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Resumen

El acido arico esta relacionado de forma directa e indirectamente con diversas
enfermedades, principalmente con la hiperuricemia. En la actualidad, existen
métodos de cuantificacion para la deteccién de &cido Urico, sin embargo, estos
meétodos enfrentan complicaciones como la cantidad de muestra que se necesita y
el tiempo para la obtencion de los resultados. En el presente trabajo se desarrollo y
se realiz6 la optimizacion de un biosensor enzimatico para la deteccion de &cido
arico. El biosensor se compone de 3 electrodos, el electrodo de trabajo de papel
Toray, electrodo de referencia comercial de Ag/AgCly contraelectrodo de grafito. La
enzima urato oxidasa se inmovilizé a través del método cross-linking, usando como
agente de atrapamiento glutaraldehido al 5% y diferentes tipos de materiales de
carbon nanoestructurados, los cuales permitieron potenciar la deteccion de &cido
arico. Los materiales nanoestructurados fueron nanotubos de carb6n de pared
multiple carboxilados, nanotubos de carbon de pared multiple sin funcionalizar y
nanofibras de carbon, seleccionando las nanofibras debido a los resultados
obtenidos de las pruebas electroquimicas, voltamperometrias ciclicas vy
cronoamperometrias. En segundo lugar, se optimizaron las concentraciones de
enzima y de nanofibras de carbén, obteniendo una concentracion ideal de enzima
de 10 mg mL'y de CNF 5 mg mL™. El limite de deteccion fue de 0.92 uM, limite de
cuantificacion de 3.49 pM, la constante de Michaelis Menten de 12.64 uM y un rango
lineal de 0-1600 uM. Posteriormente, se realizé la evaluacion del electrodo de
trabajo con diferentes valores de pH, simulando los valores encontrados en fluidos
biolégicos como sangre, sudor y orina. Esto con la finalidad de observar el
comportamiento del biosensor. Las soluciones fueron: buffer Tris-HCI pH 8.8, buffer
de fosfato 7.4, buffer de fosfato 5.7 y buffer de acetato 4.5. Los resultados obtenidos
fueron similares, sin embargo, se presentd un menor rango lineal en medios acidos.
Las pruebas de interferentes se realizaron en buffer de fosfato 7.4, esto debido a
que las evaluaciones finales se planearon realizar en suero. Los interferentes

utilizados fueron: glucosa, acido ascorbico, urea y acido lactico, ninguno presento
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un porcentaje de interferencia mayor al 10 %. Finalmente, el biosensor fue probado
con muestras reales. Se extrajo el suero de sangre de dos voluntarios y se llevo a
cabo el analisis de las muestras. La evaluacién del voluntario 1 mostré6 una
concentracion de acido Urico en suero de 236 uM, mientras el voluntario 2 mostré

una concentracién de acido urico en suero de 456.69 uM.

Abstract

Uric acid is directly and indirectly related to several diseases, mainly hyperuricemia.
Nowadays there are many methods for the detection of uric acid, however, these
methods confront complications such as the amount of sample needed and the time
to get results. In this work, the optimization of an enzymatic biosensor for the
detection of uric acid was developed and accomplished. The biosensor is composed
of 3 electrodes, the Toray paper working electrode, Ag/AgCl commercial reference
electrode and graphite counter electrode. First the enzyme urate oxidase was
immobilized through the cross-linking method, using 5% glutaraldehyde as a
trapping agent and different types of nanostructured carbon materials, which allowed
enhancing the detection of uric acid. The diferent types of nanostructured materiales
such as carboxylated multi-walled carbon nanotubes, unfunctionalized multi-walled
carbon nanotubes and carbon nanofibers, selecting the nanofibers due to the results
obtained from electrochemical tests, cyclic voltammetry and chronoamperometry.
Secondly, the enzyme and carbon nanofiber concentrations were optimized,
obtaining an ideal enzyme concentration of 10 mg mL-1 and CNF 5 mg mL-1. The
detection limit was 0.92 uM, quantification limit was 3.49 pM, the Michaelis Menten
constant was 12.64 yM, and a linear range was 0-1600 yM.a, Moreover the
evaluation of the working electrode was achieved with different pH values, simulating
the values found in biological fluids such as blood, sweat and urine. This in order to
observe the behavior of the biosensor. The solutions were: Tris-HCI buffer pH 8.8,

phosphate buffer pH 7.4, phosphate buffer pH 5.7 and acetate buffer pH 4.5. The
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results obtained were similar, however, a lower linear range was presented in acid
media. The interference tests were put through in phosphate buffer 7.4, this because
the final evaluations were planned to be carried out in blood serum. The interferents
used were: glucose, ascorbic acid, urea and lactic acid, any solution presented an
interference percentage greater than 10 %. Finally, the biosensor was tested with
real samples. Serum was extracted from two volunteers and the analysis of the
samples was carried out. The evaluation of volunteer 1 showed a serum uric acid
concentration of 236 uM, while volunteer 2 showed a serum uric acid concentration
of 456.69 pM.
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1 Antecedentes.

1.1 Acido Urico

El &cido Urico es un componente organico heterociclico (férmula cientifica
CsH4aN4O3) con un pKa de 5.75 y un peso molecular de 168 Da (Figura 1), este es
producido endégenamente por humanos y animales como un metabolito de purina.
Se encuentra principalmente como urato monosoédico, a un pH fisiologico (7.4), es
producido por el higado y principalmente excretado por los riflones e intestinos

[1]2].

O
N
NH
O:< | /&
N
N O
H H

Figura 1: Estructura del acido urico.

Los niveles adecuados de acido urico dentro de la sangre humana son de 1.5a 6.0
mg/dL en mujeres y de 2.5 a 7.0 mg/dL en hombres. Al encontrarse principalmente
como urato, éste presenta una baja solubilidad en el agua de igual forma que en la
sangre, alcanzando altas concentraciones. El promedio de concentracion de acido
arico en la sangre es de 6.8 mg/dL, siendo éste el limite de solubilidad. Los humanos
no somos capaces de oxidar el acido urico a un componente mas soluble, alantoina,

debido a la falta de la enzima urato oxidasa [3].

Se ha demostrado que el acido urico tiene efectos benéficos dentro del humano;
uno de ellos es la gran capacidad antioxidativa que tiene en la sangre reduciendo el
dafio generado por radicales libres. También tiene efectos positivos en la respuesta
inmune e inflamacién. Sin embargo, son mas los efectos negativos que se tienen

registrados cuando existe una alta concentracion de acido urico en la sangre. El
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exceso de esta sustancia esta relacionado con diversas enfermedades metabdlicas

y enfermedades cardiovasculares [4].

1.1.1 Enfermedades relacionadas.

El exceso de &cido Urico en sangre es conocido como hiperuricemia, que esta
relacionada principalmente con la hipertension y la enfermedad renal diabética. La
hiperuricemia es conocida como un contaminante del sindrome metabdlico, la cual
desencadena enfermedades como obesidad abdominal, intolerancia a la glucosa,

resistencia a la insulina, dislipidemia e hipertension [5].

Generalmente, la hiperuricemia en adultos es considerada a una concentracion en
sangre mayor a 7.0 mg/dL en hombres y 6.0 mg/dL en mujeres [3]. Se tienen
contemplados muchos factores para explicar el aumento del acido Urico, dichos
factores estan relacionados a la dieta y estilo de vida de cada individuo, la edad,

entre otros factores [1].

1.1.1.1 Gota

La gota es causada por de cristales de urato monosadico en articulaciones después
de tener hiperuricemia cronica. Suele presentarse de forma brusca, los sintomas y
signos inflamatorios aparecen entre las 12 o 24 horas. Este mal afecta entre el 1-2

% de los adultos en paises desarrollados [2][6][7].

1.1.1.2 Calculo renal

Los calculos renales son formados por sales de calcio depositadas en una matriz
organica de oxalato o de urato. Los célculos renales pueden afectar cualquier parte
de las vias urinarias, desde los rifiones hasta la vejiga. El acido Urico juega un

importante rol en la formacion de célculos renales, causando el fallo renal progresivo

[2][8].
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1.1.1.3 Sindrome metabdlico

El &cido Urico esta relacionado con este sindrome y sus componentes, como lo es
la obesidad, la resistencia a la insulina y otros factores para dafios cardiovasculares.
Aunque la hiperuricemia no es el causante directo del sindrome metabdlico, el

riesgo de desarrollar este tipo de enfermedades aumenta considerablemente [2][9].

1.1.1.4 Enfermedades cardiovasculares

La relacion que se tiene entre los niveles altos de &cido Urico en la sangre y las
enfermedades cardiovasculares es muy estrecha. Aunque la hiperuricemia no sea
la causante principal de dichas enfermedades, es un hecho que el riesgo aumenta
al presentar hiperuricemia [1]. El acido Urico provoca disfuncién endotelial al

aumentar el estrés oxidativo, lo que afecta a la cardiopatia coronaria [10].

1.1.2 Métodos de cuantificacion

Como se ha mencionado anteriormente, es importante conocer la concentracion de
acido arico en nuestro organismo por ser un indicador de salud, debido a que estos
niveles pueden desencadenar diferentes tipos de enfermedades. Existen diversas
estrategias y métodos para la deteccion de acido Urico, una de las clasificaciones
puede ser por el tipo de tecnologia. Para su deteccidn se puede incluir técnicas
espectrofotométricas, como ultra-violeta (UV) o fluorescencia, técnicas

electroquimicas, cromatografias, electroforesis capilar, principalmente [11].

1.1.2.1 Deteccion espectral (UV y fluorescencia)

Estos son métodos colorimétricos basados en la deteccion de acido urico mediante
la enzima urato oxidasa. Este seguimiento puede realizarse a través del acido arico
o por el perdxido generado durante la reaccion enzima-sustrato. Ambos métodos
son estables y reproducibles, la probleméatica es mantener a la enzima estable
durante las reacciones generadas, causando procesos de inactivacion de esta

misma [11].
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1.1.2.2 Deteccion cromatografica

HPLC (highperformance liquid chromatography) tiene una alta eficiencia, buena
selectividad y alta sensibilidad de deteccion. En esta técnica se puede medir el &cido
arico en muestras de saliva o0 muestras nasales. Detectores de HPLC para acido
arico incluyen un conjunto de diferentes técnicas, como absorcion UV, técnicas

electroquimicas y espectroscopia de masas[11].

mAU— § MPA
n %
I\ 3
| Acido urico A
30- | 1 ) [\
[ I A\
|| i
25 [ ] |
i ‘
|
20- [ |‘ “‘
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{115 8 |
| o |
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[ | . \
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5 | 2 4 \
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T T T T T T
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Figura 2 HPLC de diferentes muestras que incluye el &cido Urico.

El método mayormente utilizado para la deteccion de acido Urico es el agente
colorimétrico tetrametilbenzidina (TMB). El acido Urico es oxidado por la enzima
uricasa en una solucion acuosa donde se produce peréxido, esto cataliza la
oxidacion de TMB para generar TMBox. Este Ultimo compuesto producido tiene un

color azul caracteristico, el cual es facil de detectar a simple vista o con un detector
uVv.

1.1.2.3 Deteccion electroquimica
Las técnicas electroquimicas han sido aplicadas para la determinacion de diferentes
tipos de analitos en una gran variedad de matrices. Este tipo de métodos son

relativamente rapidos frente a otro tipo de estrategias. El acido urico puede ser
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facilmente oxidado mediante electrodos en solucién acuosa, dando como resultado

alantoina, un componente que facilita su deteccion.

La oxidacion electroquimica del &acido urico ha sido estudiada bajo varias
condiciones a diferentes valores de pH. Cuando se tiene un sensor no enzimatico,
se busca que la oxidacién del acido Urico se inicie con 2 electrones y 2 hidrogenos,
resultando una diimina inestable, obteniendo como producto final la alantoina. La
clave de esta reaccion esté en la absorcion del urato en el electrodo. Para una mayor
facilidad de reconocimiento del urato en el electrodo, se realizan modificaciones en

los electrodos con nanomateriales, polimeros conductores, entre otros [11].

1.1.2.4 Deteccion enzimatica basada en Uricasa.

Los métodos enzimaticos basados en la enzima uricasa, o urato oxidasa (UOXx), son
de los mas comunes. Existen dos formas de medir la concentracion de &cido Urico,
el primer método consiste en cuantificar el acido por absorbancia a 293 nm, mientras
que el segundo método, mejor conocido como método indirecto, cuantifica el

peréxido de hidrogeno producido por la enzima [12].

1.1.2.4.1 Método directo de Uricasa
El &cido rico tiene una fuerte y distintiva absorbancia a 293 nm, gracias a esto es
sencillo de medir en una muestra de suero. Una de las problematicas que tiene este

método es la interferencia de otras sustancias que se encuentran en el suero [12].

uricase
Uricacid + O, + H,O ——— allantoin + H,0, + CO,

Figura 3: Reaccién enzimatica Uricasa-acido drico.

1.1.2.4.2 Método indirecto de uricasa
En este método se cuantifica el peréxido de hidrégeno generado después de haber
reaccionado la enzima uricasa con el acido uarico. El peroxido puede tener

seguimiento mediante dos procedimientos: por métodos espectrofotométricos y por
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Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Ingenieria en Nanotecnologia

métodos electroquimicos. Sin embargo, se han desarrollado mejores sistemas de
deteccidn, donde la enzima es inmovilizada para una mejor reaccion entre ésta y la
sustancia a detectar. Estos sistemas son conocidos como biosensores enzimaticos
[12].

1.2 Biosensores

Un biosensor es definido como un dispositivo analitico que combina un componente
biolégico con un dispositivo fisicoquimico para la deteccibn de un analito de
importancia biolégica. Basicamente, consiste en un dispositivo que reconoce una
sustancia bioldgica, la cual interactia con una molécula y a través de un transductor,

es posible obtener una sefal eléctrica, como se muestra en la Figura 4 [13] [14].

e i BQ
An-alyte /.;'DE - h\b'
-DE P iy
-EDE‘E '
ou Py "W
W D' -D“-b*'

Electrochemical Signal

Dl

' v

Amperometric Conductometric

Transducer

u v

Impedimetric Voltametric

Figura 4: Representacion esquematica de u biosensor.[15]

La alta especificidad de los biosensores depende directamente del receptor
utilizado. Dos de los principales problemas que se desarrollan en estos dispositivos
son la incorporacién inmovilizacion de la biomolécula, la cual cumple la funcién de

receptor, y la cuantificacion de la interaccion entre el analito y el receptor [15] .

Diferentes tipos de elementos de reconocimiento son utilizados en los biosensores
para obtener una buena especificidad y sensibilidad de la sustancia a detectar,
como se muestra en la Figura 5. Partiendo del hecho que el acido urico es detectado
mediante métodos enzimaticos, resulta de gran interés los biosensores enzimaticos

debido a la selectividad y sensibilidad de éstos.
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Biosensor Analyte (OP) Biomolecule Mechanism
.& Microbial cells express OPH
Microbial . > A " enzyme that hydrolyze OP
‘ ‘ bonds
DNA Oxidation of guanine base
Immuno Antigen-antibody interactions
Enzyme inhibition no
E atic :
pay hydrolysis of substrate
Apta Change in the confirmation

Figura 5: Principales biosensores basados en diferentes biomoléculas [16].

1.2.1 Biosensores enzimaticos

En un biosensor enzimético, la enzima es utilizada como el elemento de
reconocimiento y su inmovilizacion se realiza mediante una matriz en la superficie
del transductor. Las ventajas de usar enzimas es la alta especificidad debida a la
interaccidn enzima-sustrato[17]. Estas ventajas estan determinadas de forma
directa por el método de inmovilizacidén a seguir, a causa de que puede ser benéfico

o contraproducente para la enzima, y en general, para la reaccion [18].

Dicho método es capaz de modificar la respuesta enzimatica, la sensibilidad, entre
otros factores, afectando la respuesta del biosensor. La enzima es inmovilizada
desde diferentes técnicas, como una adsorcion fisica, union covalente,

encapsulacién o la técnica cross-linking [15] .

Bryan Modesto Landeros Alamilla 14



Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Ingenieria en Nanotecnologia

1.2.1.1 Métodos de inmovilizacion

Una parte importante que se considera dentro de los biosensores es la transferencia
de electrones entre el sitio activo de la enzima y el electrodo. Esta transferencia es
clasificada en 3 tipos de generaciones como se muestra en la siguiente

ilustracion.[18]

substrate product

substrate product

. L. 3er generacion
ler generacion 2da generacion 8

Figura 6: Representacion esquematica de la transferencia de electrones en

biosensores.[19]

e En la primera generacion, la reaccion es totalmente dependiente de la
presencia de oxigeno [20].

e En la segunda generacion, se usan mediadores como intermediarios para
producir la transferencia de electrones entre el sitio activo y el electrodo.

e En la tercera generacion, la transferencia de electrones es directa entre el

sitio activo y el electrodo [21].

1.2.1.1.1 Adsorcion fisica
Es una técnica simple y en este proceso, la enzima no se ve afectada debido a que
no hay reacciones quimicas. Biosensores construidos con esta estrategia tienen

mejores parametros operacionales y alta estabilidad [21].

1.2.1.1.2 Adsorcion covalente
Esta técnica es realizada por una reaccion quimica, también considera la técnica

mas efectiva para conseguir una estabilidad. La modificacién de la superficie del
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electrodo con péptidos, permite controlar la orientacion de la enzima, de esta

manera se consigue una alta sensibilidad y selectividad [22].

1.2.1.1.3 Inmovilizacion por atrapamiento
El uso de polimeros en esta técnica es muy comun, aparte de ser sencilla de
controlar el disefio desde la enzima, el mediador y los aditivos que pueden ser

depositados en el biosensor [21].

1.2.2 Biosensor enzimatico Uricasa

Con la enzima urato oxidasa como la especie de reconocimiento, el biosensor
responde selectivamente al acido Urico. La enzima cataliza la oxidacion de acido

arico y da como producto alantoina [23] [24].

Al oxidarse el &cido urico, se forma perdxido de hidrégeno en el electrodo de trabajo.
Sin embargo, la oxidacion del H202 toma lugar en potenciales mayores a 0.4 v,
provocando interferencias de otros metabolitos como el &cido ascorbico y varios
aminoacidos con el mismo potencial de oxidacion. Esta interferencia generada por
otros compuestos puede ser reducida con el uso de mediadores electroquimicos
[25] .

La formacién del H202 es detectada por el método de corriente amperométrica

durante la oxidacion en el electrodo:
H>O>, — Oy, + 2HT + 2e”

Figura 7: Oxidacion del peroxido de hidrogeno.[26]

1.2.2.1 Caracteristicas de la enzima Uricasa

Uricasa o urato oxidasa (EC 1.7.3.3) es una enzima que cataliza la oxidacion del
acido urico a 5-hidroxiisorato y peréxido de hidrogeno. Posteriormente una hidrolisis
y una descarboxilacion permite o da lugar a la formacién de la alantoina [27]. La

enzima es producida por organismos que incluyen bacterias, hongos, plantas y
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animales excepto los hominidos. Entre estas fuentes, los microbios se utilizan
preferentemente para la produccion de enzimas debido a su simplicidad en la

produccion, purificacion y optimizacion de procesos [28].

o) 0]
HO
Uricase H
N
HN
0]
@ =

0 N N

0, & H,0 H,0, H
Uric Acid 5-hydroxyisourate

O N
o]
N
H,N H H

Allantoin

Figura 8: Proceso de la degradacion de acido Urico a alantoina mediante la Uricasa. [27].

La enzima Uricasa, de Candida sp, consiste en dos tetrameros compuesto de cuatro
subunidades idénticas. Cada subunidad de la Uricasa contiene 287 residuos de
aminoacidos y consiste en 4 a-hélices. Un tunel cilindrico con un diametro de 30 A
y con una longitud de 80 A puede ser encontrado en el centro de la enzima [29][30].

La mayoria de las enzimas que utilizan oxigeno molecular como sustrato
usualmente requieren de algun cofactor o mediador electroquimico con O2. Se tiene
contemplado que en algunos estudios que la actividad enzimatica no contiene

metales de transicién y cofactores organicos o aminoacidos modificados [21][22].

Bryan Modesto Landeros Alamilla 17



Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Ingenieria en Nanotecnologia

Figura 9: Modelo molecular del tetramero Uricasa basado en su estructura cristalina. Cada

subunidad es mostrada en un color diferente [27].

2 Planteamiento del Problema.

El acido drico esta relacionado de forma directa e indirectamente con diversas
enfermedades, principalmente con la hiperuricemia. En la actualidad, existen
métodos de cuantificacion para la deteccion de acido urico, sin embargo, estos
métodos enfrentan complicaciones como la cantidad de muestra que se necesita y

el tiempo para la obtencién de los resultados.

Con lo anterior, se propone realizar diferentes métodos de inmovilizacion de la
enzima en diferentes condiciones de reaccion, para encontrar una optimizacion del
biosensor. De esta forma se planea obtener una respuesta eficiente y con mayor
rapidez de los niveles de acido Urico, asi como un menor limite de deteccién y
cuantificacion, mayor sensibilidad, alta selectividad y reproducibilidad. Todos estos
resultados seran comparables o superiores con lo que se encuentra reportado en la
literatura.
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3 Justificacion.

El propésito de este proyecto es disefiar un biosensor enzimético que sea capaz de
cuantificar concentraciones de acido urico en fluidos biolégicos, como la sangre,
suero e incluso sudor de manera instantanea y de forma inalambrica, para obtener
informacion importante y poder prevenir enfermedades producidas por los niveles

altos de acido Urico.

Para cumplir nuestro objetivo, se propone realizar un biosensor con la inmovilizacion
de la enzima urato oxidasa, de esta manera se determinaran concentraciones de
acido urico en diferentes muestras para realizar una deteccion inmediata y confiable,
evitando el desarrollo o complicaciones de enfermedades provocadas por la

hiperuricemia.

4 Objetivos.

Desarrollar un biosensor amperométrico empleando la enzima UOx inmovilizada
con materiales de carbdn nanoestructurados, con el fin de cuantificar el acido urico

en los rangos encontrados en fluidos biol6gicos, como sangre, sudor y saliva.

4.1 Objetivos especificos.

1. Inmovilizar la enzima urato oxidasa utilizando materiales de carbén
nanoestructurados mediante el método cross-linking y caracterizarlos
electroquimicamente con cronoamperometrias y voltamperometrias ciclicas,

2. optimizar las condiciones de reaccion de los electrodos de trabajo como el
pH, concentracién de enzima y concentracion de nanoparticulas de carbén
para la cuantificacion de &cido urico,

3. evaluar la selectividad del biosensor mediante sustancias interferentes y

evaluar la reproducibilidad a través de la desviacion estandar.
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4. Realizar deteccidbn en muestras reales como sangre y sudor mediante
cronoamperometrias, la cuales nos permitan conocer la concentracion de

acido Urico a través de curvas de calibracion.

5 Hipétesis.

La optimizacion de la inmovilizacion de la enzima urato oxidasa variando las
relaciones estequiométricas de la enzima, de los materiales de carboén
nanoestructurados, asi como el pH y método de evaluacion, permitird una mayor
respuesta catalitica y estabilidad del biosensor amperométrico para la cuantificacion

del &cido Urico.

6 Metodologia.

6.1 Reactivos y soluciones

Enzima urato oxidasa (UOx) de Candida sp., acido urico (AU), glutaraldehido,
etanol, acido ascorbico (AA), acido lactico (AL), glucosa,
tris(hidroximetil)aminometano (Tris), acido clorhidrico (HCI), nanotubos de pared
multiple (MWCNT), nanotubos de pared multiple carboxilados (MWCNT-COOH) y
nanofibras de carbon (CNF) se obtuvieron de Sigma. Fosfato de sodio monobasico,

fosfato de potasio, acetato de sodio y acido acético se obtuvieron de J. T. Baker.

Se prepararon soluciones buffer a diferentes valores de pH. Solucion buffer Tris-HCI
0.1 M (pH 8.8) se preparo disolviendo 6.05 g de Tris en 500 mL de agua destilada.
Solucién buffer de fosfato (PBS) 0.1 M (pH 7.4) se prepar6 disolviendo 1.14 g de
fosfato de potasio y 10.87 g de fosfato de sodio monobasico en 500 mL de agua

destilada. PBS 0.1 M (pH 5.7) se prepar6 disolviendo 5.6 g de fosfato de potasio y
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0.873 g de fosfato de sodio monobasico en 500 mL de agua destilada. Solucién
buffer de acetato (pH 4.5) se preparo disolviendo 2.5 g de acetato de sodio en 500
mL de agua destilada, agregando 1.8 mL de acido acético. Una solucion 10 mM de
acido urico se preparo disolviendo 0.17 g en 100 mL de buffer Tris-HCI para realizar
evaluaciones de los electrodos de trabajo.

6.2 Preparacién electrodos de trabajo

Para la preparacion de los electrodos, se sigui6 la técnica de inmovilizacion cross-
linking con 3 tipos de nanoparticulas [31][32][33][34]. Para estos electrodos, la base
fue papel de carbodn toray, el cual se corté con las dimensiones 0.3 cm x 3 cm.
Primero fue con MWCNT-COOH, 1 mg UOx se disolvio en 70 puL de Tris-HCI,
después se agrego 30 uL de glutaraldehido al 5%. Posteriormente, se afiadié 100
pL de etanol a la solucion y se trasvaso al tubo de MWCNT-COOH. Se sonico
durante 15 minutos y cada 2 minutos se agito en el vortex. Finalmente, se coloc6 15
UL en un area de 9 mm?del carbén toray y se dejaron secar a temperatura ambiente
por 24 hr. Los otros dos nanomateriales fueron MWCNT y CNF, siguiendo el mismo

procedimiento para la inmovilizacién.

6.3 Optimizacion electrodos

Todos los experimentos se realizaron tres veces. Los electrodos fueron evaluados
con acido urico en solucién buffer previamente preparados con diferentes valores

de pH. Se evaluaron diferentes relaciones entre enzima y los nanomateriales.

6.3.1 Materiales de carbon nanoestructurados

Para realizar las evaluaciones de cada nanoparticula, se realizaron
voltamperometrias ciclicas y cronoamperometrias para observar el comportamiento
y la obtencion de corriente[34]. En primer lugar, se evaluaron MWCNT-COOH,

posteriormente MWCNT y por ultimo CNF. Las pruebas se realizaron con la ayuda
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de un potenciostato/galvanostato (Biologic), los electrodos se colocaron dentro de
un vaso de precipitados con 5 mL de buffer, como se muestra en la Figura 10. Para
las amperometrias se agregaron concentraciones de acido urico de 10 uM, desde 0
hasta una concentracion final de 100 pM, todo el tiempo en agitacion.

Figura 10 Esquema del biosensor para la evaluacion del electrodo de trabajo en
amperometria. El electrodo de trabajo en color azul, electrodo de referencia en color

N~

blanco y contraelectrodo en color rojo.
6.3.2 Enzimay CNF

Una vez obtenida la nanoparticula con los mejores resultados de nuestro interés, se
procedio a realizar la variaciéon de las concentraciones, tanto de enzima UOx, como
de la nanoparticula seleccionada. En ambas partes, fue desde una concentracion
de 0.5 mg 100 pL* hasta 2 mg 100 pL%, en intervalos de 0.5 mg 100 pL™.

6.3.3 Evaluacién pH

Tabla 1 Acido urico en fluidos biolégicos

Fluido Concentracién en sangre pH
Sangre 120-380 uM 7.4
Orina 1400 - 4700 uM 46 -8
Sudor 4.2 - 4800 uM 4.5
Saliva 200 uM 56-7.9
Lagrimas 326 uM 7.4
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Finalmente, se hizo la evaluacion del electrodo de trabajo en las diferentes
soluciones buffer (PBS y buffer de acetato). Con cada uno se realizaron
cronoamperometrias en condiciones iguales. Se consideraron estos valores de pH
a causa de que se encuentran los fluidos del cuerpo humano, en sangre y sudor.
Se realizaron cronoamperometrias en estado estético para observar el tiempo de

respuesta del biosensor.

6.4 Cronoamperometrias en agitacion y en plano

I ,,

A B

Figura 11 Esquema del biosensor para la evaluacién de estatica en agitacion (A) y en
plano (B). El electrodo de trabajo en color azul, electrodo de referencia en color blanco y
contraelectrodo en color rojo.

Una vez obtenidos los electrodos de trabajo, se realizaron dos tipos de pruebas en
estética. En la Figura 11-A, se muestra el esquema en agitacion, donde al agregar
alicuotas de AU, se agita durante 5 segundos, posteriormente se detiene la

agitacion y se realiza la cronoamperometria durante 300s.

Para la cronoamperometria en agitacion, los electrodos se fijaron mediante cinta
adhesiva para evitar contactos no deseados entre éstos. El electrodo de referencia
comercial fue de Ag/AgCly se agregd una muestra de 200 uL en cada evaluacion a
diferentes concentraciones de acido urico, corriendo las cronoamperometrias

durante 300 segundos, con un voltaje de trabajo de 0.35 V.
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6.5 Interferentes

Esta prueba se realizO6 para evaluar diferentes sustancias que se encuentran
principalmente en sangre, es por ello, que se evaluaron las concentraciones
mostradas en la Tabla 2, a un pH de 7.4. Se corrieron pruebas amperométricas,
donde se agregaron alicuotas de cada sustancia para observar los aumentos de
corriente con cada adicién. En primer lugar, se agrego una alicuota de acido urico
100 uM, posteriormente se agregaron el resto de los interferentes y se observo el
comportamiento del electrodo de trabajo. Finalmente se agrega nuevamente acido
arico.

Tabla 2 Interferentes que se encuentran en sangre.

Interferente Concentracion en sangre Concentracion utilizada
Acido Urico | 120-380 uM 200 uM
Acido ascorbico 30-90 uM 60 uM
Glucosa | 6.6 mM 6 mM
Urea 2-8 mM 6 mM
Acido lactico | 1-2 mM 2 mM

6.6 Evaluacion de biosensor en suero humano

Finalmente se realizaron dos pruebas con muestras reales para comprobar el
funcionamiento del biosensor. Las muestras reales fueron extraidas de dos
voluntarios, el dr. Ricardo Antonio Escalona Villalpando y Bryan Modesto Landeros
Alamilla. En primer lugar, se obtuvieron 5 mL de sangre de los voluntarios,
posteriormente se obtuvo el suero, el cual fue evaluado. Las evaluaciones de las
muestras se realizaron de dos formas, en agitacion y en estatica, considerando un

factor de dilucion igual a 2.
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7 Resultados y discusion

7.1 Nanoparticulas de Carbén

En previos estudios se obtuvo que el potencial de trabajo para un biosensor con
Uricasa se encuentra entre 0.2 y 0.4 V. Al realizar las voltamperometrias ciclicas,
se observo el pico de oxidacion entre 0.2 y 0.4 V, lo cual nos proporciond nuestro

potencial de trabajo para realizar las cronoamperometrias.

7.1.1 Inmovilizacion de UOx con MWCNT-COOH

15 q

12

ilpA
(92}
N

-0.2 ' 0.0 ' 0.2 ' 0.4 ' 0.6 ' 0.8
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 12 (A) VC sin adiciones de acido arico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1500 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.)
En la Figura 12 se observa dos voltamperometrias ciclicas (VC) en un rango entre
de -0.3V a 0.8 V (vs. Ag/AgCl) en buffer Tris-HCI de pH 8.8, con una velocidad de
muestreo a 0.01 V s?. La Figura 12-A, sin acido Urico, se observé el perfil
electroquimico propio del carbén y se obtuvo una corriente de 1.18 pA. En la Figura
12-B, con la adiciéon de 1500 yM de &cido arico, se observo el pico de oxidacion a

0.15V, con una corriente de 7.4 pA (1.16 V), por lo que el diferencial de corriente
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fue de 5.56 pA. Este pico indica la oxidacion del H202 generado en la oxidacion de
AU (como se mencioné en la reaccion general) y se observa un ligero
desplazamiento hacia la izquierda, este desplazamiento es debido a la presencia de
los nanotubos de carbdn, los cuales facilitan la obtencién de los electrones desde el

sitio activo de la enzima, permitiendo utilizar un menor voltaje de trabajo [25].

En presencia de acido drico, las corrientes pico anoddicas aumentan
considerablemente, como se esperaba para un mecanismo catalitico, indicando que
la enzima se encuentra activa. De igual forma estos resultados demuestran que el
sitio activo de la enzima corresponde a nuestro analito y conserva su actividad

catalitica después de ser sonicada para la preparacion del electrodo de trabajo.

En la Figura 13-A, se muestra una cronoamperometria con un voltaje de trabajo de
0.3 V (vs. Ag/AgCI) con adiciones sucesivas de acido urico. Se puede observar que
la respuesta del electrodo de trabajo es de forma rapida y sensible a bajas
corrientes, la cual se puede atribuir al contacto que existe entre MWCNT-COOH y
la enzima, dicha respuesta llega hasta una concentracion de &cido arico de 1500
MM.

En la Figura 13-B, se muestra la curva de calibracion del electrodo de trabajo
UOX/MWCNT-COOH, donde se calculd una regresion lineal para obtener la
linealidad de la curva, arrojando una R? de 0.99. Sin embargo, se puede observar
por encima de concentracién de 900-1000 uM los valores de las corrientes son mas
mas dispersos. Una vez obtenida la ecuacion de la curva, se pudo obtener el limite
de deteccioén igual a 3.87 uM y una sensibilidad de 0.12 A M1, lo cual se consideraria
un excelente resultado, en comparaciéon a los mostrados en otros articulos [25].
También se obtuvo el limite de cuantificacion igual a 12.89 uM y una Km de 1.26 uM,

indicando una gran afinidad entre la enzima UOx y el sustrato.
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Figura 13 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo UOX/MWCNT-COOH
con adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1500 uM. (B) Curva
de calibracién del electrodo de trabajo UOX/MWCNT-COOH, mostrando corriente
obtenida a diferentes concentraciones. (C) Comprobacién de reproducibilidad nula con
MWCNT-COOH.

Se intentd realizar el triplicado de este electrodo de trabajo, desafortunadamente no
se logro debido a que una vez dejando secar durante 24 horas, la mezcla colocada
se desprendia del papel Toray, como se observa en la Figura 13-C, la corriente
obtenida en los diferentes electrodos fue muy dispersa y sin algun tipo de tendencia.

Es por ello que se tuvo que descartar la opcién de usar estos MWCNT-COOH.
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7.1.2 Inmovilizacion de UOx con MWCNT

Como segunda opcion de nanoparticula de carbon, se evaluaron los nanotubos de
carbon de pared mudltiple, pero esta vez sin modificacién. De igual forma, los
electrodos de trabajo se probaron en las mismas condiciones que los anteriores,
una VC en el rango entre de -0.3 V a 0.8 V (vs. Ag/AgCl) en buffer Tris-HCI de pH
8.8, con una velocidad de barrido a 0.01 V s. En la Figura 14 se muestran las VCs
del electrodo de trabajo UOX/MWCNT, la Figura 14-A es sin adiciones de acido urico
y la Figura 14-B es con una concentracion 700 uM de acido urico. El cambio de
corriente que se presento en el pico de oxidacion fue de 2.08 pA (0.17 V). La VC se
realiz6 a esta concentracibn de AU debido a que la mezcla depositada se
desprendia del papel Toray después de pasar algunos segundos en la
cronoamperometria en agitacion. Al ser menor concentracion del acido, es por ello
gue no se observdé una mayor curva catalitica, como con MWCNT-COOH, no

obstante, se comprobo el correcto funcionamiento del sitio activo de la enzima.

0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/ V (vs. Ag/AgClI)

Figura 14 (A) VC sin adiciones de &cido urico. (B) VC con una concentracion de acido
arico 600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8).
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Figura 15 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo UOX/MWCT con
adiciones de acido drico, desde una concentracion de 0 uM hasta 600 uM. (B) Curva de
calibracion del electrodo de trabajo UOX/MWCNT, mostrando corriente obtenida a

diferentes concentraciones (pH 8.8).

En la Figura 15-A se muestra la cronoamperometria con un voltaje de trabajo de 0.3
V y con adiciones sucesivas de acido urico de 10 yM. Se observo una respuesta
rapida y clara en las primeras adiciones tardando 4 segundos en estabilizarse.
Pasando de una concentracion de 200 uM, la sefial comenz6 a tener mayor
presencia de ruido y un tiempo de estabilizacion mayor a 7 segundos, no obstante,

la corriente seguia en aumento en cada adicion de AU.

En la figura 15-B se observa la curva de calibracion del electrodo de trabajo
UOXx/MWCNT, al igual que con la primera nanoparticula, se muestra la repuesta
lineal de las primeras adiciones mostrando en la gréafica interior, obteniendo una R?
igual a 0.99, con un rango lineal de 0 a 620 uM. Limite de deteccion igual a 3.89
uM, sensibilidad de 0.07 A My limite de cuantificacién de 12.96 uM. El valor de Km
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igual a 9.60 uM, lo cual indica una buena afinidad del sustrato y la enzima, pero
menor que con MWCNT-COOH.

A pesar de obtener resultados satisfactorios debido a las altas corrientes obtenidas,
la reproducibilidad de estos electrodos fue baja, esto debido a que, durante las
cronoamperometrias, no se obtenian corrientes constantes en las adiciones y
finalmente el depdésito se desprendia del papel Toray en medio de la prueba. Como
se puede observar, estos nanotubos fueron mas inestables, obteniendo un menor
rango lineal en comparacion a MWCNT-COOH y menor respuesta de corriente con

respecto a la concentracion de acido Urico, descartando esta opcion.

7.1.3 Inmovilizacion de UOx con CNF
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Figura 16 (A) VC sin adiciones de acido arico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.).

Otra nanoparticula de carbon que se evaluoé fueron CNF, siguiendo la misma
metodologia que las anteriores. Los electrodos de trabajo se probaron en las
siguientes condiciones con respecto las anteriores. En la Figura 16 se muestran las

VCs del electrodo de trabajo UOx/CNF, en la Figura 16-A, se muestra la VC sin
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adiciones de &cido urico y la Figura 16-B se muestra la VC con una concentracién
1600 uM de acido urico.

El cambio de corriente que se observo en la Figura 16-B entre el blanco y la VC con
acido urico fue de 3.92 pA (0.23 V). Si bien el rango obtenido de la VC fue hasta
una concentracion de 1600 uM, se observo que el valor de corriente obtenido en la

curva catalitica fue menor con respecto a los nanotubos carboxilados.
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Figura 17: (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo UOX/MWCNT-COOH
con adiciones de acido drico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1500 uM. (B) Curva
de calibracion del electrodo de trabajo UOX/MWCNT-COOH, mostrando corriente
obtenida a diferentes concentraciones (pH 8.8).

En la Figura 17-A se muestra una cronoamperometria en 0.3 V (vs. Ag/AgCl) con
adiciones sucesivas de acido urico. Se observd una respuesta clara hasta una
concentracion de 1600 uM, sin embargo, el cambio de corriente en cada adicion se
pudo apreciar sin mayores problemas, tomando un tiempo de estabilizacion de 3 a
4 segundos en cada escalon. Entre mayor era la concentracién, el tiempo de

estabilizaciéon incrementaba.

En la Figura 17-B se muestra la curva de calibracion del electrodo de trabajo

UOX/CNF, donde se obtuvo una R? igual a 0.98, este valor se sigue considerando
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con excelente linealidad. Limite de deteccién igual a 1.02 uM, sensibilidad de 0.02
A M, limite de cuantificacion de 3.41 uyM y una Km de 9.68 uyM. Para esta
nanoparticula, la reproducibilidad fue muy buena, se obtuvo el triplicado sin mayores
complicaciones, no hubo desprendimiento de la pasa del papel Toray y los valores
arrojados en las diferentes pruebas fueron muy regulares. Es por ello que se

selecciono las nanofibras de carbon para continuar con el desarrollo del proyecto.

7.1.4 Comparativas nanoparticulas

Una vez obtenidos los resultados de las nanoparticulas, se compararon para
observar su comportamiento y determinar la mas viable para el proyecto. Desde un
inicio con los nanotubos carboxilados y nanotubos simples, la reproducibilidad
represento una gran problematica, esto debido a que la pasta depositada en el papel

Toray se desprendia por completo, arrojando valores erroneos en la corriente.

En la Tabla 3, se muestran valores de interés que se consideraron para la eleccion
de la nanoparticula de trabajo. En primer lugar, se muestra el limite de deteccion, el
cual indica la minima concentracién que puede ser detectada por el electrodo de
trabajo. La nanoparticula que mostr6 mejor resultado fue CNF. Para el limite de
cuantificacion, de igual forma, CNF obtuvo el mejor resultado respecto a las otras

nanoparticulas.

Tabla 3 Comparativa Nanoparticulas

UOX/MWCNT-COOH 3.86 12.89 0.12 1.26 0-1650
UOx/MWCNT 1.43 12.96 0.07 9.59 0-620
UOx/CNF 1.02 3.40 0.02 9.68 0-1600

Otro factor muy importante para realizar la seleccion, fue el valor de la constante de
Michaelis Menten (Km), la cual entre menor sea su valor, indica que existe una mayor

afinidad entre la enzima y el sustrato. Como se observa en la Tabla 1, los valores
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entre CNF y MWCNT son muy similares, pero para MWCNT-COOH tiene el valor
mas bajo, lo que se observa en la Figura 18, al ser la nanoparticula con la que se

obtuvo mayor corriente en comparacion a las otras dos.

Por ultimo, se muestra el rango lineal, las 3 nanoparticulas tuvieron un valor de R?
de 0.99. Sin embargo, para MWCNT, el rango lineal fue menor debido a la
inestabilidad de la pasta depositada. Para realizar la eleccion de la nanoparticula de
trabajo, se tomd en consideracion los valores analizados y principalmente la

reproducibilidad.

La primera nanoparticula que se descarto fueron los MWCNT-COOH, esto debido
a la baja reproducibilidad que se mostr6 en la Figura 13-C. La pasta depositada en
el papel Toray se desprendia con gran facilidad y los resultados obtenidos fueron
muy irregulares. En la Figura 18, podemos observar la comparacion de las curvas

de calibracion de las diferentes nanoparticulas.
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Figura 18: Comparativa de curvas de calibracion de las nanoparticulas evaluadas a pH
8.84.
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La nanoparticula que se seleccion6 para seguir con el desarrollo del proyecto fue
CNF, a causa del valor de limite de deteccion, limite de cuantificacion y el rango
lineal, siendo esta nanoparticula con la que se obtuvieron resultados con mayor
regularidad, en un rango lineal amplio y con un buen limite de deteccidn, debido a
las propiedades que presenta esta nanoparticula [35][36].

7.2 Relaciones estequiométricas

Después de que se realizd la seleccion de la nanoparticula, siendo las CNF, se
prosiguié con la optimizacion de las diferentes variables que se incluyen para el
desarrollo del electrodo de trabajo. Los valores iniciales fueron los siguientes: 10 mg
mL* de UOx, 10 mg mL* de CNF y pH 8.8.

En primer lugar, se optimiz6 la concentracion de la enzima UOx. Se consideraron
las siguientes concentraciones para la optimizacién: 1 mg mL?, 5 mg mL*, 10 mg
mL1y 20 mg mL. La concentracion del resto de los reactivos se mantuvo con los

valores iniciales, para observar el comportamiento de la enzima UOX.

Posteriormente, una vez optimizada la concentracion de enzima, se llevo a cabo la
optimizacién de CNF, considerado las siguientes concentraciones: 1 mg mL%, 5 mg
mL1, 10 mg mL*y 20 mg mL2. De igual forma que en la optimizacién de la enzima,

los otros reactivos se mantuvieron en las concentraciones establecidas.

Para cada una de las diferentes concentraciones, se realizaron VC en un rango
entre de -0.3V a 0.8 V (vs. Ag/AgCl) en buffer Tris-HCI de pH 8.8, con una velocidad
de muestreo a 0.01 V s't. También se realizaron cronoamperometrias en agitacion,
agregando alicuotas de AU para observar el comportamiento del electrodo de

trabajo.

Bryan Modesto Landeros Alamilla 34



Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Ingenieria en Nanotecnologia

7.2.1 UOx 1 mg mL"
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Figura 19 (A) VC sin adiciones de &cido Urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.)
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Figura 20 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (1 mg mL™ de UOXx) con

adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de

calibracion del electrodo de trabajo (1 mg mL™* de UOx), mostrando corriente obtenida a
diferentes concentraciones.
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En la Figura 19 se muestran las VCs con y sin adicion de acido arico, donde la VC
con acido Urico no muestra una clara curva catalitica, como se observo en anteriores
resultados. Esto debido a que al mantener poca enzima inmovilizada, la generacion
de perdxido es menor y por lo tanto no se genere por completo el pico de oxidacion
del peréxido.

En la Figura 20-A, se corroboré lo que se observo en la VC del mismo electrodo. A
pesar de tener una respuesta al agregar alicuotas de AU, los cambios en la corriente

fueron de menor magnitud, obteniendo una corriente maxima de 12.89 pA.

En la Figura 20-B, se obtuvo una curva de calibracién con una R? de 0.98, indicando
una alta linealidad. Se obtuvo un limite de deteccion de 99.33 uM y limite de
cuantificacion de 331.12 uM, indicando que se deberian obtener cambios de
concentracion superiores a los 99.33 uM para poder observar cambios en la
corriente. Finalmente, la Km fue de 88.30, resultando en muy poca afinidad del
sustrato a la enzima y, en comparacién a los resultados obtenidos, los datos

arrojados por este electrodo fueron deficientes.

Por otra parte, se presentaron dificultades al realizar la experimentacion, esto
debido a la pequeia cantidad que se necesitaba pesar de la enzima, provocando
gue poca la enzima se lograra disolver por completo y manteniéndose adherida en
las paredes del tubo Eppendorf. Se obtuvo el triplicado sin mayor problema, pero la
variacion estandar fue alta, lo que explica que el limite de deteccién y limite de

cuantificacion tenga valores tan elevados.

7.2.2 UOx 5 mg mL"

La segunda concentracion que se evaluo fue con 5 mg de UOx por cada mililitro de
solucion. En la Figura 21, se aprecié la curva catalitica caracteristica a una
concentracion de 1600 uM de AU vy el diferencial de corriente fue igual a 16.47 pA
(0.22 V). Se muestra una mejor respuesta a diferencia de la concentracion 1 mg mL-
1 de UOXx.
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Figura 21 (A) VC sin adiciones de acido urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8) en 5 mg mL™ de UOXx.
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Figura 22 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (5 mg mL™ de UOX) con

adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de

calibracion del electrodo de trabajo (5 mg mL™ de UOx), mostrando corriente obtenida a
diferentes concentraciones.
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Con esta concentracion fue mas sencillo realizar la experimentacion, la enzima no
se quedaba adherida a las paredes del tubo Eppendorf y permitia una disolucién
correcta en la mezcla. También se vio reflejado en la desviacidén estandar, que tuvo
un valor de 0.05.

7.2.3 UOx 10 mg mL"

Esta concentracion de 10 mg de UOx por cada mililitro fue establecida desde un
inicio para realizar las pruebas con las diferentes nanoparticulas, basandonos en
articulos que seguian una metodologia cross-linking [32][34]. En la Figura 23 se
muestra 2 VCs, una sin AU y otra con una concentracion de 1600 uM de AU. Se
observo la curva catalitica caracteristica en el voltaje 0.30, obteniendo un diferencial
de corriente de 12. 22 yA (0.26).
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Figura 23 (A) VC sin adiciones de acido arico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 10 mg mL™* de UOx.
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Figura 24 Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (10 mg mL™ de UOx) con
adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de
calibracion del electrodo de trabajo (10 mg mL* de UOXx), mostrando corriente obtenida a

diferentes concentraciones.

En la Figura 24, se muestra la cronoamperometria del electrodo de trabajo con su
respectiva curva de calibracién, donde se obtuvo una R? de 0.98, limite de deteccion
igual a 1.11 pM, un limite de cuantificacién de 3.70 uM y un valor de Km igual a 9.68
MM, indicando una excelente afinidad del sustrato y de la enzima en esta

concentracion.

Los escalones se muestran con gran definicion y el ruido se presenta superando la
concentracion de 700 uM. El limite de deteccidn indica que se podran observar los
cambios superiores a 1.11 yM, lo que nos permite tener un electrodo de trabajo con

mayor exactitud.

7.2.4 UOx 20 mg mL""

Como ultima variante respecto a la concentracion de la enzima, se realiz6 con 20

mg de enzima por mililitro de solucion. La experimentacion no presento dificultades,

Bryan Modesto Landeros Alamilla 39



Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Ingenieria en Nanotecnologia

sin embargo, al verter la enzima en la solucion, se aprecié que no se disolvia por

completo, quedando minimos residuos de UOX.

En la Figura 25 se muestran VC sin y con AU, donde el diferencial de corriente fue
de 12.26 pA (0.21 V), valor similar que con una concentracion de enzima de 10 mg
por mililitro. Esto se debe a dos factores importantes, el primero es en la disolucion
de la enzima, donde al notar que quedan residuos, los 20 mg no se inmovilizan en
el electrodo del trabajo. El segundo factor es que, al haber enzima en exceso en la
mezcla, se comenzo a encimar entre si misma, inmovilizandose de forma incorrecta

y afectando directamente en la reaccién catalitica.
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Figura 25 (A) VC sin adiciones de &cido urico. (B) VC con una concentracién de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 20 mg mL™ de UOx.

En la Figura 26, se muestra la cronoamperometria y su curva de calibracion, donde
se obtuvo una R? de 0.97, limite de detecciéon de 1.17 pyM, limite de cuantificacion
de 3.92 yM y una Km de 13.48 uM. Se observo poco ruido pasando la concentracion
de 800 uM de AU. A pesar de ser buenos resultados para el desarrollo del biosensor,

se esperaba un mayor aumento en la corriente al agregar alicuotas de AU, esto
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debido por tener mayor enzima, sin embargo, fueron valores similares a la

concentracion de 10 mg mL* de UOx.

Equation y = 2.91376 + 0.02545*x
R-Square (COD) 0.97998
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Figura 26 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (20 mg mL-1 de UOX)
con adiciones de acido drico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva
de calibracion del electrodo de trabajo (20 mg mL-1 de UOXx), mostrando corriente
obtenida a diferentes concentraciones.

7.2.5 Comparativas concentraciones UOx

Una vez obtenido los resultados de las diferentes concentraciones de enzima, se
compararon los valores de interés obtenidos como el limite de deteccion y la Km, sin
dejar de lado la parte experimental. Los datos se colocaron en la Tabla 4, donde se

muestran los valores de interés, con los cuales se eligié la concentracién ideal.

En primer lugar, se probd con 1 mg mL? de UOx, el cual presenté problemas tanto
en resultados como en experimentacién, donde se obtuvo corrientes muy bajas y
poca afinidad entre sustrato y enzima. Una desviacion estandar alta, lo cual afecto
de forma directa tanto el limite de deteccion y limite de cuantificacion, es por ello

gue se descartd esta concentracion
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Tabla 4 Comparativa diferentes concentraciones de UOx

Concentracién LD LQ Sensibilidad Km Rango
UOx (M) (M) (A/M) lineal (M)
1mg mL? 99.33 331.12 0.01 88.30 0 - 1600
5mg mL* 5.77 19.25 0.02 11.21 0 - 1600
10 mg mL? 111 3.70 0.02 9.68 0 - 1600
20 mg mL™* 2.26 7.56 0.02 16.70 0 - 1600

La siguiente concentracion que se descartd fue 20 mg mL* de UOx, donde en la
experimentacion, se observaba poca disolucién de la enzima en la mezcla. El factor
principal que se considerd, fue la efectividad de la concentracion, donde al agregar
MAas enzima, se esperaba obtener mayor corriente. Sin embargo, al comparar las
curvas de calibracion que se muestran en la Figura 27, se observa la similitud en

cuanto a los valores de la corriente en las diferentes concentraciones de AU.
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Figura 27 Comparativa de curvas de calibracion de las diferentes concentraciones de
UOX, evaluadas a pH 8.84.
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En la Figura 27, se observan las curvas de calibracion de las diferentes
concentraciones de UOx, mostrando la corriente obtenida con la concentracion de
AU, llegando hasta una concentracion final de 1600 upM. Finalmente, la
concentracion que se seleccion6 con base a los resultados obtenidos de las curvas
de calibracion, el valor de Km, limite de deteccion, limite de cuantificacién y la
manipulacién en la parte experimental fue la concentracién de 10 mg mL* de UOXx.
Donde el valor de Km fue de 9.68 uM, el mas bajo de todas las concentraciones,

también para el limite de deteccion y cuantificacion.

7.2.6 CNF 1 mgL"

25+

20+

15 4 —A

ilpA

10

0.0 ' o!z ' 0.4 0.6 0.8
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 28 (A) VC sin adiciones de acido arico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 1 mg mL-1 de CNF.

Una vez optimizada la concentracion de enzima, se procedié a probar con diferentes
concentraciones de CNF, comenzando con 1 mg de CNF por mililitro de solucion.
En la Figura 28, se observa la VC sin &cido urico y la VC con una concentracion de

1600 uM, donde el electrodo de trabajo responde al AU, sin embargo, no se observo
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la curva caracteristica como en resultados anteriores, esto debido a la baja

conduccion que se logro con esta concentracion de CNF.

En la Figura 29, se muestra la cronoamperometria durante 750 segundos, en esta
gréafica se observa poco ruido y la obtencién de poca corriente por la baja cantidad
de H202 generada. En la curva de calibracién, se obtuvo una R? de 0.99, limite de
deteccion de 14.80 puM, limite de cuantificacion de 49.35 uM y una Km de 63.29 pM.
Si bien se obtuvo una linealidad excelente en el rango de 0 a 1600 uM de AU, el
resultado de la Km fue ligeramente elevado en comparacion a los resultados
obtenidos, demostrando poca afinidad entre el sustrato y la enzima. En cuanto a la
experimentacion, fue sencillo dispersar las CNF, incluso en menor tiempo del

predeterminado, 15 minutos.
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Figura 29 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (1 mg mL-1 de CNF) con

adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de

calibracion del electrodo de trabajo (1 mg mL-1 de CNF), mostrando corriente obtenida a
diferentes concentraciones.
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7.2.7 CNF 5mg L™

Posteriormente se siguié con la concentracion de 5 mg de CNF por mililitro de
solucion. En la Figura 30 se muestra la VC sin AU y la VC con AU en una
concentracion de 1600 uM, resultando un diferencial de corriente de 16.2 pA en la

curva catalitica, en el voltaje de barrido de 0.3.

En la Figura 31, se muestra la cronoamperometria del electrodo de trabajo, teniendo
una buena respuesta hasta una concentracion de AU de 700 uM, posterior a esta
concentracion, la sefial se mostré con ruido y un tanto inestable. De igual forma, se
muestra la curva de calibracién del electrodo de trabajo, obteniendo una R? de 0.97,
en un rango de 0 a 1600 uM. También se obtuvo un valor de Km de 12.63 uM, limite
de deteccion igual a 0.92 uM y limite de cuantificacion de 3.05 uM.
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Figura 30 (A) VC sin adiciones de &cido urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 5 mg mL™* de CNF.
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Equation y =3.60027 + 0.02784*x
45 R-Square (COD) 0.97926
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Figura 31 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (5 mg mL™ de CNF) con

adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de

calibracion del electrodo de trabajo (5 mg mL™* de CNF), mostrando corriente obtenida a
diferentes concentraciones.

Como se puede observar, el limite de deteccion que se obtuvo fue muy bajo,
permitiendo captar con mayor facilidad los cambios de concentracion de AU. Los
niveles de corriente fueron mucho mejores, en comparacién a la concentracion
pasada de CNF. Al sonicar la solucion final, igual se podia apreciar que se
necesitaba menos minutos para lograr una buena dispersion de las CNF.
Finalmente, en esta concentracion, se obtuvieron los mejores resultados para lograr

la optimizacién del electrodo de trabajo.

7.2.8 CNF 10 mg L1

En la Figura 32 se muestra la VC sin AU y la VC con AU, obteniendo una
concentracion final de 1600 uM. Se obtuvo un diferencial de corriente igual a 11.34
MA en un voltaje de barrido de 0.3 V. El resultado del diferencial de corriente no
aument6 al tener mayor cantidad de CNF, considerando este primer valor como
malo, en comparacién al diferencial de corriente con una concentraciéon de 5 mg L*
de CNF.
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Figura 32 (A) VC sin adiciones de acido urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 10 mg mL™ de CNF.

Equation y =2.26678 + 0.02602*x

R-Square (COD) 0.9851
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Figura 33 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (10 mg mL™ de CNF) con
adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de
calibracion del electrodo de trabajo (10 mg mL™ de CNF), mostrando corriente obtenida a

diferentes concentraciones.
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En la Figura 33, se muestra la cronoamperometria del electrodo de trabajo,
mostrando poco ruido después de la concentracion de 600 uM de AU. También se
muestra la curva de calibracién, se obtuvo una R? de 0.98, limite de deteccién de
1.04 uM, limite de cuantificacion de 3.49 uM y una Km de 21.27 yuM, siendo un valor
de Km alto en comparacion a resultados anteriores. En el rango de 0 a 1600 uM se

obtuvo una excelente linealidad.

7.2.9 CNF 20 mg L'

Finalmente se realizd el electrodo de trabajo con una concentracion de 20 mg de
CNF por mililitro de solucién. En la Figura 34, se muestra la VC sin AU y la VC con
una concentracién de AU de 1600 pM, sin embargo, el pico de oxidacion se recorrio
ligeramente hacia la izquierda, presentando la curva catalitica en un voltaje de

barrido de 0.16 V, obteniendo un diferencial de corriente de 52.94 pA.
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Figura 34 (A) VC sin adiciones de acido arico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer Tris-HCI (pH 8.8.) en 20 mg mL™ de CNF.

En la Figura 35, se muestra la cronoamperometria, donde se obtuvieron valores de

corrientes muy altos, llegando a una corriente de 94.56 pA en una concentracion de
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1600 uM. También se muestra la curva de calibracion, obteniendo una R? de 0.98,
limite de deteccion de 13.25 uM, limite de cuantificacion de 44.18 uM y una Km de
2.32 uM.

Equation y =5.42521 + 0.07921*x
100 + 100 4
R-Square (COD) 0.989
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Figura 35 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo (20 mg mL™ de CNF) con

adiciones de acido urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de

calibracion del electrodo de trabajo (20 mg mL™* de CNF), mostrando corriente obtenida a
diferentes concentraciones.

Si bien se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a una respuesta
amperométrica, el problema principal que se present6 al usar esta concentracion
fue la reproducibilidad, En la Figura 35, la curva de calibracién que se muestra, es
un promedio de 4 electrodos evaluados, llegando a alcanzar corrientes superiores
alos 120 pA. En cuanto a la experimentacion, al verter las CNF en la solucién, esta

se convertia en una pasta, que al sonicar, no se dispersaban en lo absoluto.

Se colocé la pasta en el papel Toray con un pincel, perdiendo por completo la
medida de los 15 pyL que se debia agregar, como se mencioné en la
experimentacion. Dando como resultados, corrientes muy variadas entre los

diferentes electrodos evaluados.
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7.2.10 Comparativas concentraciones CNF

Una vez obtenidos los resultados de las diferentes concentraciones de CNF
evaluadas, se lleg6 a la concentracion Optima para el desarrollo del biosensor. En
primer lugar, la concentraciéon que se descartd fue 1 mg mL™?, debido a las bajas

corrientes obtenidas y el valor tan alto de la Km. Los resultados se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5 Comparativa diferentes concentraciones de CNF

Concentracién LQ Sensibilidad Km Rango
CNF (HM) (AIM) lineal (uM)
1 mg mL1 14.81  49.36 0.01 63.30 0 — 1600
5mg mL* 0.92 3.05 0.03 12.64 0-1600
10 mg mL? 1.64 3.49 0.03 21.28 0-1600
20 mg mL? 13.25 44.18 0.07 2.32 0-1600
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Figura 36 Comparativa de curvas de calibracion de las diferentes concentraciones de
CNF, evaluadas a pH 8.84.
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Posteriormente, se descart6 la concentracién de 20 mg mL™%, esto a causa de la
baja reproducibilidad que se obtuvo, tanto VCs como amperometrias arrojaban
resultados completamente distintos durante las evaluaciones, provocando en

algunos electrodos baja linealidad o un valor alto en la Km.

Finalmente, se decantd por la concentracion de 5 mg mL™, esto debido a los
resultados similares que se obtuvieron respecto a la concentraciéon de 10 mg mL™,
Se obtuvo un valor mas bajo en la Km y en la parte experimental, las CNF se

dispersaban con mayor facilidad y en menor tiempo.

En la Figura 36, se muestran curvas de calibracion de las diferentes
concentraciones de CNF, colocando en la concentracién de 20 mg mL* el mejor
resultado de los electrodos que se evaluaron. Se observa los resultados similares
entre la concentracion de 5y 10 mg mL™, sin embargo, se obtuvo ligeramente mayor
corriente con la concentracién de 5 mg mL™, eligiendo esta Ultima como la

concentracion éptima para el desarrollo del biosensor.

7.3 Evaluacion a diferente pH

Una vez optimizadas las concentraciones de enzima UOx y de la nanoparticula
CNF, se siguid con la evaluacion de los electrodos de trabajo en diferentes valores
de pH, donde se observé el comportamiento del electrodo de trabajo. Se evaluaron
en 2 tipos de buffer, en los siguientes valores: buffer de fosfato pH 7.4, buffer de
fosfato pH 5.7 y buffer de acetato pH 4.5. Como se mencioné anteriormente, estos
valores de pH se encuentran en fluidos biol6gicos, como sangre, saliva, sudor, por

lo que se observé el comportamiento del biosensor en dichos valores.

Para cada una de los diferentes valores de pH, se realizaron VC en un rango entre
de-0.3Va0.8V (vs. Ag/AgCl), con una velocidad de muestreo a 0.01 V s*. También
se realizaron cronoamperometrias en agitacién, agregando alicuotas de AU para

observar el comportamiento del electrodo de trabajo.
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7.3.1 pH7.4
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Figura 37 (A) VC sin adiciones de acido urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer de fosfato (pH 7.4).

En la Figura 37, se muestra la VC sin AU y la VC con una concentracion de 1600
de AU, observando la curva catalitica con un ligero corrimiento a la izquierda, en un

voltaje de barrido de 0.35 y un diferencial de corriente de 19.95 pA.

En la Figura 38, se muestra la cronoamperometria con adiciones de AU, observando
poco ruido durante toda la prueba. También se muestra la curva de calibracion,
obteniendo una R? de 0.98, limite de deteccion de 1.05 uM, limite de cuantificacién
de 3.52 yM y una Km de 14.37 yM, mostrando una buena afinidad entre enzima y
sustrato. Este valor de pH 7.4 es el de mayor interés, debido a que la sangre se
encuentra en este rango, siendo el principal fluido que se desea probar en el

biosensor.
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Equation y = 2.4495 + 0.02839*x
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Figura 38 Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo con adiciones de &cido Urico,
desde una concentracién de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de calibracion del electrodo
de trabajo, mostrando corriente obtenida a diferentes concentraciones.
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Figura 39 (A) VC sin adiciones de acido urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer de fosfato (pH 5.7).
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Posteriormente, se evaluo el pH 5.7, esto a causa de que la saliva se encuentra en
este rango. En la Figura 39, se muestra la VC sin AU y la VC con una concentracion
de 1600 de AU, obteniendo un diferencial de corriente de 14.32 yA y la curva

catalitica en un voltaje de barrido de 0.27 V.

En la Figura 40, se observa la cronoamperometria con adiciones de AU. De igual
forma, se muestra la curva de calibracién, obteniendo una R? de 0.97, limite de
deteccion de 5.16 yM, limite de cuantificacion 17.21 yM y una Km de 11.39 uM.
Conforme el medio se vuelve acido, la linealidad del electrodo baja, principalmente

en concentraciones altas debido a la saturacion de la enzima.

Equation y =3.77785 + 0.02323*x
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Figura 40 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo con adiciones de acido
urico, desde una concentraciéon de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de calibracion del
electrodo de trabajo, mostrando corriente obtenida a diferentes concentraciones.

7.3.3 pH4.5

Por altimo, se realizo la prueba en pH 4.5, siendo de interés debido a que el sudor
se encuentra en este rango, al igual que la saliva, las mediciones en muestras reales

podrian ser de forma no invasiva. En la Figura 41, se muestra la VC sin AU y la VC
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con una concentracion de AU de 1600 pM, observando la curva catalitica a un
voltaje de barrido de 0.34 V.
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Figura 41 (A) VC sin adiciones de &cido Urico. (B) VC con una concentracion de acido
urico 1600 uM. Ambas en buffer de acetato (pH 4.5).
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Figura 42 (A) Respuesta amperométrica del electrodo de trabajo con adiciones de acido
urico, desde una concentracion de 0 uM hasta 1600 uM. (B) Curva de calibracién del
electrodo de trabajo, mostrando corriente obtenida a diferentes concentraciones.
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En la Figura 42, se muestra la cronoamperometria del electrodo de trabajo en el
medio acido, se observa ligeramente escalones irregulares en las adiciones de AU,
pero con poco ruido. De igual manera, se muestra la curva de calibracion, donde se
obtiene una R? de 0.96, limite de detecciéon de 5.22 uM, limite de cuantificacion
del7.42 uyM y una Km de 10.25 pM, obteniendo una buena afinidad entre la enzima

y el sustrato en medio acido.

7.3.4 Comparativas a diferentes valores de pH

Se evaluaron los electrodos de trabajo en los diferentes valores de pH para observar
el comportamiento y si era apto para realizar pruebas con distintos fluidos
biologicos. Las principales diferencias se observaron en la linealidad en las curvas
de calibracion, donde la linealidad se afect6 al ser el medio mas acido, el cambio no
fue en exceso, pero la enzima se comenz6 a saturar a menores concentraciones,

disminuyendo la linealidad.

En la tabla 6 se muestran los valores de interés, observando que son muy similares
en las Km, sin embargo, en el limite de deteccion y de cuantificacion se vieron
ligeramente diferenciados, entre los mas acidos y los bésicos. Todas se

mantuvieron en el rango de 0 a 1600 uM.

Tabla 6 Comparativa de resultados a diferentes valores de pH

8.8 0.91 3.05 0.03 12.63 0 - 1600
7.4 1.06 3.52 0.03 14.37 0 - 1600
5.7 2.58 8.60 0.02 11.39 0 - 1600
4.5 2.61 8.71 0.02 10.25 0 - 1600

Finalmente, en la Figura 43, se muestran las curvas de calibracién de los diferentes
valores de pH, donde se hace notorio como en medios acidos, la enzima se satura

mas rapido, lo que provoca pérdida de linealidad en concentraciones superiores a
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los 1000 uM de AU. Otro punto a resaltar es el corrimiento del pico de oxidacion en
las VCs, siendo que en medios acidos tiende a recorrerse ligeramente a la izquierda,

y en medios basicos a la derecha.
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Figura 43 Comparativa de curvas de calibracién de los electrodos de trabajo, evaluados a
diferentes valores de pH.

7.3.5 Cronoamperometria estatica

Posteriormente a las cronoamperometrias escalonadas, también se realizaron
cronoamperometrias en estética, las cuales nos permiten simular una situacion mas
cercana a la realidad, donde se agregan gotas de la muestra al biosensor en un
estado estatico, sin agitacion para calcular la concentracion de AU. La prueba

estética se realiz6 cada que se hizo una adicién de AU durante 300 s.

En la Figura 44, se muestran todas las cronoamperometrias que se realizaron en
cada adicion de AU, desde una concentracibon 0 uM, hasta llegar a una

concentracion de 5000 uM en un pH de 7.4.
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Este tipo de prueba se realizé para observar el comportamiento del sistema
conforme pasa el tiempo y en un estado estatico, como se observa en la Figura 44,
en los primeros segundos se obtienen corrientes altas, sin embargo, el valor de

corriente real es cuando se llega a la estabilizacion, después de los 120 segundos.
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Figura 44 Cronoamperometrias en estética evaluadas a diferentes concentraciones de
acido arico durante 300 s. Partiendo de una concentracion de 0 uM, hasta 5000 uM, en
PBS 7.4.

En la Figura 45, se muestran las curvas de calibracion de las estaticas en diferentes
tiempos, desde los 15 segundos, hasta los 300 segundos. Como se puede observar,
a partir de los 120 segundos, se llega a la estabilizacion de la corriente, lo que indica
gue el sistema necesita 120 segundos después de agregar la muestra para obtener
el resultado real de la prueba.

Se realiz6 la misma prueba en pH 5.7, considerando que el proyecto pudiera ser
dirigido a sudor, sin embargo, los resultados no fueron satisfactorios, como se
menciono en resultados anteriores, en medios acidos, la enzima llega mas rapido a

Su saturacion, causando que el rango lineal se mantenga de 0 a 1600 uM.
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Figura 45 Comparativa de curvas de tiempo de las diferentes concentraciones de acido
arico, evaluadas a pH 7.4.
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Figura 46 Comparativa de curvas de tiempo de las diferentes concentraciones de acido

arico, evaluadas a pH 5.7.
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Una vez que se sobrepasa este rango, los aumentos de corriente son menores,
provocando que sea mas complicada la deteccion de AU en concentraciones altas.
Otro factor importante es el tiempo de estabilizacion, el cual se consiguio a partir de

los 180 segundos, 60 segundos mas que en la evaluaciéon con pH 7.4.

7.4 Interferentes

Una vez que se observd el comportamiento del biosensor en pH 7.4, se siguié con
la prueba de interferentes, donde se considerd sustancias que se encuentran en
sangre y se observo el cambio de corriente al agregar cada una de estas. En la
Figura 47, se muestra una cronoamperometria, en primer lugar, se agrego una
alicuota de AU, con el cual se comprobo el correcto funcionamiento del sistema,

posteriormente se agregaron los diferentes interferentes que se pueden encontrar

en la sangre.
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Figura 47 (A) Prueba de interferentes al electrodo de trabajo. Se agreg6 acido arico (AU),
acido ascorbico (AA), glucosa (Glu), urea y acido lactico (AL). (B) Porcentaje de
interferencia de cada sustancia.

En la Figura 47-B, se muestra el porcentaje de interferencia que tuvo cada sustancia
en el sistema, siento AU el 100 %. Cualquier sustancia que tenga una afectacién
mayor al 10% en el sistema, se considera como interferente potencial, el cual

afectara de forma directa en la medicion del AU. Sin embargo, el mas cercano fue
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el &cido ascorbico, con un porcentaje de afectacién de 7.6 a una concentracion de
60 uM. El resto de las sustancias interferentes que se consideraron, no presentaron

un riesgo para el electrodo de trabajo.

7.4.1 Cronoamperometria estatica en plano

Como ultima prueba, se realiz6 una cronoamperometria en estéatica, pero esta vez
en un sistema en plano, el cual permitié usar muestras en menor cantidad, mientras
en las estaticas convencionales se ocup6 5 mL de muestra para llevar a cabo la
deteccidn de AU, en este sistema en plano se necesitd de muestras con un volumen
de 200 pL.

En la Figura 48, se muestran las curvas de calibracion de los diferentes tiempos de
las cronoamperometrias, desde una concentracion 0 uM, hasta una concentraciéon
final de 2000 uM. Se observo la estabilizacion de la corriente pasando los 180

segundos.

—=—15s
—e—30s
—4—60s
—v—120s

180 s

240 s
—»-300s

— . . . —
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Concentracion (uM)

Figura 48 Comparativa de curvas de tiempo de las diferentes concentraciones de acido
arico, evaluadas a pH 7.4, en sistema en plano.
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En la tabla 7 se muestran las diferencias que se obtuvieron en los resultados con
los diferentes sistemas que se evaluaron. En primer lugar, la cronoamperometria
normal, donde se mantiene todo el tiempo en agitacion y se agregan alicuotas de
AU. En segundo lugar, la cronoamperometria en estatica, donde se Unicamente se
agita el sistema al agregar alicuotas de AU y se realizan las cronoamperometrias
en estatica, sin agitacion. Finalmente, la evaluacion de las cronoamperometrias en

estatica en sistema en plano.

Tabla 7 Comparativa de diferentes resultados a pH 7.4

UOX/CNF N . S ST Presente
Agitacion 03 1.05 ' ' Trabajo
UOX/CNF Presente

. 0.3 2.26 7.54 243.83 0 -5000 _
Estatica normal Trabajo
UOX/CNF Presente

. 0.3 3.91 13.04 1213.12 10 — 2000 _
Estatica en plano Trabajo

UOX/CZTS/ITO/glass 0.26 0.07 - 130 0-700 [37]

UOx/Au-rGO/ITO 0.22 7.32 - 51.74 50 - 800 [25]

Gold nanoparticles
0.6 7 - 1780 20 — 2500 [38]
superstructure/UOx

Como se observo en los resultados de la tabla 7, si bien el sistema en plano es el
ideal para llevar a cabo la deteccién de AU, el valor de la Km es muy elevado, el cual
se debe principalmente al electrodo de referencia que se utilizé y la efectividad que
se pierde al disminuir las dimensiones del sistema. También se realiz6 una
comparacién con resultados reportados en diferentes articulos, los cuales
mostraron una perspectiva del funcionamiento del biosensor, siendo este positivo al
tener rangos similares, limites de deteccion y Km por debajo de lo reportado.
También se debe tomar en cuenta que los valores obtenidos de la Km fueron

elevados debido al electrodo de referencia.
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7.5 Evaluacion de biosensor en suero sanguineo humano

Para cada muestra, se realiz6 VC en un rango entre de -0.3 V a 0.8 V (vs. Ag/AgCl),
con una velocidad de muestreo a 0.01 V st También se realizaron
cronoamperometrias en agitacion para cada una y cronoamperometrias en estatica,

para observar la diferencia entre ambos resultados, siendo la misma concentracion.
Las ecuaciones de las curvas de calibracion que se usaron fueron las siguientes:
Agitacion: y = 1.16197 + 0.03596x

Estatica: y = 0.28484 + 0.00953x

7.5.1 Voluntario 1

Para observar un correcto funcionamiento del biosensor, se realizaron VCs sin
suero y con adiciéon de suero. Como se observa en la Figura 49, se obtuvo el pico
de oxidacion del peréxido, con un diferencial de corriente de 2.8 pA y a un voltaje
de 0.35, ligeramente recorrida a la derecha, a comparacién de los resultados
obtenidos con adiciones de AU. La presencia de la curva catalitica en 0.3 V es
caracteristico a la oxidaciéon de AU via enzimatica, lo que sugiere que el electrodo
es activo en la presencia de AU en la muestra sanguinea sin la interferencia de

moléculas que pudieran estar presentes.

Se realiz6 la evaluacion en agitacién, como se muestra en la Figura 50, donde
primero se agreg6 1 mL y posteriormente dos adiciones de 0.5 mL, obteniendo un
volumen final de 4 mL. Al seguir este procedimiento, como se esperaba, se
obtuvieron escalones de corriente, verificando el correcto funcionamiento del
biosensor en diferentes concentraciones. El valor final de la corriente se tomé para
obtener la concentracion de AU en suero a través de la ecuacion seleccionada. La
concentracion de AU en el suero del voluntario 1, calculado de acuerdo la curva de
calibracion al pH 7.4, fue de 192.30 uM que esta dentro del rango normal de AU en

suero humano.
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Figura 49 (A) VC sin adicién de muestra. (B) VC con muestra real 2 mL de suero. Ambas
con2mL de PBS a pH 7.4.
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Figura 50 Cronoamperometria en agitacion, 2 mL de PBS y adiciones de suero. Volumen
final 4 mL.
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Posteriormente, se realiz6 la cronoamperometria en estética durante 300 segundos.
En la Figura 51 se muestra la diferencia de corrientes con y sin muestra real,
también se aprecio una estabilizacion de la corriente después de los 150 segundos.

El valor de la corriente se consider6 a los 200 segundos, calculando una
concentracion de AU en el voluntario 1 de 236.20 pM.

‘ —— Blanco
— Muestra

A
w
|

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 51 Cronoamperometria en estatica, 2 mL de PBS y 2 mL de suero.Volumen final 4
mL.

7.5.2 Voluntario 2

En la Figura 52, se observo el pico de oxidacion a 0.35 V, con un diferencial de
corriente de 5.5 pA, lo que rectificé un correcto funcionamiento del biosensor con
muestras reales. También se observo mayor corriente en comparacion al voluntario
1y el mismo corrimiento de la curva hacia la derecha.

En la Figura 53, se muestra la cronoamperometria en agitacion, donde inicialmente

se tenia 2 mL de PBS y posteriormente se agrego el suero, primero 1 mL y después
dos adiciones de 0.5 mL.
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Figura 52 (A) VC sin adicion de muestra. (B) VC con muestra real 2 mL de suero. Ambas
con 2 mL de PBS a pH 7.4.
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Figura 53 Cronoamperometria en agitacion, 2 mL de PBS y adiciones de suero. Volumen
final 4 mL.
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Se obtuvo mayor corriente en comparacion al voluntario 1 y solo se observaron 2
escalones, esto debido a que el salto de corriente fue mayor. El valor de la

concentracion de AU en el voluntario 2 captada por el biosensor fue de 504.86 uM.

Finalmente, en la Figura 54 se analiz0 el resultado obtenido de Ia
cronoamperometria en estatica, donde la corriente se estabilizé a los 200 segundos,
diferente al voluntario 1, esto debido al ser una mayor contratacion de AU en el

suero. Se calculé el resultado con el nivel de corriente y la concentracion de AU en
el voluntario 2 fue de 456.69 uM.

12

\
\
10 4 —— Blanco
\ — Muestra
84|
44 N
\\\
2 _ e — — S
‘u\ B
0 .
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0 50 100 150 200 250 300
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Figura 54 Cronoamperometria en estatica, 2 mL de PBS y 2 mL de suero.Volumen final 4
mL.

Al realizar la comparacién de los resultados arrojados en las diferentes
metodologias de evaluacidn, se observan discrepancias entre estas, pero con cierta
similitud en los valores obtenidos. Si bien, no se puede saber la concentracion real
de las muestras proporcionadas, los resultados hacen sentido con la literatura,
considerando que el voluntario 1 no presenta rasgos fisicos para considerar una

posible concentracion alta de AU, mientras que el voluntario 2, presenta sobrepeso,
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un factor relevante para una concentracion alta de AU. Cabe resaltar que son
resultados preliminares y faltaria estandarizarlos, sin embargo, son resultados

favorables ya que se obtuvieron electrodos funcionales a la AU via enzimatica.

8 Conclusiones

En la inmovilizacion de la enzima con los tres tipos de nanoparticulas, se obtuvieron
mejores resultados con MWCNT-COOH. La principal dificultad que se presentd con
esta nanoparticula, fue la baja reproducibilidad, donde la corriente maxima era
variable, siendo la de menor valor de 78 pA y la de mayor de 145 pA. También se
tomaron en cuenta los datos como Km, limite de deteccién y cuantificaciéon, dando
como la mejor opcion las CNF, donde se obtuvo una Km de 9.68 pA, limite de
deteccion de 1.02 yA y una R? de 0.99 en el rango 0-1600 puM.

En segundo lugar, se optimizaron las relaciones estequiométricas, tanto de CNF
como de UOx. Se realiz6 una prueba con una concentracion muy baja de CNF,
donde se observaron corrientes muy bajas, comprobando que el uso de la
nanoparticula ayudd al desarrollo del proyecto para la obtencion de excelentes
resultados. Las concentraciones éptimas fueron las siguientes: 5 mg mL* de UOx y
10 mg mL* de CNF. El resto de concentraciones fueron descartadas debido a la
inconsistencia de los resultados obtenidos. Se obtuvo un valor de Km de 12.64 pA,
limite de deteccion de 0.92 pA y una R? de 0.97 en el rango 0-1600 uM.

En diferentes valores de pH, los cuales fueron: 4.5, 5.7 y 7.4 presentaron actividad
catalitica en la oxidacion de AU- Estos fueron elegidos debido a que son valores
gue se encuentran en fluidos bioldgicos. Los resultados obtenidos mostraron que,
en estos rangos de pH, el biosensor funciona correctamente, obteniendo pequefias
disminuciones de corriente en pH &cido, por lo tanto, el biosensor se puede utilizar
en un rango de pH de 4.5 a 8.8, considerando estas variaciones previamente

mencionadas.
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Una vez que se obtuvo los efectos del pH sobre el biosensor, se continué con la
prueba de interferentes, donde se evaluo el biosensor en el pH 5.7 y 7.4. Durante la
evaluacion en pH 5.7, la concentracion de &cido lactico en sudor (100 uM) afecto
directamente al biosensor, causando una caida de corriente, en cambio, en pH 7.4,
la concentracidn de acido lactico en sangre (9 uM) no causé caida de corriente.
Respecto al resto de interferentes, no mostraron relevancia, debido a que

presentaban un porcentaje de afectacion menor al 10 % con respecto al AU.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos de los interferentes, se procedio
a probar el biosensor con muestras reales, considerando que se utilizé un factor de
dilucion igual a 2. Estas pruebas se realizaron de dos formas, en estética y en
agitacion, donde se obtuvieron resultados similares. Sin embargo, los resultados
fueron gratificantes a causa de que la VC mostro el pico de oxidacién, los cambios
entre la corriente inicial y final fueron evidentes, se utilizaron las curvas de
calibracion para obtener las concentraciones finales y esos resultados concuerdan
con lo reportado en la literatura. Voluntario 1, 192.3 uyM, no presentd al momento
algun tipo de problema renal o cardiovascular, coincidiendo con lo detectado por el
biosensor, un valor estable-bajo de AU. Voluntario 2, 504.86 pM, presentando

obesidad, se obtuvo un valor estable-alto de AU.

Con todos los resultados obtenidos y analizados, se concluye que la hipotesis y los
objetivos planteados fueron cumplidos de forma satisfactoria y como se muestra en
la tabla 7, se mejoraron aspectos importantes en comparacién a trabajos

reportados.

9 Perspectivas

En la prueba de interferentes, se descart6 la opcion probar el biosensor en pH 4.5,
esto a causa de la alta concentracion de acido lactico que se encuentra en el sudor.
Dicha concentracion provocaba el decaimiento de la corriente bruscamente,

dejando inservible el biosensor. Se deben seguir analizando opciones para evitar
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este cambio brusco de la corriente, poder realizar las pruebas en sudor sin mayores

dificultades y lograr que la toma de la muestra no sea invasiva.

Al realizar las estaticas en plano, los resultados que se obtuvieron fueron poco
satisfactorios. Si bien se logro la deteccion de &cido urico, las corrientes obtenidas
fueron muy bajas, lo que provocé un gran aumento en el valor de la Km, lo que
indicaria una baja afinidad entre analito y sustrato. Es por ello que se requiere
mejorar el sistema en plano y obtener valores mas cercanos a las estaticas en plano

realizadas en el vaso de 10 mL.

Finalmente se planea seguir con el desarrollo del proyecto implementando la parte
electrénica, desarrollando un circuito electrénico que detecte la corriente generada

y envie los datos al celular mediante una aplicacion.
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