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Introducción 

 

La presencia de glucosa y ácido úrico en el organismo humano se conoce con el concepto de 

glicemia y uricemia, respectivamente. La glucosa es la principal fuente de energía en el ser 

humano y el ácido úrico es un potente antioxidante que contribuyen a la salud humana. 

Desafortunadamente, valores anormales de estas biomoléculas se relacionan estrechamente 

en diversas enfermedades, por ejemplo, diabetes, problemas renales, dificultades 

cardiovasculares, etcétera. 

 

Para prevenir estas enfermedades es necesario realizar mediciones frecuentes de las 

concentraciones de glucosa y ácido úrico para tomar acciones de salud en el ser humano y 

mantener estos metabolitos en niveles normales.  

 

La cuantificación de glucosa y ácido úrico en muestras fisiológicas se realiza principalmente 

por técnicas espectrofotométricas a través de mediciones indirectas con el empleo de la 

enzima glucosa oxidasa y uricasa, respectivamente. Aunque estas técnicas han resultado ser 

exactas y precisas, sus desventajas se resumen en: alto costo de operación, instrumentación 

sofisticada y/o vulnerabilidad de la enzima a cambios de temperatura o humedad.  

 

Estas limitantes propician un área de oportunidad para el desarrollo de sensores 

electroquímicos no enzimáticos modificados con materiales inertes de bajo costo y 

accesibles, como las nanopartículas de óxidos metálicos o Metal-Organic Frameworks, que 

han demostrado capacidad electrocatalítica para la detección de biomoléculas en muestras 

fisiológicas.   

 

En la presente tesis se reporta el desarrollo de metodologías analíticas no enzimáticas para la 

cuantificación de los niveles de glucosa y ácido úrico en muestras de orina humana, el 

documento se divide en tres capítulos: 

 

En el primer capítulo se presentan los antecedentes generales y se describe  la importancia 

de la glucosa y ácido úrico en el ser humano, la necesidad de cuantificar los niveles de 

glicemia y uricemia debido a los problemas ocasionados por niveles anormales,  las 
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limitaciones de las técnicas enzimáticas para su cuantificación, el desarrollo de metodologías 

electroquímicas libres de enzimas empleando electrodos de pasta de carbono modificados 

con materiales inertes de bajo costo para su empleo en muestras fisiológicas,  y por último, 

las ventajas al combinar las  redes neuronales artificiales y técnicas electroquímicas en la 

cuantificación de biomoléculas en presencia de interferentes que presentan señales 

superpuestas. 

 

En el segundo capítulo se describe la metodología empleada para la construcción de los 

sensores de pasta de carbono sin modificar y modificados, optimización del porcentaje de 

modificante en la pasta de carbono, optimización del pH del medio de la solución 

electrolítica, uso del diseño Box-Behnken para optimizar los parámetros relacionados con la 

técnica electroanalítica, caracterización analítica de los sensores electroquímicos propuestos, 

evaluación de la funcionalidad de los sensores y por último la implementación de una red 

neuronal artificial para cuantificar ácido úrico en presencia de diversos interferentes.  

 

En el tercer capítulo, se reportan los resultados obtenidos en el desarrollo de las metodologías 

voltamperométricas optimizadas para a) cuantificación de glucosa empleado un sensor de 

pasta de carbono modificado con nanopartículas de Fe2O3, b) cuantificación de glucosa 

empleado un sensor de pasta de carbono modificado con MOF MIL-100 Mn, c) 

cuantificación de ácido úrico empleado un sensor de pasta de carbono modificado con 

nanopartículas de Bi2O3 y por ultimo d) implementación de una red neuronal artificial para 

la cuantificación de ácido úrico en presencia de interferentes.  

 

Las metodologías voltamperométricas optimizadas y desarrolladas en esta investigación son 

propuestas que mostraron alta selectividad hacia el analito, excelente repetibilidad-

reproducibilidad y funcionalidad en muestras de orina convirtiéndolas en una alternativa para 

su empleo en ensayos clínicos.   
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1.1 La importancia del monitoreo clínico de la glucosa y ácido úrico. 

 

El monitoreo de la concentración de glucosa (Glc) y ácido úrico (AU) en los fluidos 

fisiológicos tiene importancia clínica, debido a la prevención y control de los padecimientos 

relacionados con niveles anormal en la concentración de Glc y AU en el organismo, por 

ejemplo, enfermedades como, la diabetes y gota, respectivamente. 

 

Las cifras de la Federación Internacional de la Diabetes indican que en el año 2021 en el 

mundo se estima que 537 millones de personas fueron diagnosticadas con diabetes, y 

desafortunadamente en México se reportó la existencia de 14.1 millones de enfermos 

diabéticos.1,2 Desafortunadamente, se pronostica que para el 2030 la diabetes será la séptima 

causa de muerte en la población humana.3 

 

Las cifras relacionadas con la enfermedad de la gota también son alarmantes, de acuerdo con 

la Organización Internacional de la Salud (OMS) en el año 2020 se registraron 41.2 millones 

enfermos de gota en la población mundial,4 y en México se estima que el 11% de la población 

presenta problemas relacionados con niveles anormales de AU en el organismo.5 

 

1.1.1 Glucosa. 

 

La Glc (figura 1.1) es un monosacárido con formula química C6H12O6, considerada como la 

principal fuente de energía en el organismo humano6,7 y se incorpora al torrente sanguíneo a 

partir del consumo de carbohidratos como los monosacáridos (galactosa y fructuosa), 

disacáridos (lactosa y sacarosa) o polisacáridos (almidón) y además a través del proceso de 

gluconeogénesis por la descomposición de grasas y proteínas formando glucógeno que es 

almacenado en el hígado y músculos esqueléticos para su posterior uso en el requerimiento 

energético de las células.8  

 

La presencia de Glc en la sangre se conoce con el término de glicemia y los niveles normales 

postprandiales (nivel de Glc medida dos horas después de la comida) se encuentran en el 

intervalo de concentración de 7800 µM – 11000 µM en sangre,9 2780 µM – 5550 µM orina,10 
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230 µM – 380 µM saliva,11,12 60 µM – 110 µM sudor12,13 y 50 µM – 500 µM en fluido 

ocular.14  

 

Figura 1.1 Representación de la estructura química de la D-glucosa. 

 

Valores por encima de los normales (hiperglicemia) se relacionan con la enfermedad 

conocida como diabetes,15,16 ocasionando complicaciones crónicas (renales, 

cardiovasculares, ceguera, amputaciones y la muerte prematura).17-19 Valores por debajo de 

los normales (hipoglicemia) ocasionan dolor de cabeza, lentitud, irritabilidad, agresividad, 

confusión, eventos psicóticos y crisis convulsivas, debido al déficit de Glc en el sistema 

nervioso.20 

 

1.1.2 Ácido úrico. 

 

El ácido úrico (AU) o 7,9-Dihydro-1H-purine-2,6,8(3H)-trione (C5H4N4O3), es un ácido 

débil (pKa de 5.8) formado como producto final del metabolismo de las purinas por acción 

de la enzima xantina oxidasa hasta AU en hígado, intestinos delgados y riñones. 21,22 El AU 

(figura 1.2) se encuentra en fluidos fisiológicos (saliva, orina y suero sanguíneo)23 y sus 

niveles de producción en el organismo dependen del consumo de purinas, alcohol o defectos 

enzimáticos en el metabolismo de las purinas.24  

 

Los niveles normales de AU en el ser humano (uricemia) se encuentran en el rango de 236.0 

μM -420.0 μM en sangre25 y 1400 μM – 4400 μM en orina.26 Estos niveles contribuyen a la 

salud con acciones antioxidantes, neuroprotectoras e inmunes,27-29 niveles bajos 

(hipouricemia) se relacionan con enfermedades neurológicas30-32 y niveles en exceso 

(hiperuricemia) se relacionan estrechamente con la enfermedad conocida como gota y otras 
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como la diabetes, hipertensión y problemas cardiovasculares.33-36 El monitoreo de la 

concentración de AU en fluidos fisiológicos es una medida preventiva para evitar 

complicaciones relacionadas con niveles anormales de uricemia. 

 

Figura 1.2 Representación de la estructura química del ácido úrico. 

 

1.2 Técnicas analíticas convencionales para cuantificar glucosa y ácido úrico.  

 

Debido a la importancia de la Glc y AU para el ser humano, los problemas relacionados con 

valores anormales en el organismo y la consecuente necesidad de monitoreos continuos, la 

química analítica ha dedicado gran parte de sus esfuerzos al desarrollo de metodologías para 

la cuantificación de estas moléculas en muestras fisiológicas, y evitar así complicaciones a 

la salud en la población.  

 

1.2.1 Técnicas analíticas convencionales para cuantificar glucosa. 

 

El método clínico más empleado para la cuantificación de la Glc es la espectrofotometría- 

enzimática empleando a la enzima glucosa oxidasa (ecuación 1).37  

 

En esta técnica la cuantificación de Glc se hace de manera indirecta mediante dos etapas 

secuenciales: en una primera etapa la enzima glucosa oxidasa, oxida enzimáticamente a la 

glucosa en ácido glucónico y se produce peróxido de hidrógeno, y en una segunda etapa la 

enzima peroxidasa reacciona con el peróxido de hidrógeno, el ácido p-hidroxibenzóico (p-

HBA) y 4-aminoantipirina (4-AAP) produciendo un compuesto coloreado el cual es medido 

en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 505 nm, la absorbancia registrada es 

proporcional a la cantidad de Glc en la muestra.38  
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Ecuación 1. Mecanismo de oxidación enzimática de la glucosa. 

 

Una de las desventajas que presenta el método enzimático, es la presencia de interferentes en 

el suero sanguíneo o en la orina (bilirrubina, ácido ascórbico y AU) que pueden ser oxidados 

por el peróxido de hidrogeno (H2O2) producido en la reacción catalizada por la enzima 

glucosa oxidasa y afectar el resultado.39 

 

Otro inconveniente de este método es el efecto de la glucólisis que se presenta en el lapso de 

la toma de muestra y hasta su pretratamiento, debido a que existe un consumo de Glc en 

sangre ex vivo, por el cual los valores de Glc pueden disminuir en promedio entre 5 a 7% por 

hora.40 

 

Otros métodos espectrofotométricos para la determinación de Glc son el de la o-toluidina41 

y ferricianuro.42 El método de o-toluidina, presenta varios inconvenientes, por ejemplo, el 

empleo de ácido acético concentrado para la preparación de reactivos requeridos en el análisis 

puede ser irritante para los analistas y causar deterioro paulatino en los utensilios del 

espectrofotómetro, y la presencia de azúcares reductores, varios medicamentos, el AU, la 

creatinina y la bilirrubina, pueden interfieren en los resultados obtenidos.43 Por otro lado, el 

método de la reducción del ferricianuro es afectado por varias sustancias interferentes, 

fundamentalmente la creatinina y el AU, observándose valores de Glc falsamente elevados 

en pacientes con hiperuricemia; a pesar de esto, fue el primer método automatizado para la 

determinación de Glc.44 

 

Otras propuestas recientemente reportadas incluyen el uso de espectrofotometría UV-Vis,45-

47 cromatografía de líquidos,48-50 fluorescencia,51-53 electroforesis capilar54-56 o 

quimioluminicencia.57-59 Desafortunadamente, estas técnicas presentan varias desventajas, 

por ejemplo, la necesidad de un pretratamiento previo de la muestra, instrumentación 

sofisticada y uso de solventes orgánicos.60-62 

 D-glucosa + O2       
glucosa oxidasa        ácido D-glucónico + H2O2 

 

H2O2 + p-HBA + 4-AAP              peroxidasa            complejo-coloreado + H2O 
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1.2.2 Técnicas analíticas convencionales para cuantificar ácido úrico. 

 

En la actualidad, el método de detección más común para AU es la espectrofotometría-

enzimática con uso de la enzima uricasa (ecuación 2). En una primera etapa, el AU es oxidado 

por la enzima uricasa a alantoína y peróxido de hidrógeno (H2O2), posteriormente el H2O2 en 

presencia de peroxidasa (POD) reacciona con el 4-aminofenazona (4-AF) y 2-4 diclorofenol 

sulfonato (DCPS) formando quinonaimina que es un compuesto rosáceo. Por 

espectrofotometría se mide la absorbancia a 520 nm la cual es proporcional a la concentración 

de AU presente en la muestra ensayada.63  

 

  

Ecuación 2. Mecanismo de oxidación enzimática del ácido úrico. 

 

El método es relativamente fácil de realizar, sin embargo, sus desventajas radican en los 

cuidados de la enzima (deben de mantenerse en frascos bien cerrados y a una temperatura de 

2 a 8 °C, protegidos de la luz para evitar su desnaturalización prematura), y con las muestras 

de suero o plasma (tienen una estabilidad de 3 a 5 días cuando son refrigeradas de 2 a 8 ºC). 

Otras desventajas que presentan este método son: baja sensibilidad, un proceso complejo de 

detección, un rango lineal estrecho y un alto costo por el empleo de la enzima. 64 

 

Otros métodos analíticos reportados recientemente para la detección de AU involucran el uso 

de espectrofotometría,65-67 cromatografía,68-71 electroforesis,72-74 quimiolumincencia75-77 y 

fluorencencia,78-80 sin embargo, la mayoría de ellos presentan varios inconvenientes, 

destacando la necesidad de una etapa de pretratamiento de la muestra para evitar 

interferencias en la señal analítica, alto costo de instrumentación, el uso de solventes 

orgánicos, personal con capacitación sofisticada, entre otros.81  

 

 

 

 Ácido úrico + H2O + O2          uricasa             alantoína + CO2 + 2H2O2 

 

H2O2 + 4-AF + DCPS              POD            quinonaimina + 4H2O 
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1.3 Técnicas electroquímicas para cuantificar biomoléculas. 

 

El termino electroanálisis describe al área de la electroquímica que se encarga de relacionar 

las magnitudes eléctricas en un sistema electroquímico con la concentración de un analito. 

 

Recientemente, se ha reportado en la literatura el desarrollo de metodologías electroanalíticas 

para cuantificar infinidad de moléculas de interés bioquímico y clínico, como la Glc y AU. 

Lo anterior es debido a las ventajas que poseen estas técnicas sobre las convencionales, tales 

como: alta sensibilidad, rápida respuesta y bajo costo de operación, en comparación con las 

técnicas convencionales.82   

 

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas electroquímicas que se han aplicado en 

el desarrollo de metodologías analíticas, sin embargo, nos enfocaremos en describir a la 

voltamperometría ya que es la que se desarrolla en el trabajo de investigación de esta tesis. 

 

1.3.1 Voltamperometría. 

 

La voltamperometría es una técnica electroquímica que basa su funcionamiento en la 

aplicación un potencial eléctrico variable a un electrodo de trabajo sumergido en una solución 

electrolítica que contiene una especie electroactiva, midiendo la intensidad de corriente que 

circula en ese electrodo debido a las reacciones redox de las especies electroactivas.83 

 

En la voltamperometría se emplea una celda electroquímica formada por un electrodo de 

trabajo o sensor electroquímico, un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar, 

sumergidos en la disolución electrolítica en donde se lleva a cabo la reacción de transferencia 

de electrones hacia la superficie del electrodo de trabajo (figura 1.3):  

 

a) Electrodo de referencia. Se incluye en la celda para medir el potencial del electrodo 

de trabajo a partir del valor constante de potencial que mantiene durante todo el 

análisis electroquímico. El electrodo de referencia más empleado es el electrodo 

Ag/AgCl (plata/cloruro de plata) que consta de un cuerpo cilíndrico que contiene un 

hilo de plata (sumergido en una solución de 3 M KCl) recubierto de AgCl.  
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b) Electrodo auxiliar o contraelectrodo. Es el electrodo donde circula toda la corriente 

eléctrica necesaria para equilibrar el flujo de corriente presente en el electrodo de 

trabajo. Uno de los más empleados es la barra de grafito debido a su buena 

conductividad, bajo costo y disponibilidad.  

c) Electrodo de trabajo: es sobre el cual se aplica un potencial para cuantificar al analito. 

De los materiales más usados para estos electrodos están los carbonáceos, siendo el 

electrodo de carbón vítreo (GCE) y los electrodos de pasta de carbono (CPE) los más 

los empleados, sin embargo, estos últimos (formados por una mezcla de polvo de 

grafito y un aglutinante) presentan varias ventajas que los hacen más atractivos para 

su empleo en el electroanálisis, como son: una simple construcción, bajo costo en su 

construcción, pueden ser modificados fácilmente mediante la mezcla con otros 

materiales para mejorar su rendimiento electrocatalítico.  

 

Los tres electrodos son conectados externamente a un potenciostato, y cada uno de ellos juega 

un papel importante para el electroanálisis.84  

 

 

Figura 1.3 Representación de un sistema de tres electrodos. 

 

El sistema de tres electrodos permite medir la intensidad de corriente registrada durante el 

análisis electroquímico, que es representada en un diagrama de corriente-voltaje denominado 

voltamperograma (figura 1.4), y que se construye graficando la intensidad de corriente (I) en 

el eje vertical (y) y el potencial de voltaje (E) en el eje horizontal (x). 
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Figura 1.4 Representación de un voltamperograma. 

 

1.3.1.1 Voltamperometría de barrido lineal.   

 

La voltamperometría lineal de barrido o LSV (linear sweep voltammetry) es una técnica 

electroquímica que es programada para imponer un potencial de voltaje aplicado linealmente 

desde un potencial de voltaje inicial (E0) hasta un potencial de voltaje máximo (Emax) en un 

tiempo determinado que contempla un tiempo inicial (T0) hasta un valor final (Tf) (figura 

1.5).85 

 

Figura 1.5 Programa de barrido de potencial positivo en voltamperometría lineal. 

Potencial de voltaje inicial (E0), potencial de voltaje final (Emax), tiempo inicial (T0), tiempo final (Tf). 

 

En la figura 1.6, se representa un voltamperograma obtenido mediante barrido lineal, en el 

cual se puede observar la variación de intensidad de corriente respecto al potencial aplicado. 

En el diagrama es de interés el valor de la intensidad máxima de corriente de pico anódico 
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(Ipa) y el valor de voltaje de pico anódico (Epa) para una reacción electrolítica en el proceso 

de oxidación de un analito. 

 

Figura 1.6 Gráfico obtenido mediante voltamperometría de barrido lineal. 

Voltaje anódico (Epa), intensidad máxima de corriente de pico anódico (Ipa) 

 

1.3.2 Voltamperometría cíclica. 

 

La voltamperometría cíclica o CV (cyclic voltammetry) es empleada en el estudio cualitativo 

y cuantitativo de reacciones electroquímicas y su programación se realiza mediante una 

variación de potencial en forma triangular, es decir el potencial se varia linealmente desde 

un potencial inicial (E0) y un tiempo inicial (T0) hasta un potencial máximo (Emax) alcanzado 

en el primer tiempo programado (T1)  y luego el sentido de barrido se invierte hasta un 

potencial mínimo (Emin) en el segundo tiempo programado (T2) y posteriormente llega al 

potencial inicial (E0) en el tiempo tres o final (T3) originando un ciclo entre potenciales 

(figura 1.7).86 

 

Figura 1.7 Programa de potencial en voltamperometría cíclica. 

Potencial de voltaje inicial (E0), potencial de voltaje máximo (Emax), potencial de voltaje mínimo (Emin), tiempo inicial 

(T0), primer tiempo programado (T1), segundo tiempo programado (T2), tercer tiempo programado (T3). 
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En un voltamperograma cíclico (figura 1.8) es de interés el potencial de pico anódico (Epa), 

el potencial de pico catódico (Epc), la intensidad máxima de corriente del pico anódico (Ipa) 

y la intensidad mínima de corriente de pico catódico (Ipc), que nos proporcionan información 

del comportamiento electroquímico de la especie química analizada, además de que la 

magnitud de la intensidad de corriente de los picos anódico-catódico se relaciona 

directamente con la concentración de la especie electroactiva presente en la solución 

electrolítica.87  

 

 

Figura 1.8 Gráfico obtenido mediante voltamperometría cíclica. 

Intensidad máxima de corriente del pico anódico (Ipa), Intensidad mínima de corriente catódica (Ipc), potencial de pico 

anódico (Epa), potencial de pico catódico (Epc). 
 

1.3.3 Voltamperometría diferencial de pulso. 

 

Voltamperometría diferencial de pulso o DPV (differential pulse voltammetry) es una de las 

técnicas más empleadas en el desarrollo de metodologías analíticas para cuantificar Glc y 

AU, debido a su alta sensibilidad analítica y bajos límites de detección.88 

 

En las mediciones usando DPV, se aplican pequeños impulsos de amplitud en una rampa 

lineal, y la corriente se mide antes de la aplicación del pulso (T1) y al final de cada pulso (T2), 

se calcula la diferencia entre las corrientes para eliminar la corriente de fondo y obtener una 

señal de respuesta libre de corriente no faradaica o capacitiva.89   
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En la figura 1.9, observamos que en DPV se encuentran relacionadas cuatro variables con 

respecto a la señal de respuesta: amplitud de pulso, ancho de pulso, periodo de pulso y paso 

de potencial.  

 

Figura 1.9 Programa de potencial en voltamperometría diferencial de pulso. 

 

La principal ventaja de DPV es la baja corriente capacitiva, lo que mejora las características 

analíticas de la técnica, por lo que se emplea ampliamente en análisis cuantitativos. En la 

figura 1.10, se representa un voltamperograma típico obtenido mediante DPV para la 

oxidación de un analito proceso relacionada a la intensidad de corriente anódica (Ipa) 

generada a un potencial anódico de trabajo (Epa).  

 

Figura 1.10 Gráfico obtenido mediante voltamperometría diferencial de pulso. 

Intensidad máxima de corriente del pico anódico (Ipa), potencial de pico anódico (Epa) 
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Recientemente, varios grupos de trabajo han optado por la implementación de metodologías 

basadas en DPV para la determinación de biomoléculas en muestras fisiológica empleando 

sensores electroquímicos modificados con nanopartículas de óxidos metálicos o metal 

organic-frameworks (MOF).90,91  

 

1.3.4 Sensores electroquímicos para la determinación de glucosa y ácido úrico 

 

Un sensor electroquímico, es el dispositivo capaz de detectar y/o cuantificar especies 

electroactivas y traducir la información de una especie electroactiva en una señal 

analítica.92,93  

 

Para su funcionamiento, el sensor electroquímico (figura 1.11) está constituido por dos 

componentes básicos: receptor (elemento con capacidad de interaccionar o reconocer 

selectivamente a la especie electroactiva presente en la muestra) y transductor (capaz de 

convertir la señal de respuesta del receptor en una señal procesable, por ejemplo, señal 

electroquímica).95  

 

 

Figura 1.11 Representación de elementos en un sensor electroquímico. 

 

Actualmente, las técnicas electroquímicas y el uso de sensores electroquímicos constituyen 

una alternativa en desarrollo para cuantificar Glc o AU en muestras fisiológicas, debido a sus 

ventajas (bajo costo, construcción simple, operatividad sencilla, alta sensibilidad, 

selectividad analítica y obtención de información analítica en tiempo real).96,97  
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Los sensores electroquímicos usados en la cuantificación de Glc y AU pueden ser 

clasificados en enzimático o no enzimáticos.  

 

Debido a las diversas complicaciones relacionadas con niveles anormales de Glc y AU en el 

organismo humano, se ha reportado en la literatura el desarrollo de sensores electroquímicos 

enzimáticos para cuantificar la glicemia y uricemia.  

 

Los sensores electroquímicos enzimáticos para Glc y AU son dispositivos que aprovechan 

las ventajas de los métodos electroquímicos y la inmovilización de una enzima.98  

 

Para el caso de la Glc, el primer sensor electroquímico enzimático para Glc fue desarrollado 

Clark y Lyons en el Hospital Infantil de Cincinnati en el año de 1962, y la cuantificación 

enzimática de la Glc se realizó mediante el monitoreo del oxígeno, de acuerdo con el 

mecanismo representado en la ecuación 3.99 

 

 

Ecuación 3 Mecanismo de oxidación enzimática de glucosa en sensor electroquímico. 

 

Para la cuantificación del AU, uno de los primeros sensores enzimáticos reportado fue 

construido por Nanjo & Guilbault en el año de 197499 para su aplicación en muestras de 

sangre y orina. Los sensores enzimáticos para AU basan su funcionamiento en la medición 

del consumo de oxígeno durante la reacción catalizada por la enzima uricasa, de acuerdo con 

el mecanismo representado en la reacción 4.100  

 

  

Ecuación 4. Mecanismo de oxidación enzimática de ácido úrico en sensores electroquímicos. 

 

A pesar de las limitaciones presentadas por los sensores enzimáticos (por ejemplo, el ruido 

ocasionando por el oxígeno de fondo en la reacción y la vulnerabilidad de la enzima a 

cambios ambientales), su creación impulsó el desarrollo de nuevas propuestas de manera 

 Ácido úrico + H2O + O2          uricasa             alantoína + CO2 + 2H2O2 

 

Glucosa + O2          
glucosa oxidasa             ácido glucónico + 2H2O2 
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exponencialmente y ha permitido que en la actualidad se dispongan de sensores portátiles 

para ser empleados en el monitoreo continuo de la glicemia y uricemia:    

 

a) Para medir los niveles de glicemia, se emplean los glucómetros portátiles que son los 

dispositivos más empleados en la cuantificación de los niveles de Glc en la población. 

Estos equipos constan de sensores enzimáticos (tiras reactivas impregnadas con la 

enzima glucosa oxidasa) y un dispositivo amperométrico portátil (glucómetro) que 

permite la cuantificación de la glicemia. Para cuantificar los niveles de glicemia con 

las tiras reactivas, se debe impregnar con una gota de sangre y posteriormente 

introducirse en el glucómetro para la medición (figura 1.12).101 

b) En el caso de la medición de uricemia recientemente, se inició la comercialización de 

un dispositivo portátil (Sinocare) que permite la cuantificación de AU en muestras de 

sangre empleando tiras reactivas impregnadas con enzimas uricasa (figura 1.16) y un 

funcionamiento similar al del glucómetro.  

 

 

Figura 1.12 Medición de glicemia empleando un glucómetro comercial. 

 

Sin embargo, estos equipos presentan problemas y errores debidos a diferentes factores entre 

los que se destacan: pilas bajas o tiras caducadas, glucómetro sucio o descompuesto, mala 

calibración del glucómetro, exposición de las tiras reactivas a factores ambientales 

(humedad, temperatura, etcétera) que afecten la estabilidad de la enzima, entre otros.102 

 

Muestra 

Tira reactiva 

Dispositivo 

de medición
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Además, los procedimientos complejos de purificación de enzimas, altos costos de 

producción, falta de estabilidad a largo plazo (desnaturalización de la enzima) son otras 

desventajas de los sensores enzimáticos.103,104 

 

Debido a las limitaciones que presentan las tiras enzimáticas, además de todas las técnicas 

de análisis basadas en enzimas, diversos grupos de trabajo se han sumado a la tendencia de 

sustituir a las enzimas por materiales económicos y estables.  

 

1.4 Materiales inertes empleados en la modificación de sensores 

electroquímicos.  
 

El empleo de nanoestructuras metálicas y MOF han permitido el desarrollo y la construcción 

de nuevas propuestas de sensores electroquímicos para cuantificar Glc105-107 y AU108,109 en 

muestras fisiológicas.  

 

Debido a la importancia que han adquirido estos materiales en los últimos años en el 

desarrollo de sensores electroquímicos libres de enzima, realizaremos una descripción breve 

de estos materiales.  

 

1.4.1 Nanopartículas metálicas. 

 

Las nanopartículas metálicas (diámetro promedio de 1 nm a 100 nm)110  han despertado un 

gran interés en el desarrollo de sensores electroquímicos para cuantificar diversas 

biomoléculas, fármacos, contaminantes, etcétera, debido a sus dimensiones nanométricas que 

incrementan el número de átomos por unidad de área (aumentando la reactividad del 

material).111-112 Estas propiedades superiores permiten que las nanoestructuras metálicas se 

apliquen en la detección de biomoléculas, como la Glc o AU.  

 

Las nanoestructuras de metales de transición nobles (oro, plata y platino)113-115 han sido los 

materiales más empleados para el desarrollo de sensores no enzimáticos para cuantificar Glc 

y AU, debido a sus superiores propiedades electrocatalíticas.116 
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Desafortunadamente, los materiales nobles y sus nanoestructuras son costosos y escasos, 

características que incrementaría el costo de análisis clínico mediante el uso de sensores no 

enzimáticos basados en ellos.117,118  Es por esto que en los últimos años las investigaciones 

se han orientado en la sustitución de los materiales preciosos por el uso de nanoestructuras 

de óxidos metálicos,119,120 que han demostrado propiedades electrocatalíticas para mejorar la 

oxidación de biomoléculas y, además, son materiales económicos y accesibles.121-123  

 

1.4.2 Nanoestructuras de óxidos metálicos. 

 

Las nanoestructuras de óxidos metálicos representan una excelente alternativa para remplazar 

a las enzimas y a los metales nobles en los sensores electroquímicos empleados para la 

cuantificación de biomoléculas de interés clínico como la Glc y AU debido a su bajo costo, 

abundancia, estabilidad química, funcionamiento a diferentes pHs de trabajo, gran área 

electroactiva y buenas propiedades eléctricas.124,125 Además, se han reportado rendimientos 

analíticos comparables al de las nanopartículas de metales nobles para cuantificar 

biomoléculas en muestras fisiológicas.126,127  

 

En esta tesis se describe el uso de nanopartículas de óxido de hierro (III) y nanopartículas de 

óxido de bismuto (III) para desarrollar sensores electroquímicos no enzimáticos para Glc y 

AU, respectivamente; en las siguientes secciones se describirán sus características y ventajas 

sobre otras estructuras. 

 

1.4.3 Nanoestructuras de óxido de hierro (III).  

 

El trióxido de dihierro u óxido férrico, es un material inorgánico presente en la naturaleza en 

forma de hematita, que se emplea como pigmento en diversas áreas (pintura, cerámica, papel, 

cemento, vidrio, farmacéutica, alimentaria, etcétera).128,129 

 

Las nanopartículas de óxido de hierro (Fe2O3) son estructuras metálicas de bajo costo, alto 

rendimiento catalítico, alta conductividad, abundancia, estabilidad química y pueden 

incorporarse fácilmente en la superficie de electrodos de trabajo mejorando su rendimiento 

electrocatalítico para cuantificar biomoléculas.130,131  
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Estas propiedades han impulsado el uso de las nanopartículas de Fe2O3 en la modificación 

de sensores electroquímicos para la detección y cuantificación de diversos analitos como 

dopamina132 y colesterol133 evitando el uso de enzimas y las limitaciones de las dificultades 

de las técnicas como la espectrofotometría, cromatografía, etcétera (pretratamiento de la 

muestra, instrumentación de alto costo y el empleo de solventes orgánicos) 134,135   

 

Es por lo anterior que el uso de nanopartículas de Fe2O3 representa una alternativa novedosa 

y viable para sustituir a las enzimas en los sensores electroquímicos, por lo que en este trabajo 

se desarrollan sensores no enzimáticos para la determinación de Glc. 

 

1.4.4 Nanoestructuras de óxido de bismuto (III).  

 

El trióxido de dibismuto o bismita, es el compuesto del bismuto más empleado e importante 

en el sector industrial, siendo sus principales aplicaciones en la industria de la cerámica, 

medicina y fabricación de vidrios.136-138  

 

Por otro lado, las nanoestructuras de trióxido de dibismuto o bismita (Bi2O3), han demostrado 

poseer propiedades interesantes para su aplicación en el campo de los sensores 

electroquímicos, como gran área superficial, conductividad eléctrica, bajo costo, abundancia 

y facilidad para ser incorporadas en la superficie de sensores electroquímicos. A pesar de sus 

ventajas, han sido poco empleadas en sensores electroquímicos aplicados a la detección de 

biomoléculas de interés clínico (paracetamol y H2O2).
139-141 

 

En esta investigación presentamos el empleo de nanopartículas de óxido de bismuto para la 

construcción de un novedoso sensor no enzimático para la detección de AU; en la literatura 

consultada no se encontró evidencia del uso de este material para la cuantificación de AU. 

 

1.4.5 Estructuras metal-orgánicas.   

 

Las estructuras metal-orgánicas o MOF (Metal-Organic Framework), son materiales 

cristalinos covalentes formados por un centro metálico y un ligante orgánico., que poseen 
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vacíos interconectados a escala nanométrica que le confieren un potencial para atrapar, 

almacenar o catalizar biomoléculas.142-145 

 

Se han reportado varias técnicas para la síntesis de MOFs: sonoquímico, electroquímico, 

etcétera, sin embargo, la más reportada es la solvotérmica, debido a su bajo costo y 

simplicidad; consiste en calentar de forma homogénea un metal de transición (formador de 

nodos) y un ligante orgánico (con carga negativa) para la formación del MOF.146-148  El ligante 

orgánico actúa como un puente que une a los nodos metálicos, formando estructuras 

unidimensionales (1-D), bidimensionales (2-D) o tridimensionales (3-D) (figura 1.13).149-151 

 

 

Figura 1.13 Representación de estructuras MOF 1D, 2D y 3D. 

 

Estos materiales tienen características notables, como una alta área superficial y poros 

sintonizables, que incrementa significativamente el área electroactiva al ser usados como 

parte de sensores electroquímicos, y la capacidad de adsorción selectiva del analito. Es por 

esta razón que los MOFs han atraído atención para el desarrollo de sensores no 

enzimáticos.152-154 
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En esta investigación, se reporta por primera vez el uso del MOF MIL-100 Manganeso (MOF 

Materials of Institute Lavoisier (MIL)155,156 -100 Mn) para la construcción de un sensor no 

enzimático para la detección de Glc. Cabe mencionar que en la literatura no se encontró 

evidencia del uso de este material para la construcción de sensores no enzimáticos para la 

cuantificación de biomoléculas de interés clínico. 

 

1.4.5.1 MOF MIL-100 Mn 

 

Los MOF-MIL son estructuras formadas por centros metálicos trivalentes unidos por ligantes 

orgánicos, altamente porosos y de gran área superficial. Los metales Al3+ y Fe3+, son los 

centros metálicos más reportados para la formación de MOF MIL-100. 157-159 

 

Recientemente, se reportó la síntesis del MOF MIL-100 empleando como centro metálico al 

Mn3+ e iones carboxilatos como ligantes. La estructura sintetizada presentó forma octaédrica 

(nodos metálicos en las esquinas conectados por el ligante orgánico) unidas en una red 

organometálica con poros de 25 Å y 29 Å (figura 1.14).160-162  

 

 

Figura 1.14 Representación de estructuras MOF MIL-100 Mn. 

 

De acuerdo, con varios reportes las aplicaciones de MOF MIL-100 Mn son pocas y recientes, 

entre las que se destacan oxidación de especies químicas (monóxido de carbono,163 

alquenos164 y tolueno165), reducción de nitrofenol,166 combustión catalítica del 

clorobenceno,167 materiales anódicos en baterías de litio168 y como materiales 

supercapacitores.169  

Ligante 

orgánico

Nodo 
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Desafortunadamente y como se mencionó antes, el MOF-MIL-100 Mn no se ha empleado en 

el desarrollo de sensores electroquímicos para la cuantificación de especies químicas.   

 

1.5 Sensores electroquímicos no enzimáticos para la determinación de glucosa 

y ácido úrico 
 

La incorporación de nanopartículas de óxidos metálicos o MOF en la construcción de 

sensores no enzimáticos apertura una gran área de oportunidad y posibilidades para el 

desarrollo de nuevos sensores de trabajo.170,171  

 

El desarrollo de sensores electroquímicos no enzimáticos para cuantificar Glc y AU adquirió 

un gran interés en la comunidad científica en los últimos años, debido a los diversos 

problemas de salud relacionados con niveles anormales de glicemia y uricemia, aunado a las 

desventajas de los sensores enzimáticos propiciadas por las limitaciones de las enzimas. 

 

Para la Glc (tabla 1.1) y AU (tabla 1.2), se han reportado sensores electroquímicos no 

enzimáticos modificados con materiales inertes como nanopartículas metálicas nobles, 

nanoestructuras de óxidos metálicos y recientemente las estructuras denominadas MOF.  

 

Tabla 1.1 Sensores no enzimáticos modificados con nanopartículas de óxidos metálicos o MOF para cuantificar glucosa 

Sensor Técnica Medio Potencial de 

trabajo (mV) 

LOD 

μM 

Rango lineal 

μM 

Referencia 

PPy-AgNPs/GCE CA 0.1 M NaOH 900 3.6 25 – 2500 172 

Cu2O nanocubos/SPE CA 0.1 M KOH 700 3.1 7-4500 173 

NiO/GO/GCE CA 0.10 M NaOH 600 0.77 2-600 174 

Co3O4 nano- 

láminas/GCE 

CA 0.10 M NaOH 600 1-50 15-3000 175 

Ni MIL-77/GCE CA 0.10 M NaOH 600 0.25 1-500 176 

GS@ZIF-67/GCE CA 0.10 M NaOH 600 0.36 1−805.5 177 

3D Cu-MOF/CNTs/GCE CA 0.1 M NaOH 310 0.017 0.02-80 178 

Cronoamperometría (CA), polipirrol (PPy), nanopartículas (NPs), óxido de grafeno (GO), material del Instituto Lavoisier 

(MIL), grafeno tipo Sandwich (GS), Zeolite Imidazol Frameworks (ZIF), nanotubos de carbono (CNTs), solución buffer de 

acetato (PBS), metal organic-frameworks (MOF), electrodo de carbono vitreo (GCE), electrodo serigrafiado (SPE), 

molaridad (M, molL-1).   
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Estos materiales, se incorporan a los electrodos de trabajo para incrementar su área 

electroactiva, y mejorar la transferencia de electrones en el proceso de oxidación de la Glc. 

 

Tabla 1.2 Sensores no enzimáticos modificados con nanopartículas de óxidos metálicos o MOF para cuantificar AU 

Sensor Técnica Medio Potencial de 

trabajo (mV) 

LOD 

μM 

Rango lineal 

μM 

Referencia 

AgNPs/rGO/GCE LSV 0.1 M PBS 610 8.2 10-1000 181 

CuO nano-rice/GCE CA 0.1 M PBS 400 0.83 0.83–253 182 

ZnO-NPs/GCE SWA 0.1 M PBS 400 0.11 0.2–150 183 

nanoSnO2/MWCNT/CPE DPV 0.1 M PBS 422 1 3–200 184 

ZIF-11/GCE -- 0.1 M BRB 280 0.48 50–540 185 

GO-ZIF67/GCE DPV 0.1 M PBS 250 0.1 0.8 − 200 186 

ZIF-67/g-C3N4/GCE DPV 0.1 M PBS 280 0.052 0.2–6.5 187 

Voltamperometría de barrido lineal (LSV), voltamperometría de redisolución anódica (SWA), voltamperometría diferencial 

de pulso (DPV), Cronoamperometría (CA), nanopartículas (NPs), óxido de grafeno (GO), óxido de grafeno reducido (rGO), 

nanotubos de carbono (CNTs), nanotubos de carbono multipared (MWCNTs), Zeolita Imidazol Frameworks (ZIF), nitruro 

de carbono grafitico (g-C3N4), solución buffer de acetato (PBS), solución buffer Britton-Robinson (BRB),  electrodo de 

carbono vitreo (GCE), electrodo de pasta de carbono (CPE), molaridad (M, molL-1). 

 

El mecanismo de oxidación electroquímica de la glucosa empleando nanopartículas de 

óxidos metálicos o MOF, es presentando en la figura 1.15 en donde el metal (M) se oxida en 

la superficie del electrodo de trabajo debido al potencial anódico y pH de la solución 

electrolítica impuestos, posteriormente la especie metálica oxidada (M*) interactúa con la 

glucosa propiciando su oxidación a glucolactona y la reducción de M* a M.179,180  

 

 

Figura 1.15 Oxidación no enzimática de la glucosa en medio básico 
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Los autores describen la oxidación electroquímica no enzimática del AU empleando 

materiales modificantes basados en metales de transición de acuerdo con el siguiente 

mecanismo (ecuación 5):   

 

 

Ecuación 5. Mecanismo de oxidación no enzimática de ácido úrico en sensor electroquímico. 

 

Es claro que la modificación de los sensores electroquímicos con nanopartículas de óxidos 

metálicos o MOFs ha permitido el desarrollo de metodologías electro-analíticas exactas y 

precisas para la cuantificación de Glc y AU.  

 

Desafortunadamente, algunas propuestas reportan parámetros analíticos poco competitivos, 

(debido a su rango de trabajo lineal corto).174,178, 183, 185  

 

Por lo tanto, es necesario emplear el Diseño de Experimentos (DoE) para optimizar los 

parámetros relacionados con la técnica de análisis e incrementar la señal de respuesta del 

sensor no enzimático.  

 

1.6 Diseño de Experimentos 
 

Antes de la aparición del DoE, los factores o variables de los experimentos se optimizaban 

usando la estrategia un-factor-por-vez (OFAT).189,190 La optimización univariable, consiste 

en la modificación por separado de cada factor y evaluar la respuesta en cada una de las 

pruebas. Desafortunadamente, esta estrategia es poco eficiente. 191,192 

 

En 1920, Sir Ronald Fisher aplicó por primera vez el DoE para la optimización de producción 

de papa. 193,194 Los DoE son herramientas estadísticas aplicadas en tareas de planificación, 

realización, análisis e interpretación de experimentos mediante la aplicación de pruebas 

controladas para evaluar el efecto de los factores a diferentes niveles y evaluar su impacto en 

la señal de respuesta.195,196  

 

 Ácido úrico + H2O                                  alantoína + 2e- + 2H+ CO2 
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En este trabajo de investigación se aplicó el diseño de Experimentos basado en la técnica 

Box-Behnken para la optimización de las variables implicadas en la técnica analítica DPV y 

maximizar la señal de respuesta anódica en la oxidación electroquímica de Glc y AU.  

 

1.6.1 Diseño de Experimentos Box-Behnken. 

 

El diseño de experimentos Box-Behnken (DBB) fue desarrollado por George Edward Pelham 

Box y Donald Behnken para la estimación de los parámetros en un modelo de segundo orden 

empleando factores con dos o tres niveles para ajustar superficies de respuesta. 197,198 El DBB 

consiste en la combinación de diseños factoriales con diseño de bloques incompletos para 

optimizas las condiciones óptimas para una variable de respuesta (figura 1.16). 199  

 

 

Figura 1.16 Representación de un diseño Box-Behnken para tres factores. 

 

El DBB permite la estimación de los coeficientes de primer y segundo orden, que son 

expresados en un modelo polinomial (ecuación 6), donde y es la señal de respuesta, β son los 

coeficientes y los términos x representan las variables.200-202 

 

 

Ecuación 6. Representación del modelo polinomial obtenido en el diseño Box-Behnken. 

 

La implementación de DBB generalmente implica cuatro etapas principales: 203 

 

a) Se establecen el plan experimental a partir de los factores y sus valores iniciales. 

b) Ejecución del plan experimental. 

+1 

-1

-1 +1

-1

+1

Factor A

Factor B

Factor C

𝑦 = 𝛽𝑜 +  𝛽1 +  ∗ 𝛽1𝑗𝑥1𝑥2 
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c) Estimación de los coeficientes del modelo matemático y la comprobación de la 

precisión del modelo matemático. 

d) Predicción de las condiciones optimizadas para los factores y su confirmación 

experimental.  

 

Recientemente el DBB se emplea para optimizar los parámetros operacionales de la DPV 

(amplitud de pulso, ancho de pulso, periodo de pulso y paso de potencial) mediante un 

modelo que describe el efecto de cada factor y de las interacciones. La precisión del modelo 

matemático se realiza por la evaluación de su ajuste con los datos experimentales empleando 

los siguientes parámetros estadísticos (tabla 1.3). 204 

 

Tabla 1.3 Parámetros estadísticos para evaluación del modelo en el diseño Box-Behnken 

Parámetro Descripción 

Error estándar del 

ruido 

 (S) 

Representa la magnitud de la variación de la respuesta causada por el ruido. Los valores 

más bajos indican un mejor ajuste.; valores bajos indican que el modelo presenta una 

mejor respuesta. 

 

Coeficiente de 

determinación (R2) 

Es el porcentaje de variación en la respuesta que es explicada por el modelo; valores 

cercanos al 100% indican un mejor ajuste del modelo a los datos experimentales. 

 

Coeficiente de 

determinación 

ajustado 

(adj-R2) 

Es el porcentaje de variación en la respuesta que es explicada por el modelo ajustado 

por el número de predictores relacionado con el número de observaciones.  Su valor se 

calcula como 1 menos le relación cuadrática medio (MSE) y el total cuadrático medio 

(MS total). Valores altos indican un buen ajuste.  

 

Coeficiente de 

determinación 

predictivo 

(pred-R2) 

Es el porcentaje de predicción por parte del modelo para nuevas observaciones 

experimentales. Sus valores oscilan entre 0% a 100% (valores altos indican una mayor 

precisión en las predicciones del modelo).   

Prueba de falta de 

ajuste  

(Lack-of-Fit) 

Esta prueba exhibe la falta de ajuste adecuado entre los factores experimentales y la 

variable de respuesta. Para la determinación del ajuste adecuado del modelo se compara 

el valor de probabilidad del error (p) con el nivel de significación (α=0.05), y se estable 

que no hay evidencia de un ajuste inadecuado del modelo a los datos cuando p> α.   
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La optimización de DPV permite maximizar la señal de intensidad de corriente en el proceso 

de oxidación-reducción de especie electroactivas sobre la superficie del electrodo de trabajo 

o sensor electroquímico.205,206 

 

1.6.2 Redes neuronales artificiales. 

 

En ocasiones los sensores electroquímicos no enzimáticos presentan problemas de 

selectividad en muestras fisiológicas o complejas, debido a la presencia de interferentes que 

presentan actividad electroquímica, ocasionando respuestas anódicas similares y señales 

superpuestas, dificultando la cuantificación del analito de interés.207     

 

Para el análisis cuantitativo de mezclas complejas con señales superpuestas, a veces no es 

suficiente el analizar un solo punto del voltamperograma sino todos los datos de este, que 

corresponde a la etapa de obtención de los datos.   

 

Esta etapa de procesamiento se puede realizar empleando herramientas de análisis de datos 

multivariados que son una buena opción para el tratamiento de datos electroquímicos con 

señales complejas. En la literatura se reportó el uso de análisis de componentes principales 

(PCA),208 análisis discriminante lineal (LDA),209 análisis discriminante de mínimos 

cuadrados parciales (PLS-DA)210 y las redes neuronales artificiales (RNA).211  

 

Sin embargo, la superioridad de RNA sobre las otras estrategias se debe a su rápido 

aprendizaje, operación simple, facilidad de implementación y su capacidad de resolución de 

problemas no lineales. 212 

 

El funcionamiento y ventajas de las RNAs se han empleado en la resolución de los problemas 

de selectividad que en ocasiones presentan los sensores electroquímicos en muestras 

complejas. 

 

El funcionamiento de la RNA se basa en el diseño de una red neuronal biológica, que está 

formada por un soma, dendritas y axón. Las dendritas se encargan de recibir la información 
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(capa de entrada) y conducirla al soma, donde es procesada (capa oculta) y posteriormente, 

transmitida a otras neuronas el axón (capa de salida) mediante el proceso de sinapsis (figura 

1.17).213 

 

Figura 1.17 Representación de una red neuronal biológica. 

 

En la RNA se emplean unidades simples denominadas neuronas artificiales que se encuentran 

interconectadas formando una red, imitando al sistema neuronal biológico. En el sistema 

neuronal artificial, la información se introduce empleando una capa de entrada, 

posteriormente es procesada en una capa oculta y finalmente es transmitida al exterior 

mediante una capa de salida (figura 1.18).214  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el buen funcionamiento de la RNA, esta es optimizada en una etapa denominada 

entrenamiento que consiste en iteraciones para ajustar el número de neuronas, número de 

capas ocultas, función de transferencia, tasa de aprendizaje y determinar el error de 

DENDRITAS

SOMA
SINAPSIS

AXÓN

NEURONA 

BIOLÓGICA 1

NEURONA 

BIOLÓGICA 2

Figura 1.18 Representación de la red neuronal artificial. 
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entrenamiento. La optimización se logra al minimizar error, entre el valor real y el valor 

obtenido por la RNA.215 

 

Debido a sus múltiples ventajas se han desarrollado metodologías basadas en la combinación 

de DPV y RNA (RNA-DPV) para la cuantificación de analitos presentes en muestras 

complejas. Por una parte, la voltamperometría permite obtener voltamperograma con 

suficiente información de los componentes en la mezcla, y RNA permite la interpretación de 

los datos, facilitando la cuantificación. Se han reportado propuestas para la cuantificación de 

analitos presentes en mezclas complejas como, dopamina-serotonina,216 azúcares,217 

fármacos,218 aminoácidos,219 metales,220,221 antioxidantes222,223 y vitaminas,224 con excelentes 

rendimientos. 

 

En este trabajo de investigación, se aprovecharon las ventajas de las RNA para mejorar la 

cuantificación de AU en presencia de interferentes que ocasionaron señales superpuestas 

empleando el sensor Bi2O3-NPs/CPE.  

 

1.6.3 Perceptrón multicapa. 

 

El perceptrón multicapa (MLP) es el modelo de red neuronal artificial más empleado en el 

análisis multivariado. Su estructura está formada por una capa de entrada, al menos una capa 

oculta y una capa de salida, que presentan las siguientes funciones:225-227 

 

• La capa de entrada en MLP, tiene la función de recibir los datos del problema y el 

número de neuronas coincide con el valor de descriptores de la muestra seleccionada.  

• La capa oculta tiene como objetivo el procesamiento de los datos para la resolución 

del problema, y el número de neuronas en esta capa debe ser el suficiente para poder 

resolver satisfactoriamente el problema planteado. No hay una regla general para 

establecer el número de neuronas en esta capa, aunque debe de evitar un pobre 

número de neuronas (no se podrá resolver el problema) o una cantidad excesiva de 

neuronas que ocasionará dos problemas: un sobreajuste de la red resolviendo 
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inadecuadamente el problema, y un incremento del tiempo de procesamiento de datos 

hasta convertirlo en un sistema lento e inviable.  

• La capa de salida se emplea para proporcionar el resultados o resolución del 

problema, empleando un número de neuronas que coincide con el número de 

objetivos a resolver por la MLP.  

 

En el perceptrón multicapa, las neuronas se conectan mediante pesos sinápticos (conexiones 

variables) que son valores que ajustan los datos de la capa de entrada, propagando las 

predicciones para cada neurona hasta la capa de salida y propiciando que el perceptrón 

multicapa emita un resultado. Estos pesos sinápticos, se ajustan continuamente mediante 

múltiples iteraciones y se culmina hasta que el programa logra la respuesta esperada. A esta 

etapa, se le conoce como etapa de entrenamiento.228,229    

 

Los elementos necesarios para lograr el entrenamiento de un perceptrón multicapa,230 son: 

 

a) Datos de entrada (xn). Se puede emplear información digital (binaria) o continua 

(analógica), dependiendo el objetivo planteado en el desarrollo de la MLP. 

b) Pesos sinápticos (wi). Son valores asociados a los datos de entrada y se emplean para 

definir la intensidad entre neuronas pre-sinápticas (i) y post-sinápticas (j), además 

permite ajustar los valores sinápticos para que MLP sea capaz de resolver el problema 

planteado.  

c) Función de entrada (yi=ƩXiWij). Permite obtener la sumatoria de entradas ponderadas, 

mediante el producto de los valores de entrada y los pesos sinápticos asignados.  

d) Función de transferencia o función de activación (Yi(t) = fi[ni(t)]. Es una de las partes 

más importantes en MLP, y tiene como objetivo simular el funcionamiento de una 

neurona biológica ante un estímulo en los datos de entrada. En la tabla 1.4, se 

presentan las funciones de activación que pueden emplearse en el entrenamiento de 

MLP.231   

e) Función de entrenamiento. Permite generar un vector cuyos componentes serán 

tratados por la función de activación para determinar el valor final. En la tabla 1.5, se 

describen brevemente las funciones de activación empleadas en RNA. 232,233 
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f) Condiciones de aprendizaje. Son criterios de ajuste (error, número de iteraciones, 

objetivos deseados, etcétera) para la resolución de un problema y se establecen antes 

de la etapa de entrenamiento. Permite generar un vector cuyos componentes serán 

procesados por la función de activación para determinar los valores de salida.  

g) Datos de salida. Representan los valores que se desean obtener en la capa de salida 

de la MLP. El proporcionar a la red los valores de salida esperados, se establece que 

el entrenamiento de la red fue de tipo supervisado.   

 

En RNA, cualquier configuración posible de pesos y umbral de la red es considerado en una 

dimensión del espacio formando una superficie de error. La aplicación de las funciones de 

entrenamiento consiste en converger (encontrar) el punto más bajo en esta superficie de error.  

 

Una medida del error empleada frecuentemente es el promedio de los errores al cuadrado 

(MSE) calculada a partir de la suma de los errores al cuadrado sobre el número de registro 

(independiente del número de casos empleados para calcular el error), y considerada una 

medida del rendimiento de la RNA. 234 

 

Debido a su arquitectura simplificada y capacidad de aprendizaje a partir del procesamiento 

de información compleja se empleó el MLP como modelo de red neuronal artificial para la 

cuantificación de AU en presencia de interferentes que ocasionaron señales superpuestas y 

problemas de selectividad empleando Bi2O3-NPs/CPE.    
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Tabla 1.4 Funciones de activación empleadas en redes neuronales artificiales. 

Nombre Relación 

entrada/salida 

Función Gráfica Símbolo 

 

Limitador 

fuerte 

 

a = 0    n < 0 

a = 1    n > 0 

 

Hardlim 

 

 

 

Limitador 

fuerte 

simétrico 

 

a = -1     n < 0 

a = +1    n > 0 

 

Hardlims 

 

 

 

Lineal 

positiva 

 

a = 0   n < 0 

a = n   0 < n 

 

poslin 

 

 

 

Lineal 

saturado 

 

a = 0   n < 0 

a = n   0 <  n < 1 

a =1    n > 1 

 

satlin 

 

 

 

Lineal 

saturado 

simétrico 

 

a = -1    n < -1 

a = n    -1 < n < 1 

a = +1   n > 1 

satlins 

 

 

 

Lineal 

 

y = x 

[ -∞, +∞] 

 

Purelin 
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Sigmoidal 

logarítmico 
𝑎 =

1

1 + 𝑒−𝑥
 

 

[ 0, +∞] 

 

Logsig 

 

 

Tangente 

sigmoidal 

hiperbólico  

𝑎 =  
𝑒𝑛 − 𝑒−𝑛

𝑒𝑛 + 𝑒−𝑛
 

 

[ -1, +1] 

 

Tansig 

 

 

Función base 

radial 
𝑓(𝑥) =  𝑒−𝑥

2
  

radbas 

 

 

Función base 

triangular 

a=1-abs (i=ΣWiXi)  

 

 

Tribas 
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Tabla 1.5 Funciones de entrenamiento para redes neuronales artificiales. 

Función Código Descripción 

Broyden-Fletcher-

Goldfard-Sanno 

Quiasi-Newton 

 

trainbfg Se aplica para obtener un rendimiento aceptable en instancias de 

optimización no uniformes. Obtiene el mínimo de una función a partir 

de la propia función y su gradiente, buscando en cada iteración la 

inversa de la matriz. 

 

Regularización 

Bayesiana 

 

trainbr Se minimiza la función del error por medio de un proceso de 

optimización no lineal y la optimización de la función de densidad de 

probabilidad es expresa en la varianza del error entre la salida 

programada y la estimada por la RNA usando una aproximación 

guassiana.  

 

Gradiente conjugado 

con reinicio de 

Powell/Beale 

 

traincgb Disminuye el procesamiento computacional en actividades con 

inicializaciones constantes. Su funcionamiento se basa en el método 

del gradiente conjugado, con programación especial de interrupción de 

direcciones de búsqueda para evitar la generación de una dirección 

dependiente.  

 

Gradiente conjugado 

Fletcher-Powell 

 

traincgf El gradiente conjugado es la base de funcionamiento y emplea 

derivadas de primer orden de la función. Se considera que la dirección 

de búsqueda es la dirección del descenso hacia el punto final.  

 

Gradiente conjugado 

Polak-Ribiére 

 

traincgp Fundamentado en el método de gradiente conjugado, y con una 

convergencia más rápida debido a las búsquedas lineales exactas 

basadas en un modelo general de función objetivo. Al no emplear la re-

inicialización se presenta una tasa lineal de convergencia.   

 

Gradiente 

descendente 

 

traingd A partir de la función de coste (definida como el error cuadrático entre 

los datos conocidos y los encontrados con el modelo) se estima los 

nuevos parámetros a partir de un punto de la función de error definida 

por los pesos sinápticos y se direcciona el mínimo global de la función 

hacia una dirección descendente.  

 

Gradiente 

descendente con 

momento 

traingdm Es una variante del gradiente descendente donde se incorpora un factor 

de suavidad denominado momento cuya función es evitar mínimos 

locales y proporcionar al vector la inercia suficiente en la superficie del 
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error. El momento permite suavizar los cambios en los pesos 

eliminando las variaciones de alta frecuencia permitiendo incrementar 

la tasa de aprendizaje efectivo y una convergencia más rápida.  

 

Gradiente 

descendente con 

velocidad de 

aprendizaje adaptiva 

traingda Variante del método de gradiente descendente, diseñada para mantener 

un tamaño de paso de aprendizaje amplio y un aprendizaje estable en 

un sistema que responde a la complejidad del error local.  

 

 

Gradiente 

descendente con 

razón de aprendizaje 

adaptiva 

 

traingdx 

 

Una variante del método del gradiente descendente que permite 

calcular en línea la tasa de aprendizaje haciendo un mejor ajuste y 

disminuir las oscilaciones.  

 

 

Levenberg - 

Marquardt 

 

 

trainlm 

Empleada como técnica estándar para problemas de mínimos 

cuadrados no lineales. Presenta una rápida convergencia cuando la 

solución es cercana al mínimo local y lentitud cuando el mínimo local 

se encuentra lejos (garantizando la convergencia).  

 

Secante de un paso 

 

trainoss Considerada como una aproximación en diferencias finitas del método 

Newton-Raphson, es un método que permite encontrar ceros en una 

función de forma iterativa usando una serie de raíces de las líneas 

secantes aproximando la raíz de la función.  

 

Incremental de orden 

aleatorio con función 

de aprendizaje 

trainr Método de entrenamiento de la red con reglas de aprendizaje con 

actualización incremental después de la ejecución de cada entrada 

realizada en orden aleatorio.  

 

Retropropagación 

elástica 

 

trainrp En este método (basado en el gradiente descendente y con transferencia 

continuas) el patrón de entrada genera la salida, calculando el error y 

propagando a las neuronas anteriores propiciando una única 

contribución al error total.  

 

Gradiente conjugado 

escalado 

 

trainscg Este método iterativo es aplicado a sistemas dispersos demasiados 

grandes y su tratamiento se complica usando métodos directos. Permite 

una única solución a partir de la resolución del sistema de ecuaciones 

lineales con matrices simétricas minimizando las funciones convexas y 

sin necesidad de buscar linealidad en los procesos iterativos.  
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1.7 Justificación. 

 

Los estilos de alimentación poco saludables han propiciado un aumento importante en 

enfermos diabéticos y sobrepeso, principal factor de riesgo para el desarrollo de la diabetes 

y la gota, padecimientos estrechamente relacionados.  

 

La diabetes, se relaciona directamente con altas concentraciones de Glc en la sangre 

(hiperglicemia), y es una de las principales causas de ceguera, insuficiencia renal crónica, 

amputaciones de extremidades y la muerte prematura de los enfermos diabéticos. 

Desafortunadamente, nuestro país ocupa el séptimo lugar mundial en el número de casos de 

diabetes. 

 

En el caso de la gota, esta se relaciona con concentraciones elevadas de AU en el organismo 

(hiperuricemia), ocasionando diferentes desordenes clínicos relacionados con la gota, 

destacándose problemas cardiovasculares, enfermedades renales crónicas y algunas 

enfermedades neurodegenerativas.  

 

Para establecer medidas preventivas en el ser humano, es necesario el monitoreo de la Glc y 

AU, en muestras fisiológica empleando técnicas analíticas cuantitativas confiables, 

económicas y portátiles.  

 

La cuantificación de los niveles de Glc y AU en pacientes se realiza empleando técnicas 

basadas en métodos espectrofotométricos enzimáticos, los cuales representan varias 

desventajas entre los que se destacan: alto costo de adquisición de la enzima, conservación 

del componente biológico (enzima) y los altos costos de operación-mantenimiento de los 

equipos empleados en el análisis. 

 

La presente investigación propone el empleo de técnicas voltamperométricas a través del uso 

de electrodos no enzimáticos para la cuantificación de Glc y AU en muestras fisiológicas de 

forma selectiva, sencilla, rápida y de bajo costo. Los electrodos se elaborarán con pasta de 

carbono modificados con nanopartículas de óxidos metálicos o Metal-Organic Frameworks 

que han demostrado su utilidad para el análisis cuantitativo de estas especies químicas. 
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Además, se implementará una metodología basada DPV-RNA para aprovechar las ventajas 

de ambas técnicas y superar los inconvenientes de selectividad ocasionados por la presencia 

de interferentes en muestras complejas.  

 

Por lo tanto, la importancia de esta investigación es contribuir al diseño de metodologías no 

enzimáticas fácilmente operables, selectivas, fiables, económicas y con un requerimiento 

mínimo de muestra, con potencial para ser incorporadas a la sociedad a través de un producto 

comercial, superando las limitaciones de los biosensores comerciales para medir Glc y AU. 

 

1.8 Objetivo general y objetivos específicos  

 

Desarrollar metodologías electroanalíticas empleando electrodos de pasta de carbono 

modificados con nanoestructuras de óxidos metálicos o Metal-Organic Frameworks para la 

cuantificación selectiva, precisa y exacta de glucosa y ácido úrico en muestras fisiológicas.  

 

Los objetivos específicos son los siguientes: 

 

• Construir electrodos de pasta de carbono modificados mediante la elaboración de 

mezcla de polvo de grafito y material modificante (nanoestructuras de óxidos 

metálicos o MOF) para su uso en el electroanálisis de glucosa o ácido úrico. 

• Optimizar las proporciones de los componentes en la pasta de carbono mediante la 

preparación de diversas mezclas de polvo de grafito y modificante para maximizar la 

señal analítica en la oxidación del analito. 

• Optimizar el medio de análisis mediante el ajuste del valor de pH de la solución 

electrolítica para maximizar la respuesta analítica hacia el analito de interés.   

• Optimizar los parámetros correspondientes a la técnica voltamperometría diferencial 

de pulsos empleando el diseño de Experimentos Box-Behnken para maximizar la 

respuesta analítica hacia el analito de interés.  

• Realizar la caracterización analítica del método electroanalítico optimizado 

empleando análisis estadístico para evaluar su utilidad para la cuantificación del 

analito de interés. 
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• Evaluar los resultados obtenidos mediante la metodología electroanalítica optimizada 

y la metodología oficial en la determinación del analito de interés empleando pruebas 

estadísticas para evaluar la fiabilidad de la metodología propuesta.   

• Implementar una red neuronal artificial mediante el uso del modelo perceptrón 

multicapa y las metodologías electroquímicas optimizadas para la cuantificación del 

analito de interés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 CAPÍTULO II. MARCO METODOLÓGICO 
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2.1 Reactivos. 

 

Todas las soluciones se prepararon utilizando reactivos de grado analítico y agua desionizada 

(18 MΩ·cm). 

 

Los reactivos empleados fueron ácido úrico (AU), glucosa (Glc), ácido ascórbico (AA), 

cafeína, paracetamol (PAR) y ácido oxálico (AO), todos fueron grado analítico (marca 

Sigma-Aldrich). 

 

Los electrodos de pasta de carbono fueron elaborados con polvo de grafito (<20 micrómetros 

de diámetro) y aceite de parafina, ambos marca Sigma-Aldrich.  

 

Los materiales modificantes empleados en la elaboración de los electrodos de pasta de 

carbono modificados fueron nanopartículas de Fe2O3 (<50 nm), nanopartículas de Bi2O3 (<95 

nm) y MOF MIL-100 Mn, los dos primeros marca Sigma-Aldrich.  

 

El MOF MIL-100 Mn fue sintetizado por la técnica reportada por Reinsch & Stock, 235 Se 

empleó ácido trimésico (H3BTC), nitrato de manganeso (II) tetrahidratado 

(Mn(NO3)2.4H2O), metanol y etanol, todos marca Sigma-Aldrich. Se mezcló 400 mg 

deH3BTC) en 18 mL de metanol y 2 mL de una solución 1 M Mn(NO3)2.4H2O disuelta en 

metanol. La mezcla fue calentada por 2 horas a 125°C con agitación y en un recipiente 

cerrado. Posteriormente, se filtró y se lavó con etanol. El polvo de color marrón fue secado 

a 65°C en una estufa y posteriormente se guardó para su uso en la fabricación de los 

electrodos modificados. 

  

 

2.2 Mediciones electroquímicas.  

 

Las mediciones electroquímicas se realizaron en un potenciostato/galvanostato BASInc 

Epsilon, un medio electrolítico optimizado y una celda electroquímica convencional de tres 

electrodos. En la tabla 2.1, se reportan los sistemas de tres electrodos y la solución 

electrolítica empleada en cada metodología. 
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Tabla 2.1 Sistemas electroquímicos para las metodologías voltamperométricas. 

Analito Electrodo de trabajo Electrodo de referencia Electrodo 

auxiliar 

Solución 

electrolítica 

Glucosa Electrodo de pasta de 

carbono modificado con 

nanopartículas de Fe2O3 

(Fe2O3-NPs/CPE) 

Ag/AgCl (3 M KCl) Barra de 

grafito 

0.1 M  KCl en 

medio alcalino (0.1 

M  NaOH, pH 

12.8) 

Glucosa Electrodo de pasta de 

carbono modificado con 

MOF MIL-100 Mn 

(MOF MIL 100 

Mn/CPE) 

 

Ag/AgCl (3 M  KCl) Barra de 

grafito 

0.1 M ABS (pH 

5.5). 

Ácido úrico Electrodo de pasta de 

carbono modificado con 

nanopartículas de Bi2O3 

(Bi2O3-NPs/CPE) 

Ag/AgCl (3 molL-1  KCl) Barra de 

grafito 

0.1 M ABS (pH 

5.5).  

Nanopartículas (NPs), Materiales del Instituto Lavoisier (MIL), Metal Organic-Framework (MOF), electrodo de pasta de 

carbono (CPE), solución buffer de acetato (ABS), molaridad (M, molL-1). 

 

2.3 Preparación de los electrodos de pasta de carbono. 

 

El electrodo de pasta de carbono modificado se preparó de la siguiente manera (figura 2.1 

A): diferentes proporciones del material modificante se mezclaron con polvo de grafito y 

aceite de parafina (aglutinante) hasta obtener 0.4 g de una pasta uniforme. Posteriormente la 

pasta homogénea se incorporó y compactó en un tubo de plástico (tubo de jeringa de 

insulina). Después, se insertó un contacto de cobre en un extremo. Finalmente, la superficie 

del electrodo se pulió (formando líneas en un solo sentido) utilizando una hoja de papel con 

alta blancura (la operación de pulido se realizó de la misma forma después de cada lectura). 

Con fines comparativos, se construyeron electrodos de pasta de carbono sin modificar (0%) 

usando la misma técnica (figura 2.1 B). 
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Figura  2.1. Proceso de elaboración de electrodos de pasta de carbono A) sin modificar y B) modificado. 

 

2.4 Estudio del rendimiento electroquímico del CPE modificado 

 

Se evaluó la respuesta electroquímica de los electrodos de pasta de carbono modificados en 

ausencia y presencia del analito disuelto en solución electrocatalítica (tabla 2.2). Para fines 

comparativos se empleó se evaluó un CPE en ausencia y presencia del analito disuelto en la 

solución electrocatalítica empleando las mismas condiciones.  

 

Tabla 2.2 Condiciones para evaluar el rendimiento electroquímico de los CPE modificados 

Analito Electrodo de 

trabajo 

Técnica Velocidad de 

barrido 

Condiciones Solución 

electrolítica 

Glucosa 

(0.1 mM) 

Fe2O3-

NPs/CPE 

CV 100 mVs-1 0 V a 1,5 V (primer segmento) 

1.5 V a -1.5 (segundo 

segmento) 

-1.5 V a 1.5 (tercer segmento) 

Barrido en sentido anódico. 

 

0.1 M  KCl en 

medio alcalino (0.1 

M  NaOH, pH 12.8) 

Glucosa 

(1 µM) 

MOF MIL-

100 Mn/CPE 

CV 100 mVs-1 0 V a 1,2 V (primer segmento) 

1.2 V a -1.2 (segundo 

segmento) 

-1.2 V a 1.2 (tercer segmento) 

Barrido en sentido anódico. 

 

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Ácido 

úrico 

(0.5 mM) 

Bi2O3-

NPs/CPE 

CV 100 mVs-1 0 V a 1,2 V (primer segmento) 

1.2 V a -1.2 (segundo 

segmento) 

-1.2 V a 1.2 (tercer segmento) 

Barrido en sentido anódico.  

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Voltamperometría cíclica (CV), nanopartículas (NPs), Materiales del Instituto Lavoisier (MIL), electrodo de pasta de 

carbono (EPC), solución buffer de acetato (ABS), molaridad (M, molL-1). 
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2.5 Optimización del porcentaje de modificante en CPE. 

 

Se evaluó la señal de máxima corriente anódica usando diferentes proporciones de 

modificante en la mezcla composite de pasta de carbono con una solución de analito disuelta 

en la solución electrolítica (tabla 2.3).  

 

Tabla 2.3 Condiciones para la optimización del porcentaje de modificante en el CPE. 

Analito Electrodo de trabajo Técnica Condiciones Solución 

electrolítica 

Glucosa 

(0.1 mM) 

Fe2O3-NPs/CPE DPV Paso potencial de 4 mV, ancho 

de pulso 50 ms, período de pulso 

200 ms, amplitud de pulso de 50 

mV 

 

Ventana de trabajo de 0,5 V a 

1,5 V 

 

0.1 M  KCl en 

medio alcalino (0.1 

M  NaOH, pH 12.8) 

Glucosa 

(1 µM) 

MOF MIL-100 

Mn/CPE 

LSV Velocidad de barrido 100 mVs-1 

Ventana de trabajo 0 V-1.2 V 

Barrido en sentido anódico. 

 

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Ácido úrico 

(0.5 mM) 

Bi2O3-NPs/CPE LSV Velocidad de barrido 100 mVs-1 

Ventana de trabajo 0 V-1.2 V 

Barrido en sentido anódico. 

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), voltamperometría de barrido lineal (LSV), electrodo de pasta de carbono 

(CPE), Metal Orgánic-Frameworks (MOF), Material del Instituto Lavoisier (MIL), nanopartículas (NPs), solución buffer 

de acetato (ABS), molaridad (M, molL-1). 

 

En cada una de las propuestas metodológicas desarrolladas en esta investigación, se 

seleccionó la proporción de modificante que generó la mayor intensidad de corriente para el 

analito estudiado.  

 

2.6 Optimización del pH del medio electrolítico. 

 

Se evaluó el efecto de la variación de pH de la solución electrolítica respecto al proceso de 

oxidación electrocatalítica en la superficie del sensor de pasta de carbono modificado (tabla 

2.4). En cada una de las propuestas metodológicas desarrolladas en este trabajo de 

investigación, se seleccionó el pH de la solución electrolítica que generó la mayor intensidad 

de corriente de pico anódico para el analito estudiado.  
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Tabla 2.4 Condiciones de optimización del pH del medio electrolítico. 

Analito Electrodo de 

trabajo 

Técnica Condiciones Solución 

electrolítica 

Glucosa 

(0.1 mM) 

Fe2O3-NPs/CPE DPV Paso potencial de 4 mV, ancho de 

pulso 50 ms, período de pulso 200 

ms, amplitud de pulso de 50 mV 

Ventana de trabajo de 0,5 V a 1,5 V 

 

0.1 M KCl en 

medio alcalino (0.1 

M  NaOH, pH 12.8) 

Glucosa 

(1 µM) 

MOF MIL-100 

Mn/CPE 

LSV Velocidad de barrido 100 mVs-1 

Ventana de trabajo 0 V-1.2 V 

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Ácido úrico 

(0.5 mM) 

Bi2O3-NPs/CPE LSV Velocidad de barrido 100 mVs-1 

Ventana de trabajo 0 V-1.2 V 

0.1 M ABS  

(pH 5.5) 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), Voltamperometría de barrido lineal (LSV), electrodo de pasta de carbono 

(CPE), Metal Orgánic-Frameworks (MOF), Material del Instituto Lavoisier (MIL), nanopartículas (NPs), solución buffer 

de acetato (ABS), molaridad (M, molL-1). 

 

2.7 Evaluación del efecto de la concentración del analito en la respuesta 

electroanalítica 

 

 

La voltamperometría diferencial de pulso se empleó como técnica electroanalítica en las tres 

metodologías desarrolladas empleando diferentes concentraciones del analito (tabla 2.5). 

 

Tabla 2.5 Condiciones de evaluación del efecto de la concentración del analito en la respuesta electroanalítica 

Analito Electrodo de 

trabajo 

Técnica Condiciones Solución 

electrolítica 

Glucosa 

 

Fe2O3-NPs/CPE DPV Paso potencial de 4 mV,  

ancho de pulso 50 ms,  

período de pulso 200 ms,  

amplitud de pulso de 50 mV 

Ventana de trabajo de 0,5 V a 1,5 V 

 

0.1 M KCl en 

medio alcalino (0.1 

M  NaOH, pH 12.8) 

Glucosa 

 

MOF MIL-100 

Mn/CPE 

DPV Paso potencial de 5 mV,  

ancho de pulso 70 ms,  

período de pulso 280 ms,  

amplitud de pulso de 70 mV 

Ventana de trabajo 0 V-1.0 V 

 

ABS (0.1 M) 

Ácido úrico 

 

Bi2O3-NPs/CPE DPV Paso potencial de 6 mV,  

ancho de pulso 30 ms,  

período de pulso 100 ms,  

amplitud de pulso de 70 mV 

Ventana de trabajo 0 V-1.0 V 

ABS (0.1 M) 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), electrodo de pasta de carbono (CPE), Metal Orgánic-Frameworks (MOF), 

Material del Instituto Lavoisier (MIL), nanopartículas (NPs), solución buffer de acetato (ABS), molaridad (M, molL-1). 
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2.8 Diseño Box-Behnken para la optimización de DPV. 

 

Un diseño Box-Behnken a tres niveles se utilizó para la optimización de los parámetros de la 

técnica DPV (cuatro factores) partiendo de los datos mostrados en la tabla 2.6. El software 

Minitab 13® se empleó para el diseño de la matriz de experimentos. Los experimentos se 

realizaron por triplicado, y se consideró el promedio de la corriente de respuesta máxima.  

 

Tabla 2.6 Condiciones iniciales de las variables de la DPV para el diseño Box-Behnken. 

FACTOR CODIFICACION -1 0 1 

Paso de potencial (mV) A 2 4 6 

Ancho de pulso (ms) B 30 50 70 

Periodo de pulso (ms) C 100 200 300 

Amplitud de pulso (mV) D 30 50 70 

 
 

2.9 Caracterización analítica de los métodos desarrollados. 

 

Los métodos analíticos desarrollados en este documento fueron validados para demostrar su 

desempeño en la tarea de cuantificación de Glc y AU. Se emplearon las recomendaciones 

emitidas por la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en 

inglés). 236,237 

 

2.9.1 Intervalo de linealidad. 

 

Para determinar el intervalo de concentraciones en el que la corriente anódica máxima 

obtenida, con el electrodo de pasta de carbono modificado presenta una relación lineal con 

la concentración del analito, se ajustó la curva de calibración al modelo lineal mostrado en la 

ecuación 6.  

 

 
Ecuación 7. Modelo lineal para el ajuste de la curva de calibración (ecuación de la pendiente).  

 

Se prepararon estándares con diferentes concentraciones del analito, y se midieron por 

triplicado bajo las condiciones optimizadas en cada uno de los métodos propuestos.    

𝑦 = 𝑏 +𝑚𝑥 
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Los promedios de la señal de respuesta (máxima intensidad de corriente de pico anódico) 

para cada concentración, se emplearon para graficar la curva de calibración. A partir de la 

curva de calibración resultante y el análisis de regresión por el método de mínimos cuadrados 

se calculó la pendiente (m), el intercepto (b) y el coeficiente de determinación (R2). 

 

Este procedimiento se realizó en cada una de las metodologías presentadas en esta tesis.  

 

 

2.9.2 Sensibilidad analítica. 

 

Se aplicó el análisis de regresión por el método de mínimos cuadrados a la curva de 

calibración para cada analito, y se consideró el valor de la pendiente como la sensibilidad 

analítica (s) para describir el cambio de respuesta por unidad de concentración del método 

analítico desarrollado.  

 

2.9.3 Límite de cuantificación (LOQ). 

 

En cada uno de los métodos propuestos, se evaluó el límite de cuantificación con la finalidad 

de conocer la cantidad mínima del analito estudiado que se puede cuantificar de manera 

precisa y exacta con cada uno de los sensores. Para calcular LOQ, se empleó la ecuación 7: 

 

 

Ecuación 8. Determinación de límite de cuantificación (LOQ). 

 

donde el LOQ está dado en las unidades de concentración, Sy/x es el error típico del ajuste, s 

es la sensibilidad analítica y el coeficiente 10 es igual a la desviación estandar del blanco 

multiplicado por diez.   

 

2.9.4 Límite de detección (LOD). 

 

En cada uno de los métodos propuestos, se evaluó el límite de detección con la finalidad de 

conocer la cantidad mínima del analito estudiado que se puede detectar con fiabilidad 

𝐿𝑂𝑄 = (10 ∗ 𝑠𝑦/𝑥)
𝑠  
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estadística empleando cada uno de los sensores modificados. Para calcular LOD, se empleó 

la ecuación 8: 

 

 

Ecuación 9. Determinación de límite de detección (LOD). 

 

donde el LOD está dado en las unidades de medida, Sy/x es la deviación estándar de la curva, 

el valor de s es el valor de la sensibilidad analítica y el coeficiente 3 es igual a la desviación 

estandar del blanco multiplicado por tres.   

 

2.9.5 Repetibilidad. 

 

La repetibilidad del sensor se determinó realizando diez mediciones sucesivas utilizando una 

solución del analito en condiciones optimizadas. Se calculó el valor de porcentaje de 

desviación estándar relativa (%RSD). El valor de RSD de las mediciones debe ser <10% para 

demostrar la precisión en las mediciones realizadas con el sensor modificado.  

 

2.9.6 Reproducibilidad. 

 

Se elaboraron de forma independiente cinco sensores optimizados para evaluar la 

reproducibilidad entre electrodos, utilizando una solución del analito bajo condiciones 

optimizadas. Se consideró el promedio del valor de %RSD para las evaluaciones realizadas 

con cada sensor modificado. Se establece el valor de RSD <10% para demostrar la precisión 

en las mediciones obtenidas con los diferentes electrodos modificados. 

 

2.9.7 Selectividad. 

 

La selectividad del sensor modificado se evaluó utilizando diferentes especies químicas que 

generalmente coexisten con el analito en muestras de orina. AA, cafeína y AU fueron 

empleados en el estudio de selectividad en los sensores Fe2O3-NPs/CPE y MOF MIL-100 

Mn/CPE; en el caso del Bi2O3-NPs/CPE se utilizaron Glc, cafeína, AA, PAR y AO.     

 

𝐿𝑂𝐷 = (3 ∗ 𝑠𝑦/𝑥)
𝑠  
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Se emplearon tres concentraciones para la evaluación de la posible interferencia: a) 

concentración del interferente 10 veces mayor que la concentración del analito, b) 

concentración del interferente igual a la del analito y c) concentración del interferente 10 

veces menor que la del analito. 

 

El efecto de interferencia a la señal de respuesta se evaluó mediante el error relativo 

porcentual de acuerdo con la ecuación 9.  

 

 
 

Ecuación 10. Error relativo porcentual para la evaluación de la selectividad. 

 

 

2.10 Análisis de muestras reales. 
 

Se emplearon muestras de orina humana para cuantificar Glc o AU con cada uno de los 

sensores construidos en la presente investigación.  

 

Las muestras fueron diluidas en la solución electrolítica optimizada y posteriormente fueron 

cuantificadas utilizando las metodologías también optimizadas.  

 

La concentración del analito se calculó a partir de la ecuación de la curva de calibración 

construida en cada uno de los casos.  

 

Los resultados obtenidos por las metodologías propuestas fueron comparados 

estadísticamente, mediante la prueba t-student pareada238 con los resultados obtenidos por 

las metodologías espectrofotométricas enzimáticas, para determinar si hay diferencias 

significativas o no entre ellas. En la ecuación 10, se describe la fórmula para t-student donde 

𝑑̅ es la diferencia entre los valores pareados, μd representa la media poblacional de todas las 

diferencias pareadas, sd la desviación estándar de las diferencias de los datos pareados y N 

es el número de muestras de datos pareados.  

 

% 𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 =  
𝑠𝑒ñ𝑎𝑙 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 − 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑎

𝑠𝑒ñ𝑎𝑙 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎
 𝑥 100 
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Ecuación 11. Estadístico de prueba t-student pareada. 

 

2.11 Red neuronal artificial 

 

Para el desarrollo de la red neuronal artificial se consideró el sensor Bi2O3-NPs/CPE y los 

parámetros optimizados en la metodología para la cuantificación de AU en presencia de PAR, 

AA y AO. 

 

2.11.1 Mediciones electroquímicas.  

 

Las mediciones electroquímicas se realizaron en un potenciostato/galvanostato BASInc 

modelo Epsilon y una celda electroquímica convencional de tres electrodos empleando un 

electrodo 10% Bi2O3-NPs/CPE Ag/AgCl (3 M KCl) y una barra de grafito de alta pureza (6 

mm de diámetro), como electrodos de trabajo, de referencia y contraelectrodo, 

respectivamente. El electrolito soporte fue ABS 0.1 M a pH 5.5.  

 

La DPV se empleó como técnica electroanalítica programándola con los parámetros óptimos 

obtenidos anteriormente: paso de potencial 6 mV, ancho de pulso 30 ms, periodo de pulso 

300 ms y amplitud de pulso 70 mV. 

 

2.11.2 Mezclas para la etapa de entrenamiento y prueba.  

 

Utilizando un diseño factorial de tres niveles, se obtuvieron 27 combinaciones empleando 

diferentes concentraciones de AU, PAR, AA, y OA que se usan en la etapa de entrenamiento 

de la RNA (tabla 2.7). Para la etapa de prueba se emplearon 10 combinaciones de diferentes 

concentraciones de AU, PAR, AA y AO, como se muestra en la tabla 2.8. 

 

𝑡 =  
𝑑̅ −  𝜇𝑑
𝑠𝑑
 𝑁
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Tabla 2.7 Mezclas de AU, PAR, AA y AO en el entrenamiento de la RNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Ácido úrico 

(AU) 

mM 

Paracetamol 

(PAR) 

mM 

Ácido ascórbico 

(AA) 

mM 

Ácido oxálico 

(AO) 

mM 

0.10 0.10 0.10 0.10 

0.13 0.12 0.17 0.76 

0.17 0.14 0.25 1.42 

0.20 0.27 0.76 0.17 

0.24 0.29 0.83 0.83 

0.27 0.31 0.90 1.49 

0.31 0.45 1.42 0.25 

0.34 0.47 1.49 0.90 

0.38 0.48 1.56 1.56 

0.41 0.16 0.32 0.32 

0.45 0.18 0.39 0.98 

0.48 0.20 0.47 1.63 

0.52 0.33 0.98 0.39 

0.55 0.35 1.05 1.05 

0.58 0.37 1.12 1.71 

0.62 0.50 1.63 0.47 

0.65 0.52 1.71 1.12 

0.69 0.54 1.78 1.78 

0.72 0.22 0.54 0.54 

0.76 0.23 0.61 1.20 

0.79 0.25 0.68 1.85 

0.83 0.39 1.20 0.61 

0.86 0.41 1.27 1.27 

0.90 0.43 1.34 1.93 

0.93 0.56 1.85 0.68 

0.97 0.58 1.93 1.34 

1.00 0.60 2.00 2.00 
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Tabla 2.8 Mezcla de AU, PAR, AA y AO en la etapa de prueba de la RNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las soluciones fueron preparadas en ABS 0.1 M (pH=5.5) y analizadas con los parámetros 

optimizados del Bi2O3-NPs/CPE y la DPV.  

 

2.11.3 Red Neuronal Artificial para cuantificar ácido úrico en presencia de 

interferentes. 

 

Se empleó una arquitectura perceptrón multicapa y la función de entrenamiento Levenberg-

Marquardt para la RNA. El software Matlab R2015a, fue usado para realizar la 

programación, entrenamiento y prueba de la RNA. 

 

Los datos de entrenamiento y prueba fueron normalizados en el intervalo de [-1, +1] para 

facilitar el proceso de entrenamiento de la RNA. 

 

La evaluación del ajuste correcto de la RNA se realiza mediante el error medio cuadrático 

(EMC)239,240 comparando los valores de salida (Cj obtenido) con los valores de concentración 

esperados (Cj esperado), de acuerdo con la ecuación 11. Al existir diferencias significativas, 

el algoritmo de entrenamiento ajusta los pesos de las conexiones entre las neuronas.   

 

Ácido úrico 

(AU) 

mM 

Paracetamol 

(PAR) 

mM 

Ácido ascórbico 

(AA) 

mM 

Ácido oxálico 

(AO) 

mM 

0.18 0.33 1.65 0.79 

0.26 0.37 1.83 1.48 

0.35 0.42 2.00 0.27 

0.43 0.46 0.10 0.96 

0.51 0.51 0.27 1.65 

0.59 0.55 0.45 0.45 

0.67 0.60 0.62 1.14 

0.75 0.10 0.79 1.83 

0.84 0.15 0.96 0.62 

0.92 0.19 1.14 1.31 
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Ecuación 12. Cálculo del error medio cuadrático (EMC) para la red neuronal artificial. 

 

Además, se consideró el porcentaje de recobro (PR) para las muestras de AU y evaluar la 

capacidad de predicción de información de la RNA,241 de acuerdo con la ecuación 12, donde 

Yi es el valor obtenido, yi el valor esperado y N es el número de muestras.  

 

 

Ecuación 13. Porcentaje de recobro (PR) aplicado a la red neuronal artificial. 

 

Además, se realizó una prueba de validación cruzada basada en la técnica K-fold (k=4para 

evaluar el rendimiento de la RNA. Con esta técnica, todo el conjunto de datos se divide en k 

subconjuntos (entrenamiento y prueba) y el método de reserva se repite k veces. Cada vez, 

uno de los k subconjuntos se usa como conjunto de prueba y los otros k −1 subconjuntos, se 

usan para entrenamiento (tabla 2.9). )242   

 

Tabla 2.9 División de datos para validación cruzada usando K-fold. 

RNA 1 Datos de prueba Datos entrenamiento Datos entrenamiento Datos entrenamiento 

RNA 2 Datos entrenamiento Datos de prueba Datos entrenamiento Datos entrenamiento 

RNA 3 Datos entrenamiento Datos entrenamiento Datos de prueba Datos entrenamiento 

RNA 4 Datos entrenamiento Datos entrenamiento Datos entrenamiento Datos de prueba 

 

El objetivo es analizar el rendimiento de la RNA con diferentes subconjuntos de 

entrenamiento y prueba para mostrar la capacidad del modelo en la tarea de cuantificación 

de AU en presencia de los interferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

𝐸𝑀𝐶 =
1

𝑁
Ʃ𝑗=1
𝑁 (𝐶𝑗 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜 − 𝐶𝑗 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜)2 

𝑃𝑅 =  
Ʃ𝑖−1
𝑁 100 ∗ (1 +

𝑌𝑖 − 𝑦𝑖
𝑦𝑖

 )

𝑁
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3 CAPÍTULO III. RESULTADOS 
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3.1 Sensor no enzimático modificado con nanopartículas de Fe2O3 para 

cuantificar glucosa.  
 

A continuación, se describen y discuten los resultados obtenidos en el desarrollo de la 

metodología para cuantificar Glc en medio básico empleando electrodos de pasta de carbono 

modificados con nanopartículas de óxido de hierro (III). 

 

3.1.1 Estudio del sistema electroquímico mediante CV.  

 

Se empleó CV (barrido en dirección anódica a 100 mVs-1) para evaluar el comportamiento del 

CPE y el Fe2O3-NPs/CPE en una solución 0.1 M de KCl ajustada a pH 12.8. En la figura 3.1, 

se observa en el voltamperograma obtenido usando el CPE un proceso anódico con un 

potencial de máxima corriente anódica en 1.3 V, el cual se puede atribuir a la oxidación de 

grafito y formación de grupos funcionales (-C = O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 

sobre la superficie del electrodo. Al invertir el barrido se puede observar un proceso catódico 

con un potencial de mínima corriente de -0.947 V asociado a la reducción del oxígeno. 

 

 
Figura 3.1 CVs de CPE y el 10% Fe2O3-NPs/CPE en solución alcalina sin glucosa 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (sentido anódico) en tres segmentos, primer segmento de barrido de 0 V a 1.5 V, segundo 

segmento de 1.5 V a -1.5 V y tercer segmento de -1.5 V a 1.5 V. 

 

En el CV correspondiente al Fe2O3-NPs/CPE a diferencia del obtenido con CPE, se observa 

un proceso anódico con una corriente máxima de pico alrededor de 1 V, el cual se atribuye a 

la oxidación del R-Fe3+-OHads formado en la superficie del Fe2O3-NPs/CPE (ecuación 13 A) 
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a Fe (IV) de la especie R-Fe=O244,245 (ecuación 13 B), proceso favorecido por el pH básico 

del medio. 

 

Al invertir el barrido no se hace evidente ninguna onda catódica relacionada al proceso de 

reducción de R-Fe=O a R-Fe3+-OHads lo cual indica que el R-Fe=O es inestable. Al seguir el 

barrido se observa una onda catódica más intensa que la obtenida con el CPE, a un potencial 

de mínima corriente de pico de -0.95 V que correspondería a la reducción de R-Fe3+-OHads a 

Fe (II) en forma de Fe(OH)2 junto con el proceso de reducción del oxígeno adsorbido en 

CPE. Al realizar el segundo barrido anódico se puede observar una onda anódica muy 

ensanchada que correspondería a la transformación del Fe (II) previamente formado a R-

Fe3+-OHads. 

 

En la figura 3.2, se presentan los voltamperogramas cíclicos, obtenidos con los electrodos en 

estudio aplicados a solución de Glc 0.1 mM disuelta en KCl (0.1 M) y pH 12.8. En el caso 

del CPE se puede observar un comportamiento muy parecido al mostrado en ausencia de Glc 

y no se observa un pico redox relacionado a la oxidación de esta, lo que sugiere que la Glc 

no se oxida en la superficie del CPE.  

 

 
Figura 3.2 CVs de CPE y 10% Fe2O3-NPs en 0.1 mM de glucosa en 0.1 M KCl (pH 12.8) 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (sentido anódico) en tres segmentos, primer segmento de barrido de 0 V a 1.5 V, segundo 

segmento de 1.5 V a -1.5 V y tercer segmento de -1.5 V a 1.5 V. 
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Sin embargo, al comparar el voltamperograma del Fe2O3-NPs/CPE en presencia y ausencia 

de Glc, se observan diferencias en la corriente registrada en el proceso asociado a la oxidación 

del Fe (III) a Fe (IV), esta última especie oxida a la Glc (ecuación 13 C) mediante un proceso 

puramente redox, lo anterior afecta la onda anódica a 1 V que se puede relacionar a la 

cantidad de Glc en el medio.246  

 

 
 

Ecuación 14. Mecanismo de oxidación no enzimática de la glucosa empleando Fe2O3-NPs/CPE en medio básico. 

 

Los resultados previos sugieren que las nanopartículas de Fe2O3 permiten la determinación 

indirecta de Glc mediante un proceso electroquímico-químico que se muestra en la figura 

3.3.  

 

 
Figura 3.3 Mecanismo de respuesta electroquímica hacia glucosa usando el Fe2O3-NPs/CPE. 
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3.1.2 Optimización del porcentaje de Fe2O3-NPs en CPE. 

 

Se realizó la evaluación y optimización del porcentaje de Fe2O3-NPs en el CPE mediante 

DPV empleando una solución de Glc 0.1 mM en KCl a pH 12.8; se probaron porcentajes del 

0%, 5%, 10%, 15%, 20% y 25%. Los resultados se presentan en la figura 3.4 y se puede 

observar que en el voltamperograma correspondiente al CPE (0%) se tiene un proceso 

anódico con un potencial de corriente máxima de 1.3 V, el cual como se mencionó antes, 

estaría asociado a la oxidación del grafito en la superficie del electrodo.  

 

 

Figura 3.4 Optimización del porcentaje de Fe2O3-NPs en el CPE en 0.1 mM de glucosa a pH 12.8. 

Obtenidas mediante DPV (Paso de potencial 4 mV, ancho de pulso 50 ms, período de pulso 200 ms, amplitud 

de pulso 50 mV) y una ventana de trabajo de 0.5 V a 1.5 V.  

 

La presencia de las Fe2O3-NPs provoca la generación de una onda anódica (1 V) que 

asociamos a la oxidación de la Glc presente en el medio. Al comparar la corriente de los 

voltamperogramas obtenidos con los diferentes porcentajes de Fe2O3-NPs, se puede observar 

que un 10% de nanopartículas en el composite presentó la mayor corriente, lo cual sugiere 

que esta proporción mejora la respuesta al proceso de oxidación de la Glc. Considerando 

esto, se eligió 10% de Fe2O3-NPs como la proporción optimizada para los experimentos 

posteriores.  
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Porcentajes de nanopartículas en CPE mayores a 10% disminuyen la intensidad de corriente 

anódica debido a la propiedad semiconductora que presenta el óxido metálico dificultando el 

paso de corriente en el proceso electrocatalítico.  

 

3.1.3 Optimización del pH de trabajo para el sistema electroquímico.   

 

Posteriormente, se realizó la optimización del pH de trabajo del sistema usando DPV y 

ajustando diferentes valores de pH (9.58 – 13.1) en el sistema a evaluar, lo anterior debido al 

rol del OH- en el proceso de oxidación de las Fe2O3-NPs y Glc, efecto que se presenta en la 

figura 3.5. Se observa que la corriente de pico anódico aumenta proporcionalmente al cambio 

de pH. Esto indica que a valores de pHs altos se estabiliza mejor la especie Fe4+, y se 

incrementa la señal anódica relacionada a la cantidad de Glc en el medio.  

 

 
Figura 3.5 Optimización de pH del medio usando el 10% Fe2O3-NPs/CPE en 0.1 mM de glucosa (0.1 M KCl a pH 12.8). 

DPV (Paso de potencial 4 mV, ancho de pulso 50 ms, período de pulso 200 ms, amplitud de pulso 50 mV) y 

una ventana de trabajo de 0.5 V a 1.5 V. 
 

Para fines del presente estudio, se seleccionó un pH de 12.8 debido a que la onda anódica se 

encuentra mejor definida. 
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3.1.4 Optimización de los parámetros de la DPV.  

 

Se realizaron los 27 experimentos propuestos por el diseño Box-Behnken para maximizar la 

corriente anódica de oxidación electroquímica de la Glc (0.1 mM). En la tabla 3.1, se presenta 

los resultados de las mediciones obtenidas para cada experimento por triplicado. Los 

experimentos confirmatorios (25, 26 y 27) presentaron un %RSD promedio igual a 2.35%, 

confirmando la precisión de las mediciones (<10% RSD). 

 

Tabla 3.1 Experimentos para la optimización de DPV usando Fe2O3-NPs/CPE. 

No.  

Experimento 

A 

mV 

B 

ms 

C 

ms 

D 

mV 

Promedio 

mA 

Desviación 

estándar 

% RSD 

16 4 70 300 50 0.1353 0.0007 0.5330 

10 6 50 200 30 0.0861 0.0024 2.8163 

2 6 30 200 50 0.1340 0.0016 1.1945 

21 4 30 200 30 0.0775 0.0010 1.3471 

22 4 70 200 30 0.0680 0.0006 0.8945 

27 4 50 200 50 0.1213 0.0019 1.5324 

19 2 50 300 50 0.0987 0.0005 0.5361 

11 2 50 200 70 0.1580 0.0017 1.0538 

13 4 30 100 50 0.1263 0.0002 0.1828 

12 6 50 200 70 0.1995 0.0042 2.0843 

9 2 50 200 30 0.0632 0.0018 2.8423 

4 6 70 200 50 0.1275 0.0005 0.3868 

15 4 30 300 50 0.1051 0.0007 0.6475 

7 4 50 100 70 0.1772 0.0010 0.5654 

5 4 50 100 30 0.0862 0.0005 0.5356 

17 2 50 100 50 0.1276 0.0026 2.0421 

18 6 50 100 50 0.1431 0.0018 1.2908 

3 2 70 200 50 0.1072 0.0023 2.1025 

26 4 50 200 50 0.1259 0.0038 2.9962 

14 4 70 100 50 0.1258 0.0017 1.3372 

6 4 50 300 30 0.0748 0.0017 2.2868 

23 4 30 200 70 0.1965 0.0024 1.2066 

24 4 70 200 70 0.1978 0.0021 1.0808 

1 2 30 200 50 0.1037 0.0029 2.8411 

25 4 50 200 50 0.1268 0.0009 0.6875 

20 6 50 300 50 0.1225 0.0010 0.8175 

8 4 50 300 70 0.1655 0.0019 1.1210 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 
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Del estudio de optimización, se obtiene la ecuación que describe la dependencia de la 

corriente de pico anódico con respecto a las variables propias de la DPV (ecuación 14), 

siendo el paso de potencial (A), ancho de pulso (B) y período de pulso (C) los factores con 

un aporte significativo a la señal de respuesta en el modelo teórico. 

 

 

Ecuación 15. Modelo polinomial Box-Behnken para la optimización de las variables DPV usando Fe2O3-NPs/CPE en 

solución de glucosa (0.1 mM). 

 

En la figura 3.6 se observa las interacciones de las variables involucradas en la técnica DPV 

aplicada a la oxidación electroquímica de la Glc empleando el sensor Fe2O3-NPs/CPE. 

   

 

Figura 3.6 Gráfico de superficie de respuesta para la optimización de la señal de respuesta mediante DBB en el proceso 

de oxidación anódica de la glucosa empleando Fe2O3-NPs/CPE. 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D), Diseño Box-Behnken. 

 

Los parámetros optimizados para la DPV empleando Fe2O3-NPs/CPE, se muestran en la tabla 

3.2 y se usan para los estudios subsecuentes. 

 

 

I/mA = 0.0851 + 0.0059 A - 0.00103 B - 0.000239 C + 0.00007 D - 0.00073 A*A + 0.000002 B*B 

- 0.000000 C*C + 0.000018 D*D - 0.000052 A*B + 0.000010 A*C + 0.000140 A*D 

+ 0.000004 B*C + 0.000007 B*D - 0.000000 C*D 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 
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También se obtuvo el valor de error estándar del ruido (S) bajo (0.0105474) y valores de R2 

ajustada (92.59%) y R2 (96.58%) altos, confirmando un ajuste adecuado de los datos 

experimentales con el modelo teórico ya que el valor R2 predicha (80.67%) nos indica que el 

modelo tiene un porcentaje adecuado para predecir la respuesta en mediciones futuras.  

 

Tabla 3.2 Valores óptimos para los parámetros DPV usando Fe2O3-NPs/CPE. 

Paso de potencial 

( A ) 

Ancho de pulso 

( B ) 

Periodo de pulso 

( C ) 

Amplitud de pulso 

( D ) 

6 mV 30 ms 100 ms 70 mV 

 

La prueba de falta de ajuste del modelo (Lack-of-Fit), nos indica que el valor p (0.146) > α 

(0.05) a un nivel de confianza del 95%, por lo tanto, se determina con esta prueba que el 

modelo teórico se ajusta de manera adecuada a los datos. 

 

Para realizar el estudio confirmatorio de la ecuación propuesta en el modelo teórico, se estimó 

un valor para la corriente anódica teórica de 0.2106 mA, mientras que experimentalmente se 

obtuvo un valor de 0.1973 mA, lo que confirma el buen ajuste del modelo. 

 

3.1.5 Curva de calibración y parámetros analíticos.  

 

Con los parámetros de DPV optimizados mediante Box-Behnken, se realizó una curva de 

calibración que presenta un claro aumento en la señal de máxima corriente anódica conforme 

se aumenta la concentración de Glc. En la figura 3.7 A, se muestra la gráfica de concentración 

de Glc (μM) vs intensidad de corriente anódica (µA), donde se encuentren tres diferentes 

zonas de tendencia lineal: 0.3 μM a 1 μM (sensibilidad: 51.579 μA μM−1), 1 μM a 10 μM 

(sensibilidad: 4.207 μA μM−1) y 30 μM a 700 μM (sensibilidad: 0.0419 μA μM−1 ) (figura 

3.7 B, 3.7 C y 3.7 D respectivamente). 

 

A partir de la curva de calibración se determinaron los parámetros analíticos para la 

metodología analítica propuesta, los cuales se observan en la tabla 3.3, donde se comparan 

con otras reportadas en la literatura. 
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Figura 3.7 Curva de calibración de 10% Fe2O3/CPE-NPs para glucosa (medio básico) con parámetros optimizados DPV.  

Paso potencial de 6 mV, ancho de pulso 30 ms, período de pulso 100 ms, amplitud de pulso de 70 mV 

 
Tabla 3.3 Parámetros analíticos de sensores ferrosos para glucosa. 

Enzima glucosa oxidasa (Gox), quitosano (CS), alcohol polivinilo (PVA), poli(4-vinilpiridina)-co-poli(acrilonitrilo) 

(P4VP/coPAN), nanopartículas (NPs), magnetita (Fe3O4), electrodo de carbono vítreo (GCE), electrodo de pasta de carbono 

(CPE). 
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analítica  
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μM 

LOD 

(μM) 

Referencia 

Gox/Fe3O4/CS/Pt 0.0115  cm-2 6–2200 6 247 

Gox/PVA-Fe3O4/Sn 0.0093 5–30000 8 248 

Fe2O3 nanocable/GCE 0.726 15 – 8000 6 249  

Fe2O3-NPs/P4VP-

coPAN/GCE 

1.382  cm-2 2.5 – 500 0.5 250  

FeOOH nanocables 0.012 15 – 3000 7.8 251 

Fe3O4 nanoesferas 6.560 100–1100 30 252 

Ni-Co/Fe3O4/GCE 2.171  cm-2 0.1–1100 0.2 253 

 

Fe2O3-NPs/CPE 

51.579 

4.207 

0.0419 

0.15 – 0.1 

0.1 – 100 

300 – 700 

0.044 Este trabajo 
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Al comparar la propuesta Fe2O3-NPs/CPE con otras propuestas similares (enzimáticas y no 

enzimáticas), observamos que presenta el límite de detección (LOD) más bajo, además de un 

amplio rango lineal de trabajo y valores altos de sensibilidad analítica. Por lo tanto, los 

parámetros analíticos resultan competitivos en comparación con otras propuestas de sensores 

basadas en materiales ferrosos. 

 

3.1.6 Repetibilidad, reproducibilidad, estabilidad del sensor y selectividad.  

 

Se prepararon 10 electrodos de manera independiente y se probaron bajo condiciones 

optimizadas para evaluar la reproducibilidad entre electrodos, empleando una solución de 

Glc 0.1 mM. La desviación estándar relativa en las mediciones para la prueba de 

reproducibilidad fue 2.37% (<10%RSD). 

 

El sensor propuesto se almacenó en condiciones ambientales, y se aplicó para el análisis de 

soluciones de Glc 0.1 mM cada siete días, durante un período de 28 días. La respuesta 

analítica obtenida con el sensor almacenado demostró que el 97% de la señal de corriente 

anódica inicial se mantiene en las pruebas, lo que sugiere una buena estabilidad del sensor a 

largo plazo.  

 

La selectividad del sensor propuesto fue evaluada utilizando diferentes especies químicas 

que normalmente pueden coexistir con la Glc en muestras fisiológicas. Las pruebas se 

realizaron en mezclas de Glc 0.1 mM y las especies interferentes en tres niveles de 

concentración. 

 

• En una mezcla de Glc y el interferente a concentración 0.01 mM, se observó una 

interferencia insignificante en la señal de respuesta analítica para Glc en presencia de 

AA (0.16%), cafeína (0.10%) y AU (0.17%).  

• Para una mezcla de Glc e interferentes a la misma concentración se observaron 

valores de error bajos para la señal de respuesta analítica de Glc en presencia de AA 

(0.28%), cafeína (0.28%) y AU (0.76%).  

• Para concentraciones igual a 1.0 mM para cada interferente, el AA, cafeína y AU, 

causaron una interferencia insignificante a la señal de respuesta de oxidación de la 
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Glc, ya que los porcentajes de error calculados fueron 0.31%, 0.33% y 0.89%, 

respectivamente. 

 

Estos resultados muestran que Fe2O3-NPs/CPE presenta una excelente selectividad hacia la 

detección de Glc considerando que los interferentes en muestras fisiológicas están 30 veces 

por debajo de la concentración de Glc. 

 

La selectividad puede deberse a la coordinación de Fe3+ a Glc que ya ha sido reportada en la 

literatura; esto podría favorecer la interacción de la Glc con los sitios activos en la superficie 

del electrodo modificado antes de la formación de la especie R-Fe4+=O y, por lo tanto, 

favorecer la oxidación de la Glc sobre otras especies electroactivas.254,255 

 

3.1.7 Análisis en muestras reales.  

 

La funcionalidad del sensor fue evaluada en orina humana. Las muestras de orina fueron 

dopadas con un estándar de Glc, hasta alcanzar una concentración 0.55 mM. Las muestras 

fueron analizadas por triplicado, empleando la metodología basada en el Fe2O3-NPs /CPE y 

también por vía enzimática (hexoquinasa) con fines comparativos. Los resultados se 

presentan en la tabla 3.4. 

 

Tabla 3.4 Cuantificación de glucosa en orina humana usando la metodología optimizada con Fe2O3-NPs /CPE. 

Muestra DPV 

Fe2O3-NPs/CPE 

(mM) 

RSD 

(%) 

Recobro 

(%) 

método 

enzimático 

(mM) 

RSD 

(%) 

Recobro 

(%) 

 

texp 

 

tcrítica 

Orina humana 1 0.5521 0.87 100.38 0.5542 0.34 100.76 1.465 4.3 

Orina humana 2 0.5650 0.72 102.72 0.562 0.80 102.18 2.433 4.3 

Voltamperometría diferencial de barrido (DPV), nanopartículas (NPs), desviación estándar relativa (RSD) 

 

 

De acuerdo al análisis estadístico, no se observan diferencias significativas en los resultados 

obtenidos por ambos métodos (prueba t de muestras emparejadas, tcrítica(4.3) > texp), 

demostrando que la metodología optimizada usando DPV y el Fe2O3-NPs /CPE en el presente 
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trabajo representa una alternativa viable y novedosa para la determinación de Glc en muestras 

fisiológicas. 

 

3.2 Sensor de pasta de carbono modificado con MOF-MIL 100 manganeso para 

cuantificar glucosa.  
 

A continuación, se describe la metodología electroquímica desarrollada para cuantificar Glc 

en medio básico empleando electrodos de pasta de carbono modificados con MOF MIL-100 

Mn. 

 

3.2.1 Estudio del sistema electroquímico mediante CV.  

 

En la figura 3.8 se observan los CVs en sentido anódico (velocidad de barrido: 100 mVs-1), 

aplicados para evaluar el comportamiento de CPE y el 10% MOF MIL-100 Mn/CPE en una 

solución 0.1 M ABS ajustada a pH 5.5. En el primer barrido anódico (0 V – 1.2 V) utilizando 

CPE no se observó ninguna respuesta anódica, al invertir el barrido se registró un pico 

catódico con un potencial de corriente mínima de -0.865 V asociado a la reducción de 

oxígeno y formación de grupos funcionales (-C = O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 sobre 

la superficie de CPE. Posteriormente, al invertir el barrido, se registró un proceso anódico 

con un potencial de corriente anódica máxima en -0.320 V que se puede atribuir a la 

oxidación de los grupos funcionales formados en el barrido de reducción.  

 

 
Figura 3.8 CVs obtenidos utilizando CPE y 10% MOF MIL-100 Mn/CPE en ABS 0.1 M (pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico). Electrodo de pasta de carbono (CPE), Metal organic-

framework (MOF), Material del Instituto Lavoisier (MIL), solución buffer de acetato (ABS). 
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El CV correspondiente a MOF MIL-100 Mn/CPE (línea naranja) registró un pico anódico en 

el primer barrido a un potencial de pico de 0.9 V (39.8 µA) y que se relaciona con el proceso 

de oxidación de Mn3+ (presente en el MOF MIL-100 Mn) a Mn4+ [MnO2],
256 y al invertir el 

sentido de barrido se presenta el proceso catódico relacionado con la reducción de Mn4+ a 

Mn3+,  con una corriente mínima registrada a un potencial de 0.595 V. Posteriormente se 

observa un pico catódico a un potencial de -0.18 V que se atribuye a la reducción de Mn3+ a 

Mn2+ [MnO]256 y continuando con el barrido se observa un pico catódico más intenso que el 

obtenido con CPE, a un potencial mínimo de corriente de pico de -0.815 V que 

correspondería al proceso de reducción de Mn2+ a Mn0, simultáneamente con la  reducción 

de oxígeno y formación de grupos funcionales (-C = O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 en 

la superficie del electrodo.  Al realizar la segunda exploración anódica, se puede observar un 

proceso anódico con un potencial de corriente anódica máxima en -0.320 V que se puede 

atribuir a la oxidación de los grupos funcionales (-C = O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–

H)243 formados en el barrido de reducción y la oxidación de Mn0 a Mn2+, posteriormente a 

250 mV se observa el proceso de oxidación de Mn2+ a Mn3+ y por último la oxidación de 

Mn3+ a Mn4+ a un potencial de 0.920 V. 

 

En la figura 3.9, se presentan los CVs en sentido anódico obtenidos con los electrodos de 

trabajo en presencia de una solución de Glc 1 µM en ABS a pH 5.5. El CPE presentó un 

comportamiento similar al registrado en solución ABS. El sensor MOF MIL-100 Mn/CPE, 

sin embargo, registró un pico anódico en el primer segmento de barrido a un potencial de 

0.920 V y con una intensidad de corriente de pico anódico mayor (48.1 µA) en comparación 

con la registrada en ausencia de Glc, efecto que podemos relacionar con el proceso de 

oxidación de la Glc en la superficie del electrodo modificado. En las demás etapas de barrido 

se observa un comportamiento similar al mostrado en ausencia de Glc. 

 

Se aplicó LSV en sentido anódico para evaluar el comportamiento del electrodo modificado 

(MOF-MIL-100 Mn/CPE) y uno sin modificar (CPE) en una solución de Glc (1 µM) en ABS 

0.1 M a pH 5.0. En la figura 3.10 se observa que al utilizar el CPE no hay ondas anódicas ni 

en presencia ni en ausencia de Glc. 
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Figura 3.9 CVs obtenidos utilizando CPE y 10% MOF MIL-100 Mn/CPE en 1 µM glucosa (ABS 0,1 M, pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1  (barrido en sentido anódico). 

 

 

 
Figura 3.10 LSVs obtenidos utilizando CPE y MOF MIL-100 Mn/CPE en ABS y en Glc (disuelta en 0.1 M ABS, pH 5.5.  

Velocidad de barrido 100 mVs-1  (barrido en sentido anódico), glucosa (Glc). 

 

La LSV obtenido con el electrodo MOF-MIL-100 Mn/CPE aplicado a la solución ABS 

presentó un potencial de pico anódico aproximadamente en 690 mV con una intensidad de 

corriente de pico de 45.98 µA, que se relaciona con el proceso de oxidación de Mn3+ (presente 

en el MOF MIL-100) a Mn4+. Al usar el MOF MIL-100 Mn/CPE en la solución de Glc, se 

observa un incremento en el valor de la Iap (62.1 µA) en comparación con el CPE, lo que se 

asocia al proceso de oxidación de la Glc en la superficie del electrodo modificado favorecido 

por la presencia de Mn4+ formado a partir de Mn3+(figura 3.11).  
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Figura 3.11 Mecanismo de respuesta electroquímica hacia glucosa usando el MOF MIL-100 Mn/CPE. 

 

3.2.2 Optimización del porcentaje de MOF MIL-100 Mn en la mezcla composite del 

CPE. 
 

El porcentaje de MOF MIL-100 Mn en el sensor modificado fue evaluado y optimizado 

usando LSV en una solución de Glc 1 µM disuelta en ABS (pH 5.5). Se probaron porcentajes 

de 0%, 3%, 5%, 7%, 10%, 13% y 15%, los resultados se muestran en la figura 3.12. 

 

Al comparar la corriente máxima en el proceso de oxidación de Glc en la superficie de MOF 

MIL-100 Mn/CPE obtenido con las diferentes proporciones, con el 10% de MOF MIL-100 

Mn se obtuvo la intensidad de corriente más alta, lo que demuestra que el uso de esta 

proporción mejora la respuesta anódica.   

 

También, se observa que al aumentar la proporción de MOF MIL-100 Mn en el CPE, la 

intensidad de corriente anódica disminuye debido a las deficientes propiedades conductoras 

que posee el MOF, dificultando el paso de corriente en la superficie del electrodo 

modificado.257,258  
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Figura 3.12 Optimización de MOF MIL-100 dentro del CPE usando una solución de 1 µM Glc (disuelta en ABS, pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico). 

 

 

De acuerdo con estos resultados, 10% de MOF MIL-100 Mn en la mezcla composite es el 

valor de porcentaje seleccionado como la proporción optimizada de modificante para 

experimentos posteriores. 

 

 

3.2.3 Optimización de pH del electrolito soporte. 

 

El efecto del pH del electrolito soporte sobre la respuesta electroquímica del sensor MOF 

MIL-100 Mn/CPE hacia la oxidación de la 1 µM Glc se investigó usando LSV en un rango 

de pH de 3.5 a 6.0.  

 

Como se observa en la figura 3.13, usando un pH de 5.5 se obtuvo la intensidad de corriente 

de pico anódico más alta en un potencial (Epa) de 707 mV aproximadamente, lo que sugiere 

que el uso de este valor de pH estabiliza la especie Mn4+ y lo cual incrementa la señal de 

respuesta relacionada con la presencia de la Glc en solución. En consecuencia, este valor de 

pH se considera como el óptimo para el electrolito soporte. 
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Figura 3.13 Optimización del pH del usando MOF MIL-100 Mn/CPE en 1 µM de Glc (disuelta en 0.1 M ABS). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico) 

 

3.2.4 Optimización de los parámetros DPV. 

 

El diseño Box-Behnken usado para la optimización de los parámetros de la DPV estableció 

veintisiete experimentos para maximizar la corriente de pico anódico. En la tabla 3.5, se 

presenta los resultados por triplicado de las mediciones obtenidas para cada experimento. 

Los experimentos confirmatorios (25, 26 y 27) presentaron %RSD promedio igual a 4.07% 

(<10% RSD), confirmando la precisión de las mediciones. 

 

A partir del estudio de optimización, se obtiene la ecuación que describe la dependencia de 

la corriente de pico anódico respecto a las variables de la DPV (ecuación 15), siendo el paso 

de potencial (A), ancho de pulso (B), período de pulso (C) y amplitud de pulso (D), los 

factores con una contribución significativa a la señal de respuesta en el modelo teórico. 

 

 

Ecuación 16. Modelo polinomial Box-Behnken para la optimización de las variables DPV usando MOF MIL-100 Mn/CPE 

en solución de glucosa (1 µM). 

 

Además, el modelo presentó un buen ajuste con los datos experimentales, ya que el valor de 

error estándar del ruido (S) fue bajo (2.14) y los valores para R2 (90.58%) y R2 adjuntada 

 

I/µA = -71.5 + 8.9 A + 1.58 B + 0.052 C + 0.82 D - 0.996 A*A - 0.02194 B*B - 0.000698 C*C - 

0.00970 D*D - 0.0056 A*B - 0.0050 A*C + 0.0346 A*D + 0.00446 B*C + 0.00492 B*D + 0.00103 

C*D                             

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 
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(89.58%) fueron altos. El valor teórico de corriente de pico anódico se estimó en 53.04 µA, 

mientras que el valor experimental obtenido fue de 52.96 µA con un valor de desviación 

estándar relativa (RSD) de 2.72% RSD, confirmando el valor para R2 predicha (86.15%).  

 

Tabla 3.5 Experimentos para la optimización de DPV usando MOF MIL-100 Mn/CPE. 

No.  
Experimento 

A 
mV 

 B 
ms 

C 
ms 

D 
mV 

Promedio 
µA 

Desviación 
estándar 

% RSD 

16 4  70 300 50 38.81 1.364 3.516 
10 6  50 200 30 

17.45 0.904 5.183 
2 6  30 200 50 

14.40 1.249 8.674 
21 4  30 200 30 

6.76 0.443 6.562 
22 4  70 200 30 

27.16 0.380 1.400 
27 4  50 200 50 

40.77 2.309 5.665 
19 2  50 300 50 

27.33 1.457 5.331 
11 2  50 200 70 

37.50 0.624 1.665 
13 4  30 100 50 

23.60 1.136 4.813 
12 6  50 200 70 

42.33 1.168 2.758 
9 2  50 200 30 

20.77 0.737 3.549 
4 6  70 200 50 

44.23 1.680 3.799 
15 4  30 300 50 

15.73 1.943 12.346 
7 4  50 100 70 

29.23 1.106 3.784 
5 4  50 100 30 

25.33 0.643 2.538 
17 2  50 100 50 

24.20 1.127 4.657 
18 6  50 100 50 

37.83 0.651 1.720 
3 2  70 200 50 

42.20 2.138 5.066 
26 4  50 200 50 

40.60 1.114 2.743 
14 4  70 100 50 

10.97 0.603 5.496 
6 4  50 300 30 

26.60 0.100 0.376 
23 4  30 200 70 

28.67 0.404 1.410 
24 4  70 200 70 

56.93 0.896 1.574 
1 2  30 200 50 

11.47 0.486 4.237 
25 4  50 200 50 

40.03 1.531 3.824 
20 6  50 300 50 

36.93 1.570 4.250 
8 4  50 300 70 

38.73 1.002 2.586 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 

 

Los parámetros optimizados se presentan en la tabla 3.6 y fueron utilizados para la 

caracterización analítica de la metodología propuesta y estudio de muestras reales.  
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Tabla 3.6 Valores óptimos para los parámetros DPV usando MOF MIL-100 Mn/CPE. 

 

En la figura 3.14 se observa las interacciones de las variables involucradas en la técnica DPV 

aplicada a la oxidación electroquímica de la Glc empleando el sensor MOF MIL-100 

Mn/CPE. 

 

 

Figura 3.14 Gráfico de superficie de respuesta para la optimización de la señal de respuesta mediante DBB en el proceso 

de oxidación anódica de la glucosa empleando MOF MIL-100 Mn/CPE. 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D), Diseño Box-Behnken. 

 

3.2.5 Curva de calibración y parámetros analíticos. 

 

Con la metodología optimizada, se construyó una curva de calibración que presenta una 

relación lineal entre la corriente máxima de pico anódico y la concentración de Glc. La figura 

3.15 muestra la curva de calibración obtenida, donde se observan una zona de 

comportamiento lineal en el intervalo de concentraciones entre 0.05 μM a 5 μM. 

 

Del análisis estadístico de la curva de calibración se determinaron los parámetros analíticos 

para la metodología propuesta y se reportan en la tabla 3.7, junto a otros reportados en la 

literatura. 

Paso de potencial 

( A ) 

Ancho de pulso 

( B ) 

Período de pulso 

( C ) 

Amplitud de pulso 

( D ) 

5 mV 70 ms 280 ms 70 mV 
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Figura 3.15 Curva de calibración obtenida usando MOF MIL-100 Mn/CPE. 

Paso potencial de 5 mV, ancho de pulso 70 ms, período de pulso 280 ms, amplitud de pulso de 70 mV. 

 

Al comparar la propuesta MOF MIL-100 Mn/CPE con otras propuestas similares (basadas 

en MOFs), observamos que presenta el límite de detección (LOD) más bajo y uno de los 

potenciales anódicos de trabajo más bajos. Por lo tanto, los parámetros analíticos resultan 

competitivos en comparación con otras propuestas de sensores basadas en materiales MOFs. 

 

Tabla 3.7 Parámetros analíticos de sensores para glucosa basados en MOF. 

Electrodo Medio  mV LOD 

µM 

Rango lineal 

µM 

Referencia 

Ag@TiO2@ZIF-67/GCE 0.1 M NaOH 400 0.99 48-1000 259 

Ni-MIL-77/GCE 0.1 M NaOH 600 0.25 1-500 260 

Cu-in-ZIF-8/SPCE 0.1 M NaOH 600 2.76 0-700 261 

GCE–h-BN–Cu-MOF/NF 0.15 M NaOH 600 5.5 10-900 262 

Cu-Co ZIF  0.1 M NaOH 550 2 20-800g 263 

MOF MIL-100 Mn/CPE 

 

0.1 M ABS 

(pH 5.5) 

590 0.048 0.05 - 5 Este trabajo 

Zeolita Imidazol Frameworks (ZIF), metal orgánic-frameworks (MOF), Material del Instituto Lavoisier (MIL), 

nanopartículas (NPs), nitruro de boro hexagonal (h-BN), solución buffer de acetatos (ABS), electrodo níquel Foam (NF) 

Electrodo de carbono vítreo (GCE), electrodo de pasta de carbono (CPE), electrodo serigrafiado (SPCE), Molaridad (M). 

 

3.2.6 Repetibilidad, reproducibilidad, estabilidad y selectividad. 

 

La repetibilidad del sensor se determinó realizando diez mediciones sucesivas utilizando una 

solución de Glc 1 µM en condiciones optimizadas. Se obtuvo un %RSD de 3.38% (<10% 

RSD) demostrando la precisión en las mediciones realizadas con MOF MIL-100 Mn/CPE. 
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Cinco electrodos se construyeron y probaron de forma independiente para evaluar la 

reproducibilidad entre electrodos, utilizando una solución de Glc 1 µM en condiciones 

optimizadas. El RSD obtenido después de las mediciones fue de 3.95 % (<10% RSD), 

demostrando la precisión en las mediciones obtenidas con diferentes electrodos elaborados 

con pasta de carbono modificada con el MOF MIL-100 Mn. 

 

Los estudios de repetibilidad y reproducibilidad confirman la fiabilidad del método propuesto 

para la detección de Glc.  

 

La selectividad de MOF MIL-100 Mn/CPE se evaluó utilizando diferentes especies químicas 

que pueden coexistir con la Glc en muestras reales. Las pruebas se realizaron empleando una 

solución de Glc 1 µM y tres niveles de concentración de interferentes.   

 

• En una mezcla de Glc y el interferente a concentración 0.01 µM, se observó una 

interferencia insignificante en la señal de respuesta analítica para Glc en presencia de 

AU (0.36%), AA (0.70%) y cafeína (0.71%).  

• Para una mezcla de Glc e interferentes a la misma concentración se observaron 

valores de error bajos para la señal de respuesta analítica en presencia de AU (0.95 

%), AA (1.96%) y cafeína (1.08 %).   

• En una mezcla de Glc 1 µM con el interferente a una concentración 10 µM, se 

encontraron valores de error relativo de 1.52 %, 3.28% y 1.46% para el AU, AA y 

cafeína, respectivamente.  

 

La selectividad demostrada en los experimentos anteriores se debe a la interacción del Mn 

presente en el MOF MIL-100 con Glc, favoreciendo la transferencia de carga entre el oxígeno 

presente en el carbono 6 de la Glc y el Mn facilitando la oxidación de la Glc en los sitios 

activos del electrodo modificado con el MOF-MIL-100 Mn.264 
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3.2.7 Análisis en muestras reales. 
 

Para el análisis de muestras reales se usó orina humana las muestras fueron dopadas hasta 

alcanzar 4 μM de orina en ABS 0.1 M (pH 5.5). El análisis de las muestras se realizó usando 

la metodología propuesta y aquella espectrofotométrica basado en hexoquinasa con fines 

comparativos; los resultados correspondientes se presentan en la tabla 3.8. 

 
Tabla 3.8 Cuantificación de glucosa en orina humana usando MOF MIL-100 Mn/CPE 

Muestra DPV 

MOF MIL-

100 Mn/CPE 

%RSD Recobro 

(%) 

Método 

enzimático 

%RSD Recobro 

(%) 

texp tcrítica 

Orina humana 1 3.98 1.89 99.5 3.90 3.38 97.5 0.16 4.30 

Orina humana 2 3.93 0.77 98.5 4.02 3.81 100.5 0.31 4.30 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), Metal Organic-Framework (MOF), Material del Instituto Lavoisier (MIL), 

Electrodo de Pasta de Carbono (CPE), desviación estándar relativa (RSD).  

 

 

Se considera una tcrítica de 4.30 para dos grados de libertad a un nivel de confianza del 95%. 

Los valores de texp son inferiores a los valores de t-crítica, por lo que no se observaron 

diferencias significativas en los resultados obtenidos con ambas metodologías demostrando 

que la metodología propuesta representa una alternativa para la determinación de Glc en 

muestras fisiológicas.  

 

3.3 Sensor de pasta de carbono modificado con nanopartículas de Bi2O3 para 

determinar ácido úrico. 
 

A continuación, se describe la metodología electroquímica desarrollada para cuantificar AU 

empleando electrodos de pasta de carbono modificados con nanopartículas de óxido de 

bismuto (III). 

 

3.3.1 Estudio del sistema electroquímico mediante CV.  

 

Se utilizó CV en sentido anódico a una velocidad de barrido de 100 mVs-1  para evaluar el 

comportamiento de un CPE y del Bi2O3-NPs/CPE en una solución del electrolito soporte 

ABS 0.1 M ajustada a pH 5.5 (figura 3.16). En el primer barrido anódico utilizando CPE no 
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se observó respuesta anódica, al invertir el barrido se registró un pico catódico con un 

potencial de corriente mínima de -0.69 V asociado a la reducción de oxígeno y formación de 

grupos funcionales (-C = O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 sobre la superficie de 

CPE. Posteriormente, al invertir el barrido, se registró un proceso anódico con un potencial 

de corriente anódica máxima en -0.36 V que se puede atribuir a los grupos funcionales (-C = 

O, -C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 formados en el barrido de reducción.  

 

 
Figura 3.16 CVs obtenidos usando el CPE y 10% Bi2O3-NPs/CPE en ABS 0.1 M (pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico). 

 

El voltamperograma correspondiente al Bi2O3-NPs/CPE tampoco registró señales de 

respuesta anódica en el primer barrido, mientras que al invertir el sentido de barrido se 

presentó un proceso catódico con una corriente máxima de -0.6 V que se atribuye a la 

reducción de Bi3+ presente en Bi2O3 a una especie intermedia BiO2
2- 265 y continuando con el 

barrido se observa un pico catódico más intenso que el obtenido con CPE, a un potencial de 

mínima corriente de pico de -1 V que correspondería al proceso de reducción de BiO2
2-

  a Bi0 

simultáneamente con la  reducción de oxígeno y formación de grupos funcionales (-C = O, -

C-OH, -C-COOH, -C = OH+ o C–H)243 en la superficie del electrodo.  Al realizar la segunda 

exploración anódica, se puede observar un proceso de oxidación a un potencial de 0 V 

correspondiente a la oxidación de Bi0 a la especie intermedia de BiO2
2- y posteriormente la 

oxidación a Bi3+ (presente en Bi2O3-NPs) a un potencial de 0.282 V. 
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En la figura 3.17, se presentan los CVs obtenidos bajo las mismas condiciones descritas 

anteriormente en presencia de una solución de AU 0.5 mM disuelta en ABS a pH 5.5. Ambos 

electrodos presentaron un pico anódico en el primer segmento a un potencial de 0.4 V, que 

se relaciona con la oxidación de AU.  En ninguno de los electrodos se registró algún pico de 

reducción al invertir el barrido, sugiriendo que la oxidación de AU en CPE y Bi2O3-NPs/CPE 

se realiza mediante un proceso electroquímico/químico.  En las demás etapas de barrido se 

observa un comportamiento similar al mostrado en ausencia de AU para ambos electrodos 

de trabajo.  

 

Figura 3.17 CVs obtenidos usando CPE y 10% Bi2O3-NPs/CPE en AU 0.5 mM (disuelto en ABS 0.1 M, pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico). Electrodo de pasta de carbono (CPE), nanopartículas 

(NPs), ácido úrico (AU), solución buffer de acetato (ABS). 

 

Mediante LSV (figura 3.18), se observa que Bi2O3-NPs incrementa la intensidad de corriente 

anódica (Iap) correspondiente al proceso de oxidación de AU sobre la superficie del electrodo 

de pasta de carbono, en comparación con un CPE sin modificar.  

 

El rendimiento catalítico mejorado que presenta el Bi2O3-NPs/CPE, es debido al efecto 

sinérgico ocasionado por la combinación de las propiedades Bi2O3-NPs y las del grafito, 

facilitando la transferencia de electrones en la superficie del sensor propuesto durante el 

proceso de oxidación electroquímica de AU.266 Los resultados muestran que la Bi2O3-NPs 

mejoraron la superficie disponible para la transferencia de electrones en el proceso de 

oxidación de AU. 
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Figura 3.18 LSVs obtenidos con el CPE y el Bi2O3-NPs/CPE en ausencia de AU (ABS 0.1 M, pH 5.5.) y 0.5 mM (disuelto 

en ABS 0.1 M a pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico), electrodo de pasta de carbono (CPE), nanopartículas (NPs), 

ácido úrico (AU), solución buffer de acetato (ABS). 

 

 

 

3.3.2 Optimización del porcentaje de Bi2O3-NPs en el CPE. 

 

El porcentaje de Bi2O3-NPs en el sensor modificado fue evaluado y optimizado por LSV 

utilizando una solución de AU 0.5 mM disuelta en ABS a pH 5.5. Se probaron los siguientes 

porcentajes de nanopartículas en el composite: 0%, 5%, 10%, 15% y 20%, los resultados se 

presentan en la figura 3.19.   

 

Al comparar la máxima corriente de pico anódico de cada una de las proporciones, con el 

10% de Bi2O3-NPs se obtuvo la intensidad de corriente más alta, lo que sugiere que el uso de 

esta proporción mejora la electrocatálisis de la oxidación del AU sin comprometer la 

conductividad del electrodo. Esto se puede confirmar al observar un desplazamiento del pico 

de máxima corriente anódica hacia potenciales menos positivos. En consecuencia, este 

porcentaje fue seleccionada como la proporción óptima de modificante para experimentos 

posteriores. 
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Figura 3.19 LSVs obtenidos al considerar diferentes porcentajes de Bi2O3-NPs en el CPE, en 0.5 mM  de AU (disuelto en 

ABS 0.1 M, pH 5.5). 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico), electrodo de pasta de carbono (CPE), nanopartículas (NPs), 

ácido úrico (AU), solución buffer de acetato (ABS). 

 

3.3.3 Optimización de pH del electrolito soporte. 

 

El efecto del pH del electrolito soporte sobre la respuesta electroquímica del sensor Bi2O3-

NPs hacia la oxidación del AU se investigó usando LSV en un rango de pH de 4.0 a 7.0. 

Como se observa en la figura 3.20 A, el pico anódico relacionado con la oxidación de AU 

depende del pH; al incrementar el valor disminuye el potencial anódico y la intensidad de 

corriente. Se considera como pH óptimo 5.5 debido a que nos ofrece un valor de intensidad 

de corriente anódica alta (comparado con valores mayores) y un valor de potencial de pico 

anódico más bajo en comparación con los obtenidos a valores de pH menores a 5.5.  

 

En la figura 3.20 B, se observa un gráfico de potencial de pico anódico vs pH. Al realizar el 

análisis de regresión lineal por mínimos cuadrados, la ecuación de la regresión registra una 

pendiente de -49.78 mV/unidad de pH, cercano al valor Nerstiano de 59 mV, por lo que se 

deduce que en el proceso de oxidación electroquímica de AU se requieren dos electrones y 

dos protones, tal y como lo describe la literatura.267-269  
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Figura 3.20 A) LSVs registrados a diferentes valores de pH usando el Bi2O3-NPs/CPE en 0.5 mM UA (disuelto en ABS 

0.1 M) y B) gráfico de potencial de pico anódico vs pH. 

Velocidad de barrido 100 mVs-1 (barrido en sentido anódico), electrodo de pasta de carbono (CPE), nanopartículas (NPs), 

ácido úrico (AU), solución buffer de acetato (ABS). 

 

 

De acuerdo con la literatura270-272, el mecanismo de oxidación de AU corresponde al 

mostrado en la ecuación 16.  

 

Ecuación 17. Mecanismo de oxidación electroquímica no enzimática de ácido úrico. 

 

3.3.4 Optimización de los parámetros de la DPV. 

 

Mediante un diseño Box-Behnken se establecieron veintisiete experimentos con el objetivo 

de maximizar la corriente anódica en el proceso de oxidación de 0.5 mM AU empleando 

DPV. 

 

En la tabla 3.9, se representan los resultados obtenidos por triplicado para las mediciones 

obtenidas en cada experimento, observándose valores de RSD menores a 10 %, confirmando 

la precisión de las mediciones. Los experimentos confirmatorios dieron como resultados un 
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porcentaje de desviación estándar relativa (%RSD) de 0.96% (<10% RSD) confirmando la 

precisión de las mediciones.  

 

A partir del estudio de optimización, se obtiene la ecuación que describe la dependencia de 

la corriente de pico anódico respecto a las variables de DPV (ecuación 17), siendo el paso de 

potencial (A), ancho de pulso (B), período de pulso (C) y amplitud de pulso (D) los factores 

con una contribución significativa a la señal de respuesta en el modelo teórico.  

 

 

Ecuación 18. Modelo polinomial Box-Behnken para la optimización de las variables DPV usando Bi2O3-NPs/CPE en 

solución de ácido úrico (0.5 mM). 

 

Se obtuvo un buen ajuste de los datos experimentales con el modelo teórico, ya que el valor 

de error estándar del ruido (S) es bajo (5.00074), además de los valores de R2 (94.81%) y R2 

ajustado (88.76%). El valor de R2 predictiva (80.14%), demuestra que el modelo tiene un 

porcentaje adecuado para predecir la respuesta de salida en mediciones futuras. 

 

El valor teórico de corriente de pico anódico se estimó en 89.73 µA, mientras que el valor 

experimental obtenido fue de 84.72 µA, confirmando el buen ajuste del modelo.  

 

Los parámetros optimizados se presentan en la tabla 3.10, y fueron utilizados para la 

caracterización analítica de la metodología propuesta y estudio de muestras reales. 

 

En la figura 3.21 se observa las interacciones de las variables involucradas en la técnica DPV 

aplicada a la oxidación electroquímica del AU empleando el sensor Bi2O3-NPs/CPE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

I / µA = -52.0 + 1.73 A + 1.163 B + 0.024 C + 2.025 D - 0.282 A*A - 0.00031 B*B+ 0.000153 C*C 

- 0.00814 D*D - 0.0356 A*B + 0.0031 A*C + 0.0726 A*D - 0.00330 B*C - 0.01506 B*D 

+ 0.00074 C*D 

 
Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 
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Tabla 3.9 Experimentos para la optimización de DPV usando Bi2O3-NPs/CPE. 

No.  

Experimento 

A 

mV 

B 

ms 

C 

ms 

D 

mV 

Promedio 

µA 

Desviación 

estándar 

% RSD 

16 4 70 300 50 30.1060 0.43510092 1.44522833 

10 6 50 200 30 24.0920 0.22175669 0.92045779 

2 6 30 200 50 63.2090 0.68831103 1.08894466 

21 4 30 200 30 27.3249 0.62624444 2.29184812 

22 4 70 200 30 22.1296 0.48843098 2.20713544 

27 4 50 200 50 46.0728 0.54525224 1.18345802 

19 2 50 300 50 36.6135 0.45810148 1.2511819 

11 2 50 200 70 48.8299 0.69033138 1.41374727 

13 4 30 100 50 46.9998 1.09057549 2.32038325 

12 6 50 200 70 61.2904 0.30222912 0.49311004 

9 2 50 200 30 23.2425 0.21834332 0.93941272 

4 6 70 200 50 35.9909 1.26193671 3.5062628 

15 4 30 300 50 52.4483 0.49527878 0.94431808 

7 4 50 100 70 63.6596 1.39183827 2.18637494 

5 4 50 100 30 28.9169 0.77954564 2.69581642 

17 2 50 100 50 47.9856 1.3684187 2.85172979 

18 6 50 100 50 57.6618 1.07544219 1.86508606 

3 2 70 200 50 33.0653 0.56734144 1.71582124 

26 4 50 200 50 46.9683 0.4873619 1.03764081 

14 4 70 100 50 51.0400 1.11249841 2.17965989 

6 4 50 300 30 25.8342 0.34869532 1.3497413 

23 4 30 200 70 77.8820 1.58841627 2.03951566 

24 4 70 200 70 48.5959 0.71716212 1.47576673 

1 2 30 200 50 54.5876 1.16098528 2.12682839 

25 4 50 200 50 46.0344 0.31001383 0.673439 

20 6 50 300 50 48.7922 0.94907045 1.94512607 

8 4 50 300 70 66.5182 0.60435706 0.9085594 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D) 

 

Tabla 3.10 Valores óptimos para los parámetros DPV usando Bi2O3-NPs/CPE. 

Paso de potencial 

( A ) 

Ancho de pulso 

( B ) 

Periodo de pulso 

( C ) 

Amplitud de pulso 

( D ) 

6 mV 30 ms 100 ms 70 mV 
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Figura 3.21 Gráfico de superficie de respuesta para la optimización de la señal de respuesta mediante DBB en el proceso 

de oxidación anódica de la Glc empleando Bi2O3-NPs/CPE. 

Paso de potencial (A), ancho de pulso (B), Período de pulso (C), Amplitud de pulso (D), Diseño Box-Behnken. 

 

 

3.3.5 Determinación de los parámetros analíticos de la metodología optimizada. 

 

Con la metodología optimizada, se construyó una curva de calibración que se muestra en la 

figura 3.22, donde se observa una relación entre la concentración de AU vs la intensidad de 

corriente anódica (μA) con dos zonas de tendencia lineal diferentes: de 5 μM a 250 μM 

(figura 3.22 B) y de 250 μM a 1000 μM (figura 3.22 C). 

 

Al comparar la sensibilidad, LOD e intervalos lineales de la propuesta usando Bi2O3-

NPs/CPE con otros trabajos similares (tabla 3.11), se observa un amplio rango de 

concentración lineal, altos valores de sensibilidad y un potencial de oxidación bajo, por lo 

tanto, los parámetros analíticos obtenidos con la propuesta son competitivos en comparación 

con otros sensores basados en nanoestructuras de óxidos metálicos y en nanopartículas de 

bismuto.  
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Figura 3.22 Curva de calibración obtenida usando la metodología optimizada para determinar AU. 

Mediciones obtenidas por DPV (Paso potencial de 6 mV, ancho de pulso 30 ms, período de pulso 100 ms, amplitud de 

pulso de 70 mV). 

 
Tabla 3.11 Parámetros analíticos de sensores para AU basados en óxidos metálicos. 

Composición  

electrodo 
Técnica mV pH 

Sensibilidad 

 μA·mM− ) 

Rango 

lineal 

 μM  

LOD 

 μM  
Referencia 

γ-Fe2O3 -NPs/GCE DPV 400 7.4 --- 0.6 – 15 --- 273 

ZnO-NPs/GCE SWV 400 7.4 --- 0.2 – 150 0.11 274 

NiO/rGO/GCE DPV 450 4.7 0.27; 0.07 
2 – 20;  

20 – 120 
0.14 275 

α-Fe2O3 /PanNTs/GCE DPV --- 7.0 0.43 0.01- 5.0 0.03 276 

ZnO-CuxO/PPy/GCE DPV 580 4.0 0.33 0.5 – 70 0.2 277 

Bi@C-PTCA/GCE DPV 450 4.0 0.05 0.1 – 119.1 0.03  278 

CuBi2O4 film CV 600 --- 206.7 cm-2 10 - 500 1.23 279 

Bi2O3-NPs/CPE DPV 350 5.5 
260.12; 

63.38 

5 - 250 

250 - 1000 
3.1 Este trabajo 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), voltamperometría de onda cuadra (SWV), voltametría cíclica (CV), electrodo 

de pasta de carbono (CPE), metal orgánic-frameworks (MOF), nanopartículas (NPs), óxido de grafeno reducido (rGO), 

nanotubos polinilina (PanNTs), polipirrol (PPy), ácido perilentetracarboxílico (PTCA), Molaridad (M). 

 

 

 

A 

B 

C 
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3.3.6 Repetibilidad, reproducibilidad, estabilidad y selectividad. 

 

La repetibilidad se determinó realizando diez mediciones sucesivas de un sensor en una 

solución de AU 0.5 mM bajo las condiciones optimizadas. Se obtuvo un %RSD de 1.08% 

(<10% RSD). Para el estudio de reproducibilidad se prepararon diez electrodos y probaron 

de forma independiente, utilizando una solución de AU 0.5 mM en las condiciones 

optimizadas. El RSD obtenido después de las mediciones fue de 1.42 % (<10% RSD). 

 

Los resultados obtenidos para la repetibilidad y reproducibilidad de la metodología 

optimizada confirman su fiabilidad para la determinación de AU.  

 

El sensor propuesto se almacenó en condiciones ambientales y se utilizó para analizar 

soluciones de AU 0.5 mM cada siete días por 30 días. La respuesta analítica obtenida con el 

sensor almacenado mostró que el 97% de la señal de corriente anódica inicial se mantiene, 

lo que sugiere una buena estabilidad del sensor a largo plazo.  

 

La selectividad del sensor propuesto se evaluó utilizando diferentes especies químicas que 

generalmente pueden coexistir con el AU en muestras fisiológicas. Las pruebas se realizaron 

utilizando una solución de AU 0.5 mM y tres niveles de concentración de interferentes: 

 

• En una mezcla de AU y el interferente a concentración 0.05 mM, se observó una 

interferencia insignificante en la señal de respuesta analítica para AU en presencia de 

Glc (1.56%), cafeína (0.77%), AA (2.93%), PAR (2.95%) y AO (0.78%).  

• Para una mezcla de AU e interferentes a la misma concentración se observaron 

valores de error bajos para la señal de respuesta analítica del AU en presencia de Glc 

(0.7%), cafeína (2.29%), AA (2.35%), PAR (0.7%) y AO (1.22%).  

• Al emplear una concentración diez veces mayor que la concentración de AU, los 

errores relativos de la señal de respuesta fueron: 4.67%, 4.86%, 100%, 13.51% y 

16.05% para la Glc, cafeína, AA, PAR y AO, respectivamente.  

 

Estos resultados muestran que Bi2O3-NPs/CPE presenta una excelente selectividad hacia la 

detección de AU en presencia de los interferentes en concentraciones diez veces menor o 
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igual.280 Sin embargo, observamos errores relativos significativos a concentraciones mayores 

para el AA, PAR y AO, debido a los potenciales anódicos registrados que resultaron ser 

similares al de AU. 

 

3.3.7 Análisis en muestras reales. 

 

La funcionalidad del sensor propuesto se evaluó en dos muestras de orina humana diluidas 

(1 mL de orina se disolvió con ABS en un matraz aforado con capacidad de10 mL) analizadas 

por triplicado utilizando la metodología optimizada propuesta. Para comparar los resultados, 

las muestras fueron analizadas por el método enzimático (enzima uricasa). Los resultados 

correspondientes se presentan en la tabla 3.12, una t crítica de 4.3 se considera para dos 

grados de libertad (nivel de confianza de 95%).  

 

Los valores experimentales de t son inferiores al valor de t crítica, por lo que no existen 

diferencias significativas en los resultados obtenidos con ambas metodologías, demostrando 

que el método propuesto representa una alternativa para cuantificar AU en muestras 

fisiológicas.  

 
Tabla 3.12 Cuantificación de ácido úrico en orina humana usando Bi2O3-NPs/CPE 

Muestras DPV 

Bi2O3-NPs/CPE 

(mM) 

% 

RSD 

 

Método uricasa 

(mM) 

% 

RSD 

 

texp 

 

tcrítica 

Orina humana 1 1.551 4.21 1.546 1.61 0.027 4.3 

Orina humana 2 2.939 3.47 2.914 2.75 1.64 4.3 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), electrodo de pasta de carbono (CPE), desviación estándar relativa (RSD), 

milimolar (mM), valor de t experimental (texp). 

 

 

3.4 Red neuronal artificial para la cuantificación de ácido úrico en presencia de 

ácido ascórbico, paracetamol y ácido oxálico. 
 

 

A continuación de describen los resultados obtenidos en la implementación de una red 

neuronal artificial para la cuantificación de AU en presencia de interferente empleando el 

sensor Bi2O3-NPs/CPE y las condiciones optimizadas para su uso en muestras de orina 

humana.  
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3.4.1 Mediciones electroquímicas del AU en presencia de los interferentes. 

 

En la figura 3.21, se representan los DPVs individuales obtenidos con el Bi2O3-NPs/CPE en 

una solución 0.1 mM de AO (Epa=100 mV), 0.1 mM AA (Epa=280 mV), 0.1 mM AU 

(Epa=378 mV), y 0.1 mM PAR (Epa=474 mV). Se observa traslape entre los picos anódicos 

de las tres moléculas respecto a la del AU, que demuestran su potencial interferencia en la 

señal analítica al usar el sensor.  

 

3.4.2 Etapa de entrenamiento y prueba mediante la Red Neuronal artificial.  

 

En las figuras 3.22A y 3.22B se presentan los voltamperogramas empleados para la etapa de 

entrenamiento y etapa de prueba de la RNA, como se describieron en la sección del marco 

metodológico. Es posible observar que el pico anódico asociado a la oxidación de AU 

presenta superposición con las señales de respuesta de PAR, AA y AO.  

 

 
Figura 3.23 DPVs de mezclas 0.1 mM AO, 0.1 mM AA, 0.1 mM AU y 0.1 mM PAR usando 10% Bi2O3-NPs/CPE.  

Empleando 0.1 M ABS (pH 5.5) como medio electrolítico y condiciones optimizadas para DPV (Paso potencial de 6 mV, 

ancho de pulso 30 ms, período de pulso 100 ms, amplitud de pulso de 70 mV), ácido oxálico (AO), ácido ascórbico (AA), 

ácido úrico (AU) y paracetamol (PAR). 
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Figura 3.24 DPVs obtenidos para las etapas de A) entrenamiento y B) prueba de la RNA. 

Empleando 0.1 M ABS (pH 5.5) como medio electrolítico y condiciones optimizadas para DPV (Paso potencial de 6 mV, 

ancho de pulso 30 ms, período de pulso 100 ms, amplitud de pulso 70 mV). 

 

Usando la programación del perceptrón con una capa oculta y estableciendo un proceso de 

prueba y error, y una función de entrenamiento mediante una función Levenberg-Marquardt, 

se determinó una tasa de aprendizaje de 0.25, un impulso de 0.1, un error de 0.01. Se logró 

maximizar el valor del coeficiente de correlación múltiple (R) y minimizar el valor de EMC 

para la señal de AU en presencia de los interferentes. El mejor número de neuronas resultó 

ser ocho, que permitió maximizar el valor de R (figura 3.23 A y 3.23 B) y minimizar el valor 

de EMC (figura 3.24 A y 3.24 B). 

 

 

Figura 3.25 Valor de coeficiente de correlación múltiple ( R ) en la etapa de entrenamiento (A) y etapa de prueba (B) de la 

RNA. 
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Figura 3.26 Valor del error mínimo cuadrado (EMC) en la etapa de entrenamiento (A) y etapa de prueba (B) de la RNA. 

 

Se determinó el rendimiento de la RNA para el análisis cuantitativo de AU en presencia de 

los interferentes, mediante la relación estadística entre las concentraciones obtenidas y 

esperadas para la fase de entrenamiento (figura 3.25 A) y de prueba (figura 3.25 B). Se 

empleó el estadístico Chi-cuadrado (χ2) para evaluar la bondad de ajuste de los datos 

obtenidos y los datos esperados en la RNA; en la etapa de entrenamiento se comprobó χ2
calculada 

(0.046) <  χ2
crítica (38.9) y en la etapa de prueba χ2

calculada (0.0061) < χ2
crítica (16.92), ambas con 

un nivel de significación de α = 0.05. En ambas etapas χ2
calculada < χ2

crítica, debido al buen ajuste 

de los obtenidos por la RNA a la distribución de los datos esperados, por lo tanto, no se 

presentan diferencias estadísticamente significativas.  

 

 

Figura 3.27 Valor de coeficiente de correlación múltiple ( R ) en la etapa de entrenamiento (A) y etapa de prueba (B) de la 

RNA para el ácido úrico (AU). 
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En la tabla 3.13 se resumen los datos de rendimiento de la RNA, el valor de R obtenido para 

la etapa de entrenamiento (R=0.99) y prueba (R=0.99), indican que la RNA presentó un buen 

rendimiento para la cuantificación de AU en presencia de interferentes. Además, el valor de 

PR fue cercano al 100% en ambas etapas, confirmando la capacidad de predicción 

cuantitativa de la RNA aplicada.  

 

Tabla 3.13 Rendimiento de RNA para cuantificar ácido úrico en presencia de interferentes. 

Valor Entrenamiento Prueba 

Ecuación y= 0.9799 + 0.0107 y= 0.9904 + 0.0003 

R 0.99 0.99 

PR 100.87% 98.85% 

EMC 0.000175 0.01387 

Validación cruzada R= 0.9982 (validación 1) 

R = 0.9986 (validación 2) 

R = 0.9965 (validación 3) 

R = 0.9981 (validación 4) 

R = 0.9481 (validación 1) 

R = 0.8025 (validación 2) 

R = 0.9506 (validación 3) 

R = 0.9387 (validación 4) 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), red neuronal artificial (RNA), desviación estándar relativa (RSD), 

coeficiente de correlación múltiple, error medio cuadrático (EMC), porcentaje de recobro (PR). 

 

En la prueba de validación cruzada, los valores de R fueron superiores a 0.90 en tres 

subconjuntos (1, 3 y 4) para la etapa de entrenamiento y prueba, sin embargo, para el 

subconjunto 2 el valor de R fue menor a 0.90 en la etapa de prueba.  

 

En la tabla 3.14 se muestra la concentración de AU en muestras de orina humana diluidas (1 

mL de orina se disolvió con ABS en un matraz aforado con capacidad de10 mL) usando la 

metodología RNA-DPV y la espectrofotométrica enzimática. Una tcrítica de 4.3 se considera 

para dos grados de libertad (nivel de confianza de 95%). Se observa que los datos obtenidos 

por ambos métodos no presentaron diferencias significativas. 

 
Tabla 3.14 Cuantificación de AU en orina humana usando la RNA-DVP (Bi2O3-NPs/CPE). 

Muestras RNA-DPV (Bi2O3-NPs/CPE) 

(mM) 

% 

RSD 

 

Método uricasa 

(mM) 

% 

RSD 

 

texp 

 

tcrítica 

Orina humana 1 0.3846 3.74 0.3748 3.82 0.072 4.3 

Orina humana 2 0.4955 2.98 0.4803 3.11 0.087 4.3 

Voltamperometría diferencial de pulso (DPV), electrodo de pasta de carbono (CPE), desviación estándar relativa (RSD), 

milimolar (mM), valor de t experimental (texp). 
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4 Conclusiones. 

 

En este trabajo de investigación doctoral se desarrollaron metodologías voltamperométricas 

para la detección de glucosa y ácido úrico basada en sensores no enzimáticos modificados 

con nanopartículas de óxido de hierro (III), MOF MIL-100 Mn y nanopartículas de óxido de 

bismuto (III). 

 

En cada una de las metodologías, inicialmente se empleó la optimización univariable para el 

valor de pH de la solución electrolítica y el porcentaje de modificante en la pasta de carbono, 

posteriormente, se aplicó el diseño de Experimentos Box-Behnken que permitió maximizar 

la intensidad de corriente de pico anódico en el proceso de oxidación de los analitos en la 

superficie del electrodo de pasta de carbono modificado mejorando los parámetros analíticos 

superando los reportados por propuestas similares.  

 

La primera metodología voltamperométrica desarrollada empleó el sensor Fe2O3-NPs/CPE 

que presentó capacidad electrocatalítica para oxidar a la glucosa en medio básico con un 

amplio rango lineal de trabajo y con valores de sensibilidad analítica alta y LOD bajo en 

comparación con propuestas basadas en nanoestructuras de hierro aplicados a la 

cuantificación de la glucosa.  

 

La segunda metodología fue desarrollada empleando al MOF MIL-100 Mn/CPE para la 

oxidación electroquímica de la glucosa disuelta en solución buffer de acetato a pH 5.5. Los 

resultados obtenidos fueron satisfactorios considerando su LOD bajo y principalmente el 

valor del pH del medio de trabajo que es más cercano al valor fisiológico en comparación 

con los valores reportados por la mayoría de las propuestas basadas en nanopartículas de 

óxidos metálicos o MOFs. Además, esta propuesta representa una alternativa novedosa ya 

que no encontramos reportes del uso del MOF MIL-100 Mn para desarrollar sensores no 

enzimáticos funcionales para la cuantificación de los niveles de glicemia.  

 

La tercera metodología fue desarrollada para cuantificar ácido úrico usando el sensor Bi2O3-

NPs/CPE que mostró capacidad electrocatalítica para oxidar al ácido un amplio rango de 
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trabajo y con valores de sensibilidad analítica superiores a propuestas basadas en 

nanoestructuras de óxidos metálicos. Actualmente, no contamos con evidencia del uso de las 

Bi2O3-NPs en la detección electroquímica de los niveles de uricemia, por lo tanto, el 

desarrollo de esta metodología voltamperométrica resulta inédita.    

 

Por último, se implementó una red neuronal artificial mediante el modelo perceptrón 

multicapas para la cuantificación de ácido úrico en presencia de interferentes (ácido oxálico, 

ácido ascórbico y paracetamol). La optimización exitosa de los parámetros de la etapa de 

aprendizaje y prueba de la RNA permitieron la cuantificación del ácido úrico en muestras de 

orina humana dopada con diferentes niveles de concentración de los interferentes.  

 

Todas las metodologías desarrolladas en la presente investigación fueron evaluadas 

satisfactoriamente en muestras de orina humana y los resultados no presentaron diferencias 

significativas al ser comparadas con los obtenidos por ensayos enzimáticos, por lo tanto, las 

propuestas voltamperométricas desarrolladas en la presente investigación son alternativas 

novedosa, rápida y selectiva en la cuantificación no enzimática de glucosa y ácido úrico.   

 

Tabla 4.1 Resumen de resultados de las metodologías desarrolladas 

Analito Sensor Medio 

pH 

Técnica Muestra LOD 

μM 

Rango lineal 

μM 

Niveles 

fisiológicos 

Glucosa Fe2O3-

NPs/CPE 

NaOH 

12.8 

DPV Orina 

humana 

0.044 0.15-1 

1-100 

30-700 

 

2780 - 

5550 

Glucosa MOF MIL-

100 Mn/CPE 

 

0.1 M ABS 

5.5 

 

DPV Orina 

humana 

0.048 0.05 – 5 2780 – 

5550 

Ácido úrico Bi2O3-

NPs/CPE 

0.1 M ABS 

5.5 

 

DPV Orina 

humana 

3.1 5 – 250; 

 

250 – 1000 

 

1400 –  

4400 

Ácido úrico Bi2O3-

NPs/CPE 

0.1 M ABS 

5.5 

RNA-DPV Orina 

humana 

--- --- --- 
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5 Perspectivas 

 

A partir de los resultados presentados en esta tesis doctoral, las perspectivas de trabajos 

futuros se orientan en los siguientes puntos: 

 

• En una primera instancia sería interesante aplicar los sensores no enzimáticos en 

muestras sanguíneas humanas para complementar la evaluación de la funcionalidad 

de las metodologías desarrolladas en el presente trabajo.  

 

• Para el sensor Fe2O3-NPs/CPE existe la posibilidad de combinar sus propiedades con 

otros materiales (polímeros conductores, nanopartículas metálicas o nanotubos de 

carbono) que permita disminuir el pH del medio de trabajo o el potencial anódico de 

trabajo.  

 

• También sería interesante evaluar la funcionalidad de los sensores MOF MIL-100 

Mn/CPE y Bi2O3-NPs/CPE en soluciones electrolíticas con pH neutro considerando 

una posible aplicación comercial de los sensores no enzimáticos. 

 

• Además, podría plantearse la evaluación de las propiedades electrocatalíticas de los 

materiales modificantes (Fe2O3-NPs/CPE, MOF MIL-100 Mn/CPE y Bi2O3-

NPs/CPE) en electrodos serigrafiados para desarrollar sensores electroquímicos 

portátiles destinados a la cuantificación de los niveles de glicemia y uricemia.  

 

• En el caso de la RNA-DPV se podría emplear muestras sanguíneas para evaluar la 

capacidad de respuesta de la red neuronal artificial y ampliar los resultados obtenidos 

en esta presente investigación.   
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