
adiciones siendo este en promedio de 0.8 pA lo que es congruente con el aumento que se

tiene cuando se usan electrodos comerciales
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Figura 26 Amperometria estdtica a electrodo de GOx/MWCNT/ FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 360 uA con
adiciones de 1 mM de glucosa.

A pesar de que la respuesta del disefio anterior es buena, se opto por buscar un soporte para
los electrodos que pudiera ayudar a sujetar el biosensor en la piel para esto se utiliz6 como
base un parche de Tegaderm sobre el cual se colocd el sistema de tres electrodos como se ve
en la Figura 27. Para realizar las pruebas electroquimicas en este disefio se conectaron cada
uno de los electrodos al potenciostato y sobre la superficie izquierda de los electrodos (que
es donde esté colocado el depdsito de la enzima) se colocaron 20 puL de PBS pH 5.6 con
diferentes concentraciones de glucosa en un rango de 0 a 5 mM, para cada una de las

concentraciones se realizaron voltamperometrias ciclicas y cronoamperometrias.

Figura 27 Disefio de parche para un biosensor de glucosa usando como base Tegaderm

En la figura 28 se presenta el cronoamperograma obtenido por este parche, como se puede
observar presenta una buena estabilidad en la corriente, ademas de incrementos aproximados

de 0.5 pA por cada adicién de glucosa. EI comportamiento de este parche es similar al
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anterior pues en ambos las corrientes se encuentran en un rango entre 0.5 gA — 2.8 YA, lo
que indica que parche dérmico no causa interferencia en la reaccion electroquimica ni en la
corriente obtenida. Se decidio utilizar este parche pues el que se adapta mejor a los objetivos
de este proyecto.
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Figura 28 Amperometria estdtica a electrodo de GOx/MWCNT/ FcMeOH /GA vs Ag/AgCl en PBS pH 5.6 a 360 uA con
adiciones de 1 mM de glucosa.

6.6 Pruebas con el dispositivo electronico tipo parche

Se analiz6 el sudor de tres personas distintas y se compararon los resultados obtenidos, como
se observa en las graficas, lo que se queria lograr con dicha comparacion era saber cual de
los sudores tiene mayor concentracién de glucosa en la figura 29 se observa que el sudor con
mayor corriente y por ende mayor concentracion de glucosa es el de Arturo (sujeto de

prueba), sin embargo, en la grafica 30 el sudor que tiene mayor corriente es el de Richie. En
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ambas pruebas se utilizaron los mismos sudores por lo que se esperaba que diera los mismos

resultados.
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Figura 29 Cronoamperometria y voltamperometria ciclica de sudor con biosensor en parche prueba 1
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Figura 30 Cronoamperometria y voltamperometria ciclica de sudor con biosensor en parche prueba 2

Para conocer el valor exacto de glucosa que se tiene optamos primero por elegir un solo
sudor, que en este caso fue el Jerry, preparamos diferentes alicuotas en concentraciones de
0.5 mM en 0.5 mM en un rango de 0 mM a 5 mM, probamos cada una de ellas en el parche
y los valores de corriente no eran congruentes, incluso observamos que el sudor se veia de
distinto color y un poco mas denso que el primer sudor obtenido, esto puede deberse a la
dieta de Jerry e incluso al shampoo, cremas y gel que usa comunmente. Para tener mediciones
mas confiables se decidid hacer alicuotas de la misma manera, pero en lugar de usar sudor
usamos PBS pH 5.6 de esta manera logramos obtener cronoamperometrias con aumentos de
corriente congruentes con la cantidad de glucosa que se estaba adicionando y se obtuvo la

curva de calibracion para el sensor.
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Figura 31 Amperometria estdtica en parche con PBS pH 5.6 a 360 uA con adiciones de 0.5 mM de glucosa.

Se conecto el parche al circuito electronico, se colocaron 40 pL de diferentes concentraciones
de glucosa en PBS pH 5.6 y se ejecutaron las pruebas desde la aplicacion BT del teléfono. El
programa primero activa la celda para empezar a medir el circuito abierto, es decir el voltaje
existente en la media celda, para esto se programo que tomara 10 muestras, en cada una se
almaceno el valor de voltaje y finalmente se calcul6 un promedio para obtener el valor de
circuito abierto, dicho valor se almacen6 en una variable, posteriormente se realiza una
voltamperometria ciclica para esto se programa un rango en el que se desea trabajar, en este
caso se busca tener una ventana de potencial entre -100 a 400 mV, el programa ejecuta un
barrido de potencial a partir del circuito abierto hasta llegar a 400 mV, durante el barrido
compara el voltaje obtenido en cada escalon y almacena el valor mas grande, de esta manera
se obtiene el pico de potencial donde ocurre la oxidacién y este valor se almacena en una

variable.

Lo siguiente es realizar una cronoamperometria, para esto el programa toma el voltaje del
pico de oxidacion obtenido durante la voltamperometria ciclica y aplica este voltaje durante
5 min. Durante este tiempo el programa almacena el valor de corriente que tiene la media
celda, finalmente este valor de corriente se sustituye en la ecuacion obtenida de la curva de
calibracion para calcular el valor de glucosa en unidades milimolares que se tiene en la
muestra. Finalmente, este valor de glucosa se envia por medio del mddulo de BT a la
aplicacion previamente desarrollada en app inventor y se imprime en la pantalla del teléfono
inteligente en unidades de mg/dl las cuales son las medidas clinicamente utilizadas para la

cuantificacién de glucosa.
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Figura 32 Interfaz para aplicacion en teléfono inteligente
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Conclusiones

A lo largo de este proyecto se probaron 8 diferentes métodos de atrapamiento de la enzima
glucosa oxidasa, se demostré que si bien todos los métodos lograron hacer el cross-linking y
detectar glucosa el método que incluye GOX/MWCNT/GA/FcMeOH es el que cumple con
las caracteristicas necesarias para el fin que tiene este trabajo. Dicho método se optimizé para
obtener aumentos de corriente aun mayores lo que se busca para poder adaptarse a la

electronica.

Para poder realizar el biosensor dérmico no invasivo y flexible se disefio un parche el cual
contiene la media celda, es decir se coloco el electrodo de trabajo con el método de
atrapamiento optimizado, se fabricaron electrodos de Ag/AgCl y Fe>Os los cuales se
colocaron como electrodos de referencia y se uso papel toray como contraelectrodo. Se
desarrollo un circuito electronico y se programé para que funcionara como un potenciostato
para que pudiera realizar las pruebas electroquimicas ademéas de comunicarse con BT a la
aplicacion que también se desarrollo para poder ejecutar las mediciones que el parche

necesitara.

Finalmente se construyo todo el biosensor y se hicieron pruebas en sudor las cuales nos
indican que el biosensor esta funcionando de una manera correcta sin embargo adn existen
interferentes que afectan en las mediciones, se hicieron pruebas con PBS pH 56 y

concentraciones conocidas de glucosa las cuales funcionaron de manera exitosa.

Este proyecto cumplié con los alcances esperados pues se tiene un biosensor inalambrico y
flexible capaz de cuantificar glucosa, ademas de ser innovador al contar con su propia

aplicacion para ejecutar las pruebas, mostrar y almacenar datos.

Perspectivas del proyecto

Como ya se ha comentado los biosensores tienen grandes expectativas y alcances para su
comercializacion como parte de aplicaciones médicas en un mediano plazo. El paso siguiente
en este proyecto es realizar la miniaturizacién del sistema electrénico para que pueda ser
Ilevado facilmente por el paciente, para esto se propone buscar componentes eléctricos con

dimensiones mas pequefias pero que sigan teniendo las mismas caracteristicas. Es importante
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también proponer un disefio final donde este integrado el circuito electronico y le parche el

cual pueda estar soportado cerca de la piel para poder captar el sudor.

Puede proponerse también probar otros métodos de atrapamiento de la enzima glucosa
oxidasa buscando aumentar ain més las corrientes obtenidas, ademas de agregar una
membrana sobre los electrodos para que estos no estén en contacto directo con la piel y con
su tamario de poro puedan filtrar algunos de los componentes que interfieren con las pruebas

como cremas, suciedad, células muertas, etc.

Finalmente, para darle un uso médico sera necesario calibrar el biosensor por lo que se
necesitara estudiar una poblacion de pacientes con glucosa y monitorear su nivel de glucosa
en sangre y en el sudor para obtener resultados confiables. Con los datos obtenidos de este

estudio se podra hacer un analisis y calibrar el biosensor.

Como perspectiva final se propone el desarrollo de un biosensor portatil de glucosa para uso

médico
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