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EVALUACION DE UN SENSOR NO ENZIMATICO CON PELICULA DE PLATA PARA LA
DETERMINACION DE GLUCOSA

1 INTRODUCCION

La glucosa (CsH120s) es un carbohidrato cuya principal funcion en el metabolismo
humano es proveer de energia a las células del cuerpo para realizar sus funciones
vitales. Su obtencion es simple ya que esta presente en la mayoria de alimentos.

Las reacciones quimicas que se llevan a cabo en el proceso de la digestion,
transforman a los alimentos con alto contenido en hidratos de carbono en
unidades de glucosa las cuales del intestino delgado pasan al torrente sanguineo
y finalmente a las células para poder ser utilizada como fuente de energia.

La concentracion de la glucosa en la sangre esta regulada por una hormona
producida por el pancreas, la insulina, la cual es la encargada de introducirla en
las células del cuerpo y el exceso es almacenado como reserva de energia en
forma de grasa, mediante distintas rutas metabdlicas.

Cuando el pancreas no produce suficiente insulina o esta no es reconocida por las
células, se incrementan los niveles de glucosa en la sangre rebasando los limites
permisibles (mayores a 100 mg/dL en ayunas y 140 mg/dL 2 horas después de
ingeridos los alimentos) provocando periodos de hiperglucemia (niveles de
glucosa por arriba de lo normal). Este desorden, aunado a otros factores de riesgo
puede desencadenar graves problemas de salud relacionados con la diabetes [1].
La diabetes es una enfermedad crénico-degenerativa; su tratamiento incluye una
dieta que satisfaga los requerimientos nutricionales de un paciente con esta
enfermedad, un tratamiento farmacol6gico recomendado por un especialista y del
monitoreo constante de glucosa en sangre.

La aplicacién de técnicas electroquimicas para la deteccién de glucosa ha llevado
al desarrollo de biosensores, los cuales brindan significativas ventajas sobre las
técnicas tradicionales al poseer alta selectividad, bajo costo, posibilidad de ser
miniaturizados e incorporados en sistemas automatizados de andlisis y reducido
tiempo de andlisis [2].

En los Ultimos afios las innovaciones en los biosensores electroquimicos se han
enfocado en remplazar la parte bioldgica del biosensor por un catalizador metalico,
el cual sea capaz de brindar la misma eficiencia y selectividad que poseen los
biosensores de los cuales, la mayoria hacen uso de enzimas como elemento de
reconocimiento.

Este trabajo explora el uso de 6xido de plata electrodepositado sobre la superficie
de un electrodo de carbdn vitreo para la deteccion de glucosa. Los analisis
realizados mediante voltamperometria ciclica permitieron obtener el perfil del
electrodeposito y de la oxidacion de la glucosa para su posterior optimizacion y la

obtencion de los parametros analiticos de la técnica propuesta, ademas de lograr
I —————————
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EVALUACION DE UN SENSOR NO ENZIMATICO CON PELICULA DE PLATA PARA LA
DETERMINACION DE GLUCOSA

conocer los alcances y limitaciones mediante la evaluacion de especies
interferentes y la respuesta que presenta a muestras reales de distinta
complejidad.

. _________________________________________________________________________________________________|
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EVALUACION DE UN SENSOR NO ENZIMATICO CON PELICULA DE PLATA PARA LA
DETERMINACION DE GLUCOSA

2 ANTECEDENTES
2.1 GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido con formula molecular CeH120s, el cual presenta
dos enantidmeros, la D-glucosa y L-glucosa. En plantas y animales la forma
predominante es la D-glucosa, la cual es participe en funciones relacionadas al
crecimiento de células, en la sintesis de aminoacidos no esenciales y como
principal fuente de energia (Fig. 1) [3,4].

O\C/H O\C/H
H———OH HO———H
HO——1—H H———OH
H———OH HO——r—H
H———OH HO——1—H

CH,OH CH,OH
D- glucosa L-glucosa

Figura 1. Enantiomeros de la glucosa.

Los monosacaridos poseen un sabor dulce, son cristalizables y solubles en agua.
Cuando un azucar con cinco o0 mas carbonos en su estructura se encuentra en
solucién sufre una ciclacion, dando como resultado una estructura similar al anillo
de pirano (anillo de seis miembros) o furano (anillo de cinco miembros). En este
proceso de ciclacion el grupo carbonilo de la glucosa forma un enlace covalente
con el oxigeno del grupo hidroxilo para formar un grupo hemiacetal con un
carbono asimétrico el cual es el responsable de las formas esteroisoméricas de los
monosacaridos, si el carbohidrato ciclado posee un grupo hemiacetélico libre se
trata de un azucar reductor el cual puede ser oxidado. Cuando la a-D-glucosa se
encuentra en solucion presenta dos anémeros: la a y B glucopiranosa (Fig. 2) con
relacion un tercio y dos tercios respectivamente. La interconversion entre
anomeros es un fenomeno conocido como mutarrotacion y en equilibrio la rotacion
Optica de esta mezcla adquiere un valor de +52.5° en un tiempo promedio de 12
horas a partir de preparada la solucién [5,6,7].
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Figura 2. Andbmeros de la a-D-glucosa en solucion.

En el organismo, existen diversas rutas metabdlicas encargadas de regular
distintas funciones para el correcto funcionamiento del cuerpo; una de las mas
importantes es la glucdlisis, la cual mantiene regulados los niveles de glucosa en
la sangre. Esta ruta se encarga de metabolizar la cantidad necesaria de glucosa
para realizar las funciones vitales del organismo. La glucosa es transportada por el
torrente sanguineo hacia los distintos 6rganos donde su incorporacion a las
células depende de una hormona secretada por el pancreas, la insulina [7].

Cuando existe un exceso de este monosacarido en la sangre, es almacenado en
forma de glucégeno por medio de la glucogénesis y en &cidos grasos por medio
de la lipogénesis, esto para que puedan ser utilizados como reserva de energia en
caso de ayunos prolongados o deficiencia calérica [7].

Los niveles normales de glucosa en la sangre se encuentran en un intervalo de 60
- 100 mg/dL en ayuno, y 60-140 mg/dL 2 horas después de la ingesta de
alimentos; niveles de glucosa en sangre superiores a los limites maximos
saludables (hiperglicemia) pueden ser causados por bajos niveles de insulina en el
organismo debido a una escasa produccion de insulina por parte del pancreas o
por falta de reconocimiento de las células hacia esta hormona. Aunado a esto,
malos habitos de alimentacién, escasa actividad fisica o afecciones genéticas
pueden desencadenar en Diabetes Mellitus, la cual actualmente representa un
problema grave de salud a nivel mundial y la segunda causa de muerte en México,
segun los datos reportados por el INEGI en 2018 [1,8].

El seguimiento de los niveles de glucosa en pacientes con Diabetes requiere de un
monitoreo constante y de alta precision; asi mismo, en al ambito alimenticio es
necesaria su cuantificacion para brindar informacion sobre el producto al
consumidor. Asi, se han desarrollado técnicas para la deteccion y cuantificaciéon
de este carbohidrato en muestras biolégicas y en la industria alimenticia.
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2.2 METODOS DE CUANTIFICACION DE GLUCOSA Y DETECCION DE GLUCOSA

El principal reto que enfrentan los métodos para la determinacion y cuantificacion
de glucosa es lograr que estos sean selectivos debido a la similitud que presenta
la glucosa con otras biomoléculas. Los primeros ensayos desarrollados se
basaban en métodos colorimétricos poco especificos para la deteccién general de
azucares reductores en sangre, por ejemplo, el reactivo de Benedict mediante el
cual era posible oxidar a la glucosa con Cu?*, obteniendo un precipitado colorido
[9] (Ec. 1).

Glucosa + Cu(CsHs07)2> —Acido glucénico + Cu20s) Ec.1

El objetivo para el desarrollo de nuevos métodos es romper con la barrera de
selectividad, disminuyendo los costos y asi ampliar el area de aplicacion tanto en
el control clinico de glucosa como en la industria alimenticia. Una clasificacion de
estos métodos analiticos se muestras a continuacion:

2.2.1 Métodos Espectrofotométricos

Las enzimas tienen la caracteristica de poseer gran selectividad hacia su sustrato
y el producto resultante puede ser cuantificado. Asi se han desarrollado métodos
espectrofotométricos y colorimétricos utilizando enzimas como la glucosa oxidasa
y la hexoquinasa.

2.2.1.1 Glucosa oxidasa (GOx)

La actividad catalitica de la enzima Glucosa Oxidasa (GOx) depende de un atomo
de hierro y de la presencia del dinucle6tido de adenosina y flavina en su
estructura, el cual es responsable de las reacciones de 6xido-reduccion [9,10].

La reaccion consiste en la oxidacion catalizada por la GOx de la p—D-glucosa a
acido glucénico y la formacién de H20:2 (Ecs. 2 y 3). Para la deteccion es
necesario el uso de la enzima peroxidasa (POD) y el uso de un grupo croméforo:
4-aminoantipiridina en presencia de fenol (514 nm) 0 o-dianisidina/acido sulfurico
(540 nm). Asi, de esta reaccion se obtendra la forma oxidada del croméforo la cual
puede ser cuantificada por medio de un espectrofotometro (Ec. 4) [9].

B-D-glucosa + GOx(FAD) — &cido glucénico + GOx(FADH?2) Ec.2
GOx(FADH2) + O2 - GOx(FAD) + H202 Ec.3

, POD ,
H202 + Croméforored). —  Cromoforoosxy. + H20 Ec.4
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2.2.1.2 Hexoquinasa

El método de la hexoquinasa para la cuantificacion de glucosa involucra en
primera instancia el uso de esta enzima para la fosforilacion de la glucosa (Ec. 5) y
posteriormente de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD), la cual utilizara
como sustrato al producto de la reaccion anterior para obtener acido glucénico y
NADPH (Ec. 6). Este ultimo es medido mediante espectrofotometria a 340 nm, por
lo cual un aumento de concentracion de NADPH incrementara la absorbancia a
esta longitud, la cual sera proporcional a la concentracion de glucosa [9].

Hexoquinasa
a Ec.5

B-D-glucosa + ATP ———— G-6-PO4 + ADP
G-6-PD | | L. Ec.6
G-6-PO4 + NADP* —— &cido gluconico + NADPH + H* :
2.2.2 Métodos Cromatogréaficos

La aplicacion de métodos enziméticos para la cuantificacion de glucosa presenta
la desventaja del alto costo de las enzimas utilizadas y la necesidad de operar en
condiciones de temperatura y pH controladas, es por ello que surgio la necesidad
de desarrollar métodos en los cuales se disminuyera o eliminara el uso de
enzimas.

La deteccién de carbohidratos es posible mediante la cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC). Para la glucosa y otros monosacéridos se ha hecho uso
de la cromatografia ionica, de fase inversa, de exclusion de tamafios y de
interaccién hidrofilica [9].

Dentro de los detectores mas comunmente utilizados en HPLC para la deteccion
de monosacaridos se encuentran los de indice de refraccién, UV, fluorescencia y
amperométricos, aunque la seleccion dependera del tipo y condiciones de la
cromatografia a utilizar [9].

2.2.2.1 Cromatografia lonica

En la cromatografia ionica el analito se retiene sobre la fase estacionaria,
generalmente estructurada a base de aminas cuaternarias, y la fase movil esta
compuesta por una solucion alcalina. El aumento de pH mediante un gradiente de
concentracion dara como resultado a los carbohidratos en su forma anidnica
aumentando la interaccion con la fase movil y eluyéndolos de la columna. Al
disminuir el pH, el analito retomaréa su forma neutra finalizando la interaccion.

Aungue la cromatografia ibnica brinda buenos resultados, las condiciones basicas
pueden causar la descomposicién de los azlcares y los tiempos de andlisis son
I —————————
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largos, lo que coloca a esta alternativa analitica en desventaja frente a otras
técnicas [9, 11,12].

2.2.2.2 Cromatografia de Fase Inversa

En la cromatografia de fase inversa los monosacaridos son sometidos a una
derivatizacién con grupos aromaticos para convertirlos en moléculas hidréfobas y
asi aumentar su afinidad con la fase estacionaria para lograr que eluyan al aplicar
un gradiente de polaridad en la fase mdvil.

La polaridad de la fase movil esta regulada mediante el aumento o disminucion de
la concentracién del solvente orgénico, mientras que las columnas mas utilizadas
para la separacién de monosacaridos son generalmente las columnas C8 y C18
[9,11].

2.2.2.3 Cromatografia de Exclusion de Tamaios

Este tipo de cromatografia se utiliza generalmente para separar azucares
poliméricos; sin embargo, se ha evaluado para la separacion de glucosa en donde
la fase movil es acuosa y la fase estacionaria es una columna polimérica. Uno de
los principales problemas que enfrenta esta técnica, es la escasa diferencia entre
el peso molecular de la glucosa y la fructosa por lo cual no es posible llevar la
separacion entre estos dos monosacaridos cuando ambos se encuentran
presentes en una matriz [11].

2.2.2.4 Cromatografia de Interaccién Hidrofilica

La cromatografia de interaccion hidrofilica ha sido aplicada en el andlisis de
carbohidratos debido a que brinda eficientes resultados en la separacion de
compuestos con alta polaridad. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria
consiste en una columna de silice generalmente funcionalizada con grupos amino,
donde los analitos se retienen mediante puentes de hidrogeno; la fase movil es
una mezcla agua-solvente organico, generalmente acetonitrilo. El orden de elucién
dependera del caracter hidrofilico y de la polaridad de los analitos [11, 13].

2.2.3 Métodos Electroquimicos

Las técnicas electroquimicas permiten caracterizar mediante una celda
electroquimica una muestra problema. Aunque no es posible medir directamente
la concentracion de glucosa, es posible establecer una relacion actividad-
concentracion. Estas técnicas se caracterizan por poseer una alta selectividad,
ademas de emplear dispositivos de bajo costo [14].
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2.2.3.1.1 Biosensores Amperométricos de Glucosa

Dentro de las técnicas electroquimicas empleadas se encuentra el uso de
sensores. Un sensor quimico es un dispositivo analitico que al llevar a cabo una
interaccidn quimica con el analito transforma la informacién quimica en una sefal
de tipo cualitativa o cuantitativa [15]. Generalmente se componen de un receptor
que realiza el reconocimiento del analito y un transductor el cual es responsable
de transformar la informacién del reconocimiento en una sefial medible (Fig. 3)
[4,15, 16].

T
®, 0 W
0 ‘
Veltr s <j:|{ }
ek 31
O ok f— m::.

MUESTRA
BECERIDR/ TRANSDUCTOR
BIORECEPTOR PROCESADOR

Figura 3. Esquema general de un sensor electroquimico.

De acuerdo al tipo de sefial que mide el transductor, los sensores quimicos se
pueden clasificar en 6pticos, piezoeléctricos (masicos), térmicos y electroquimicos;
estos ultimos pueden clasificarse a su vez en amperométricos y potenciomeétricos.
Los sensores electroquimicos potenciométricos miden el potencial interfacial en la
superficie del electrodo debido a una reaccion selectiva de intercambio iénico; por
ejemplo, el electrodo de pH. Los sensores potenciométricos operan en
condiciones de corriente nula, representativa de un proceso electroquimico en
equilibrio. Por otra parte, los sensores amperométricos producen una sefal de
corriente relacionada con la concentracion del analito debido a un proceso de
oxidacion o reduccion.

Los sensores amperométricos tienen la ventaja de poseer alta sensibilidad y un
precio relativamente bajo. Con ellos es posible analizar cualquier tipo de muestra,
sélida, liquida o gaseosa, ademas de que pueden trabajar en altas temperaturas
utilizando el electrolito adecuado. El primer reporte de un sensor amperométrico
fue el desarrollado por Clark para medir el oxigeno en la sangre hace
aproximadamente 70 afos [15,17].
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Los biosensores hacen uso de un transductor responsable de la sensibilidad y de
especies de reconocimiento biolégico o bioreceptores como enzimas, tejidos o
células, lo que les otorga una alta selectividad a ciertas moléculas en especifico,
normalmente de interés bioldgico [3,4]. Este tipo de sensores son una alternativa
atractiva de analisis debido a su alta sensibilidad, corto tiempo de analisis,
compatibilidad con la automatizacién, uso de pequefios volimenes de muestra y
permiten el monitoreo “in vivo”; sin embargo, debido al uso de especies bioldgicas
las condiciones de andlisis deben de estar estrictamente controladas.

A través de los afios los biosensores han evolucionado para tratar de contrarrestar
las limitaciones a las que se enfrentan; asi, el desarrollo de los biosensores
electroguimicos se puede entender mediante su clasificacion por generaciones

(Fig. 4):
2.2.3.1.2 Biosensores de Primera Generacion

Los sensores de primera generacion se basan en el uso enzimas para la oxidacion
de glucosa; el mecanismo consiste en la oxidacién de glucosa catalizada por la
enzima en presencia de oxigeno para formar &cido glucénico y peroxido de
hidrogeno, este ultimo puede ser detectado y cuantificado amperométricamente
(Ec. 7). [16-19]

GOx(FAD) , . - Ec.7
Glucosa + O2 ——— &cido gluconico + H202

La reaccién catalitica entre la enzima y la glucosa se describe por las ecuaciones
8yo9.

GOX(FAD) + Glucosa — GOx(FADH) + acido glucénico Ec.8
GOx(FADHz2) + O2 —» GOx(FAD) + H202 Ec.9

Existen diferentes enzimas que pueden oxidar a la glucosa, entre ellas esta la
glucosa deshidrogenasa (GDH), glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (G-6-PDH) y la
glucosa oxidasa (GOXx); esta Ultima resulta ser las mas economica y utilizada [19].

Este sistema de cuantificacion de glucosa ha resultado ser muy util debido a que
el dispositivo puede ser miniaturizado; sin embargo, a pesar de ello la principal
desventaja que presenta este esquema es el potencial alto en el cual se detecta el
peréxido, +1.1 V (vs Ag/AgCI) al que pueden ocurrir simultaneamente reacciones
de 6xido reduccion de otras sustancias interferentes como es el caso del acido
arico y acido ascorbico. La baja solubilidad de oxigeno en fluidos biologicos es una
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desventaja adicional, ya que es imprescindible para regenerar el sitio activo de la
enzima y producir el peréxido de hidrogeno [16,17,19].

12 Generacion 292 Generacién 32 Generacion 4 Generaciéon
Acido ACi'd? Acido
Glucénico Glucosa Glucénico Glucosa Glucénico Glucosa
Y N\ Acido 5
FADH, FAD FADH, FAD Glucénico Glucosa M M(OH)*
02 Hzoz Medox MedRED FADHZ FAD OH- Hzo

Figura 4. Resumen de mecanismos de la oxidacion de glucosa en las diferentes
generaciones de biosensores.

@

2.2.3.1.3 Biosensores de Segunda Generacion

La capa de proteina que rodea al centro activo de la GOx representa un
impedimento mas para la transferencia directa de electrones en el electrodo, por lo
gue es necesario implementar el uso de mediadores sintéticos que remplacen al
oxigeno como el aceptor de electrones y asi facilitar el contacto entre el centro
activo de la enzima y el electrodo [19, 20].

La serie de pasos involucrados en los dispositivos de segunda generacion son la
transferencia de electrones de la glucosa al centro reactivo de la GOx (FAD), para
obtener FADH2, seguida de la transferencia de electrones del FADH:2 al mediador
sintético (M*) para que finalmente sea este el responsable del transporte de los
electrones al electrodo (Ecs. 10-12) [20].

Glucosa + GOx(Ox)— acido gluconico + Gox(Red) Ec.10
GOX(Rred) + 2 M*0x) > GOX(0x) + 2 M*Red) + 2 H* Ec.11
2 M*Red) > 2 M*ox) + 2 € Ec.12
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Asi, la especie reducida del mediador se reoxida en la superficie del electrodo y la
sefal resultante sera proporcional a la concentracion de glucosa presente.

Los mediadores deben de cumplir con las condiciones de reaccionar rapidamente
con la enzima, poseer un bajo potencial redox y que este sea independiente del
pH; ademas de una baja solubilidad en medio acuoso. Derivados de ferroceno,
ferrocianuro, complejos de metales de transicién y compuestos organicos como el
tetratiafulvaleno-tetracianoquinodimetano (TTF-TCNQ) han sido utilizados como
especies mediadoras, siendo el ferroceno uno de los mas aplicados debido que
presentan un bajo potencial redox que logra minimizar la respuesta de especies
interferentes. Para aumentar la eficiencia del mediador, se ha recurrido al uso de
polimeros como polisiloxano o polianilina para la inmovilizacién del mediador en la
superficie del electrodo [16,17].

2.2.3.1.4 Biosensores de Tercera Generacion

Los biosensores de tercera generacion buscan la transferencia directa entre la
proteina inmovilizada y la superficie del electrodo [17]. Heller et. al presentan uno
de los primeros trabajos acerca de una innovacion conocida como “cableado de la
enzima” en donde mediante modificacidon quimica se logré enlazar a la enzima a
un electrodo de oro, platino o carbén para formar enlaces covalentes con la
proteina de la GOx, haciendo mas corta la via de transferencia de electrones con
la superficie del electrodo [19, 21].

En otros reportes se ha demostrado que algunas enzimas como la peroxidasa
pueden transferir los electrones del centro activo, directamente al electrodo. Esta
estrategia, solo es posible cuando la capa proteica que rodea al centro activo es
muy delgada [22].

2.2.4 Otros Métodos

Existen técnicas sencillas que permiten la determinacién de glucosa; por ejemplo,
la refractometria y la densidad donde mediante curvas de calibrado con patrones
estandar, es posible la cuantificacion de glucosa.

La espectroscopia del infrarrojo cercano (NIR) permite la cuantificacion de glucosa
mediante la intensidad de picos de vibracion; sin embargo, especies interferentes
similares en estructura y la presencia de agua, hacen dificil el analisis de los
resultados por lo que ha sido necesario recurrir a un tratamiento matematico como
el analisis multivariable y la quimiometria mediante el cual es posible realizar una
prediccion de la cantidad de azucar presente en una muestra [23, 24].
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2241 Electrodos no Enzimaticos de Oxidos Metalicos

Los electrodos de O6xidos metalicos son un tipo de sensores electroguimicos que
algunos autores los refieren como “biosensores de cuarta generacion” o
“electrodos no enzimaticos”. Hacen uso de particulas activas de 6xidos de metales
como Au y Pt en sistemas electroquimicos para la deteccion de azucares. [20, 21].

Las desventajas que presentan este tipo de novedosos sistemas son la cinética
lenta de la electrooxidacion de glucosa sobre electrodos convencionales y la baja
selectividad de los sensores no enzimaticos hacia la glucosa debido al alto rango
de potencial donde se observa la oxidacion de glucosa. Asimismo, la adsorcién de
aniones como el cloruro sobre los electrodos de metal representan una desventaja
que se ha logrado minimizar al trabajar en condiciones alcalinas [20].

El mecanismo de oxidacion de la glucosa por la via no enzimatica consiste en la
abstraccion del protén hemiacetalico que ocurre simultaneamente con la absorcion
de las especies organicas. Burke propone un modelo en donde el ion hidroxilo
forma una pre-monocapa de hidroxido de metal “activo” (MOH*) en donde la
cercania de los iones produce la disociacion del agua para la electrooxidacion de
la glucosa [20, 25].

H20 — H* + OH Ec.13
M + OH — MOH* Ec.14

Los metales nobles sufren oxidacion mediante procesos quimicos de superficie
dando paso a la formacién de multiples capas de 6xidos, el intercambio entre las
especies de OH/O con atomos del metal es un proceso determinante para la
formacion de un depdsito multicapas de 6xido [26].

Debido a la respuesta electrocatalitica eficiente y rapida que presentan las
interfaces formadas en electrodos de 6xidos de metales (Pt, Au, Cu, Ag) se han
realizado diversos estudios en los cuales estos materiales son evaluados como
posibles sensores no enzimaticos para la deteccion de glucosa.

2.2.4.2 Sensores no enzimaticos de Platino

El desarrollo de electrodos modificados de platino permitio la oxidacion de la
glucosa en medios acidos, neutros y alcalinos, observando tres picos de oxidacion
en potenciales aproximados a -0.4 V, 0.3V y 0.5V (vs RHE) (Tab. 1) [27].
I —————————
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Este tipo de material puede ser sometido a altas temperaturas para su
esterilizacion para su uso en el area de la salud; sin embargo, su elevado costo
reduce la posibilidad de aplicarlo en otras areas [27].

Tabla 1. Sensores de glucosa no enzimaticos basados en platino.

Sensibilidad Potencial de Referencia

Electrodo Estructura : B
Pt-6xido de 0.47 V (vs 28
nanoflores 1.3
grafeno SCE) (2013)
- 29
Pt-Te microtubos 522.6 040V (vs
SCE) (2012)
Pt-quitosano nanoparticulas no reportada 0.35V (vs 30
SCE) (2010)
0.40 V (vs 31
Pt nanoporos 291.0
P Ag/AgCI) (2008)
0.42 V (vs 32
Pt Mesoporos 9.6
P Ag/AgCI) (2003)
2.2.4.3 Sensores no enzimaticos de Oro

A diferencia de los sensores desarrollados a base de platino, los sensores de oro
dependen del pH asi como de la composicion del electrolito y de la estructura del
electrodo, estas condiciones se deben a que en los atomos de oro el orbital “d” se
encuentra completo, sin embargo, poseen una mayor electroactividad hacia la
oxidacion de glucosa. Es por ello que se desarrollaron diferentes electrodos a
base de este metal, destacando los electrodos porosos debido a que presentan
estructuras regulares (Tab.2) [27].
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Tabla 2. Sensores de glucosa no enziméticos basados en oro.

Sensibilidad Potencial  Referencia

Electrodo Estructura (WA mM1cm?) detrabajo  (Afio)

Au-nanorribones
oxido de grafeno

] 0.257V (vs 33
nanoparticulas 31.4

P Ag/AgCl) (2014)
040V (vs 34

Au nanocables 309.0
Hg/HgO) (2012)

0.150V (vs 35

Au- carbén vitreo nanoestructuras 190.7
Ag/AgCl) (2014)

0.230V (vs 36

Au nanocajas 2,131.0
: Ag/AgCI) (2016)
37
Au poros 11.8 0.31V (vs
(2007)
2.2.4.4 Sensores no enzimaticos de Cobre

El uso de cobre para el desarrollo de sensores no enzimaticos surge de la
necesidad de utilizar materias primas econdmicas y de la eficiencia catalitica que
posee este material, Fleischmann y su equipo de trabajo atribuyen el poder
oxidativo del cobre a la formacién de una especie de Cu (Ill) observada en un
potencial de 0.65 V (vs.SCE); sin embargo, el mayor problema que presenta es la
oxidacion de interferencias (Tab. 3).
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Tabla 3. Sensores de glucosa no enzimaticos basados en cobre.

Sensibilidad Potencial de  Referencia
Electrodo Estructura g .
(MA mM1cm?) trabajo (Afi0)
Carbon Vitreo - 38
nanocables 420.3 0.59-0.72V
Cu (vs Ag/AQCl)  (2011)
Pasta de 055V ( 39
carbono/silicén  poros no reportada : VS
P P Ag/AgCl) (2014)
Cu
] 0.4V (vs 40
Cu/ITO elicula 699.4
P Ag/AgCI) (2010)
Carbono 41
multipared nanocubos 1,096.0 25/'56\\/(:('\)/5
(MWCTNSs) 9IAg (2010)
Carbon microflores no reportada 050V (vs 42
Vitreo/Cu Ag/AgCl) (2018)

2.2.4.5 Sensores no enzimaticos de Plata

Los estudios acerca de los electrodepésitos de plata han revelado que este
proceso se lleva a cabo mediante una nucleacion tridimensional multiple seguida
de la difusion controlada del crecimiento de los nucleos, donde las caracteristicas
finales de la superficie obtenida dependeran de la primera etapa del proceso [43].

Los electrodepésitos de plata requieren de un potencial aplicado. En ocasiones
utilizan una solucion de cianuro para generar un electrodepdsito liso y sin
crecimientos dendriticos [44], pero debido al impacto ambiental que generan los
residuos se ha optado por utilizar como materia prima la sal de AgNOs, aunque la
calidad de electrodepoésito disminuye debido a que presenta rugosidad, segun
reporta Taft y colaboradores [45].

La oxidacién de estos electrodepdsitos se da en medios alcalinos en potenciales
cercanos a +0.60 V (vs SCE) [44, 46], obteniendo una superficie de Ag20/AgO.
Estas especies pueden ser identificadas mediante una voltamperometria ciclica en
forma de dos picos en aproximadamente 0.30 y 0.65 V (vs SCE) en sentido
anodico, confirmandose la presencia de estas especies con dos picos en sentido
catédico correspondientes a la reduccion de AgO y AgP respectivamente, siendo

. _________________________________________________________________________________________________|
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los cumulos obtenidos en esta capa generalmente formados por particulas de
tamafo nanométrico [44, 45, 47, 48].

Las nanoparticulas metdlicas y de oOxidos metalicos presentan respuesta
electroquimica relevante y poseen una alta relacion superficie-volumen y un
elevado transporte de masa; es por ello que se ha implementado su aplicacion en
la electrocatalisis en particular. Las NP’s de Ag presentan caracteristicas muy
Utiles e interesantes como una excelente conductividad térmica y eléctrica,
resistencia quimica, catalitica y actividad bactericida [44,46].

Las propiedades electroquimicas particulares de las nanoparticulas de plata
dependen de su tamafo, la cantidad electrodepositada sobre la superficie del
electrodo y de parametros como el potencial, la densidad de corriente, el tiempo
de deposicion, etc. (Tab. 4) [44,49].

Tabla 4. Sensores de glucosa no enzimaticos basados en plata.

Sensibilidad g’gtenc'a' Referencia

Electrodo Estructura A 2 .
(A mM= cm) trabajo  (Af0)

. 0.45V 50
A oxidos de A no reportada
J J P (vs SCE)  (1992)
NPs de Ag y 075V 51
A carbon negro en d
g matriz de no reportada (vs
o Hg/Hgo)  (2009)
poliestireno
SiO2
funcionalizado -0.35V 52
E:rst;[gr?g con NPs de Ag 0.3 (vs.
decoradas con Ag/Agcl)  (2016)
carboxilo
Carbon nanofribas de 13470 0.50 V 53
vitreo Ag/CuO S (vs SCE) (2012)
) L. +0.60 V
Carbon oxido de grafeno | a7
vitreo con NP’s de Ag ' (vs (2015)
Hg/HgO)
nanotubos de
Carbén carbén 0.58V 54
Vitreo multipared con 1,057.3 '(A\\/S/'A c| (2016)
NP’s de Ag 9'Ag
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3 JUSTIFICACION

Debido a la importancia que representa la regulacion de la concentracion de
glucosa en el sector industrial y salud, se han desarrollado métodos enfocados a
la deteccion y cuantificacion de este carbohidrato en matrices de distinta
complejidad, entre los cuales se encuentran los métodos cromatograficos,
espectrofotométricos y electroquimicos, siendo estos Ultimos los que han
mostrado mayor simplicidad y versatilidad.

Dentro de los métodos electroquimicos destaca la aplicacion de los biosensores
amperomeétricos debido a que resultan ser dispositivos de bajo costo y facil
operacion; sin embargo, el uso de enzimas como bioreceptores limita su aplicacion
debido al alto costo y a las condiciones especificas de operacién, como el pHy la
temperatura, es por ello que ha surgido la necesidad de remplazar la parte
bioldgica por nuevos materiales que resulten ser mas econémicos y flexibles a las
condiciones de andlisis.

Estudios recientes se han enfocado en la aplicacion de 6xidos de metales de
transicion como el reemplazo de las enzimas en los biosensores, dando paso a
una nueva generacion de sensores conocidos como “biosensores de cuarta
generacion” o “biosensores no enzimaticos”, con la finalidad de disminuir los
costos de los dispositivos y ampliar las condiciones en las cuales puedan operar.

El uso de electrodepdsitos de 6xidos de metales de transicidén ha resultado ser una
opcion viable debido a que son superficies renovables y su respuesta a la
presencia de glucosa ha resultado positiva, es por ello que en este trabajo se
evalla una pelicula de éxido de plata electrodepositada sobre la superficie de un
electrodo de carbdn vitreo como sensor no enzimatico y se estudia su respuesta
en la cuantificacién de glucosa analizando posibles interferencias.

. _________________________________________________________________________________________________|
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de una pelicula de 6xido de plata como un sensor amperomeétrico
no enzimatico para la deteccion y cuantificacion de glucosa en muestras reales.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Construccidon y caracterizacion por voltamperometria ciclica de un transductor
basado en un electrodepdsito de plata sobre una superficie de carbon vitreo.

Caracterizacion de la respuesta electroquimica del electrodepoésito oxidado a la
presencia de glucosa mediante voltamperometria ciclica.

Optimizacion de las condiciones involucradas en el proceso de la oxidacion de
glucosa.

Obtencion de los parametros analiticos del sensor propuesto y evaluacion de la
respuesta que presenta a muestras de distinta composicion.

. _________________________________________________________________________________________________|
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1 REACTIVOS Y SOLUCIONES

Todos los reactivos utilizados para realizar cada uno de los experimentos son de
grado analitico NaOH (Aldrich), AgNOs (Fluka), NH4NOs (Productos quimicos
Monterrey), Glucosa (Técnica Quimica), Fructosa, Lactosa (Meyer), Acido
ascorbico (Aldrich) y Oxido de alimina (Alfa Aesar). Las soluciones fueron
preparadas con agua desionizada Milli Q (Millipore) (18.2 MQ cm).

5.2 INSTRUMENTACION

Los estudios amperométricos se realizaron utilizando un equipo AUTOLAB
PGSTAT302N (Metrohm) con un software NOVA 2.0. Como electrodo de trabajo
(T) se utiliz6 un electrodo carbén vitreo (CV) MF 2012 (BASI) de 3 mm de diametro
0 un electrodo de plata (Ag) MF-2111 (BASi) de 3 mm de diametro, como
electrodo auxiliar (A) un electrodo de platino (Pt) MF-2013 (BASI) de 1.6 mm de
diametro y como electrodo de referencia (R) un electrodo de doble camisa de
Ag/AgCl con solucion externa de KNOs 10% (900200 Orion). Los estudios
cronoamperomeétricos se realizaron con un Amperimetro LC-4C (BASI).

5.3 ELECTRODEPOSITO DE PLATA

Los estudios voltamperométricos se realizaron en una celda conformada por un
electrodo de carbon vitreo como electrodo de trabajo (T), un electrodo de Ag/AgCl
como electrodo de referencia (R) y un electrodo de platino como electrodo auxiliar

(A) (Fig.5).

o ( X J
1.- AQNO3/NH;NO; e

Figura 5. Esquema de electrodepdsito de plata y de oxidacion del
electrodepaosito.
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Los electrodepdsitos de plata se realizaron a partir de 10 mL de una solucién de
AgNOs, dentro de un intervalo de concentracion de 0.0005 a 0.01 mol L, en un
medio de NH4NO3s 0.01 mol L, sobre un electrodo de carbdn vitreo previamente
pulido con una suspension de alimina al 1% p/v.

Para la oxidacion del electrodepdsito, el electrodo se colocé en 10 mL de NaOH
en un intervalo de concentraciéon de 0.001 a 1 mol L%, imponiendo un potencial de
0.60 V por un tiempo de 900 segundos.

5.4 CARACTERIZACION VOLTAMPEROMETRICA

La caracterizacion del electrodepdsito de plata se realizd por medio de
voltamperometria ciclica partiendo del potencial de corriente nula (OCP). El
intervalo de potencial fue de -0.60 a 0.90 V en sentido catodico y de 0.35a 0.70 V
en sentido andédico a una velocidad de 50 mV s,

La evaluacion voltamperométrica de la respuesta del electrodepdsito de oxido de
plata a la glucosa se llevo a cabo mediante un barrido en sentido anddico en un
rango de potencial de -0.6 a 0.9 V, en NaOH 0.1 mol L.

5.5 EsTuDIOS CRONOAMPEROMETRICOS

Se realizaron estudios de variacion de concentracion de AgNOs (0.0005 a 0.01
mol L't a 0.60 V), optimizaciéon de pH de trabajo (pH= 11-14 a 0.60 V), evaluacion
de potencial de electrodepdsito (0.20 — 0.40 V), evaluacion del tiempo de
electrodeposicion y oxidacion (30 — 90 y 600 - 1200 segundos, respectivamente, a
0.60 V).

El estudio de la reproducibilidad entre los diferentes electrodepésitos, se realizd
evaluando las distintas peliculas de plata, manteniendo fijas las condiciones
previamente establecidas (tiempo de pulido, concentracion de AgNOs, pH). La
reproducibilidad entre curvas de calibrado se obtuvo utilizando un solo
electrodepdsito repitiendo las mediciones ocho veces.

Todos los estudios anteriores se realizaron mediante cronoamperometria.
5.6 EVALUACION DE INTERFERENCIAS

Para la evaluacion de interferentes se prepararon soluciones de fructosa, lactosa y
acido ascérbico de concentraciéon 0.01 mol L.

El analisis se realiz6 con una concentracion de interferente en relacion igual, diez
veces mayor y diez veces menor respecto a la concentracion de glucosa (0.01 mol
L-1) en un medio de NaOH 0.01 mol L.
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5.7 DETERMINACION DE GLUCOSA EN MUESTRAS REALES.

La cuantificacion de glucosa se realiz6 mediante el método de adiciones estandar
por cronoamperometria. Se prepararon 10 mL de una dilucion de concentracion
0.01 mol L de la muestra a analizar en agua desionizada, posteriormente se
adicioné 0.1 mL de la dilucién anterior a 10 mL de NaOH 0.01 mol L seguido de
cinco adiciones sucesivas de 0.1 mL de una solucién estandar de glucosa 0.01
mol L1, Las determinaciones se realizaron por triplicado.

. _________________________________________________________________________________________________|
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 CARACTERIZACION VOLTAMPEROMETRICA

6.1.1 Caracterizacion del electrodepésito de plata sobre el
electrodo de carbdn vitreo y de su respuesta a glucosa
mediante voltamperometria ciclica.

El electrodepdsito de la pelicula de plata sobre el electrodo de carbdn vitreo se
realizé en un intervalo de -0.60 y 0.90 V, partiendo del potencial de corriente nula
en sentido catddico. Se realizaron 10 ciclos en una solucién de NH4sNO3/AgNOs de
concentracion 0.1 mol L'ty 0.005 mol L respectivamente (Fig. 6).

600

NH4NO3 / AgNO3
0.1 M/0.005 M

500

400

300

200

imA

100

0

-100

-200 T T T T T T T r
-0.8 -06 -04 -0.2 00 02 04 06 08 10
EN

Figura 6. Electrodepdsito de Ag sobre un electrodo de carbon vitreo, primer ciclo
(linea negra) y décimo ciclo (linea roja punteada) a 50 mV s,

Al iniciar el barrido de potencial partiendo de corriente nula (0.416 V), en sentido
catddico se observa una sefial de reduccion (0.33 V) formandose el
electrodeposito sobre la superficie del electrodo. Al invertir el sentido del barrido
en sentido anddico se distingue la sefial de oxidacion de la plata depositada en
0.53 V.

Una vez generado el electrodepdsito de plata sobre el electrodo de carbon vitreo,
se realiz6 el estudio del comportamiento del sistema electroquimico con y sin
presencia de glucosa en NaOH 0.1 mol L1. En la Figura 7 se observan los
voltamperogramas ciclicos en un rango de trabajo de -0.6 a 0.9 V en sentido
anoédico a 50 mV s1, partiendo de corriente nula (0.168 V sin glucosa).
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Figura 7. Voltamperogramas ciclicos del electrodo de carbén vitreo con
electrodepdsito de plata en NaOH 0.1 mol L! (linea negra); NaOH 0.1 mol L con
glucosa 1 mmol L (linea punteada roja). Segundo ciclo.

En el voltamperograma ciclico obtenido en NaOH 0.1 M, el pico 1 corresponde a la
formacion de una monocapa de AgOH, la cual se deshidrata formando una
monocapa y posteriormente multicapa de Ag20 (picos 2 y 3 respectivamente). El
pico 4 se asocia a la oxidacion del Ag20O a AgO, proceso que se observa
nuevamente al cambiar el sentido del barrido cercano a 0.60 V (pico 4).
Finalmente, los picos 5 y 6 son complementarios a los picos 3, 2 y 1
respectivamente, segun reporta Joshi et al. [47]. La reduccion numerada como 7
corresponde al oxigeno de la solucién. Es importante sefialar que el pico 1 se
intensifica en presencia de glucosa, debido al menor potencial de corriente nula
gue se presenta, respecto a la solucion de NaOH.

Al agregar glucosa al sistema, el AgO oxida a la glucosa sobre la superficie del
electrodo, generando un aumento de Ag20 que posteriormente es reoxidado a
AgO al invertir el barrido de potencial, lo que tiene como consecuencia un
significativo incremento de la sefal 4’ correspondiente al pico “G” en 0.46 V. (Fig.
7, Ec. 15)

CesH1206 + 2 AQO — CsH1107 " + Ag20 + H* Ec. 15

Una vez ubicada la respuesta del electrodo de trabajo con el electrodepdésito de
plata a la glucosa, se realizaron adiciones sucesivas del analito para evaluar la
respuesta del sensor al aumento de concentracion del carbohidrato. En la Figura 8
se observa que sélo en la primera adicion se provoca un incremento en la
intensidad de sefal respecto a la lectura anterior. Este comportamiento sugiere la
I —————————
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pérdida del electrodepdsito de plata durante el transcurso del estudio, ya que el
incremento en la intensidad de pico de las dos primeras adiciones no es
proporcional al aumento de la concentracibn y al seguir incrementando la
concentracion de glucosa se encuentra una disminucion de la sefial (Fig. 8).

250 250
a) b
200 —— NaOH0.01 M
—— Glucosa 0.1 mM 2001 — gIaOH o.%1lM y
— Glucosa 0.2 mM I Iucosa .2 mM
150 —— Glucosa 0.3 mM — Glucosa0.2m

150 { —— Glucosa 0.3 mM
100
100
50

imA
imA

50
0

-50

-100 -50

-150 T T T T T T T T -100 T T T T T T
-0.8 -0.6 -04 -0.2 0.0 02 04 06 0.8 1.0 03 04 05 06 07 08 09 10
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Figura 8. Voltamperogramas ciclicos de adiciones sucesivas de glucosa a 50 mV
st de un electrodo de carbén vitreo con electrodepdsito de plata (segundo ciclo),
b) Ampliacion de la zona de oxidacion de glucosa.

6.1.2 Evaluacion de la variacion de la intensidad de sefal
respecto al tiempo.

Al evaluar el comportamiento de la sefal “G” que mostré un aumento significativo
en el experimento anterior, se dio seguimiento de esta sefial respecto al tiempo
(Fig. 9).

150 160
a) b)
—— NaOH 0.1 M 140 NaOH 0.1 M
100 —— Glucosa 1 mM, 0 min. 10— Glucosa 1 mM, 0 min.

— Glucosa 1 mM, 5 min —— Glucosa 1 mM, 5 min.
100

50 80

ilmA
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20
-50

-20

-100 T T T T T T T T -40 T T T
-0.8 -06 -0.4 -0.2 00 0.2 04 06 08 1.0 0.4 0.6 0.8 1.0
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Figura 9. a) Voltamperograma ciclico de lecturas de glucosa respecto al tiempo a
50 mV s de un electrodo de carbén vitreo con electrodepésito de plata, b) Zona
de oxidacion de la glucosa.
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Al igual que en el estudio mostrado en la Figura 8, se observé un decremento en
la intensidad de la sefial de la oxidacién de glucosa, estos procesos pueden ser
consecuencia del amplio rango de potencial de trabajo, dando tiempo a que las
especies de plata presentes en el sistema se solubilicen y la cantidad de éxido
disminuya en la superficie del electrodo y como consecuencia la disminucion de la
respuesta del electrodo a la glucosa.

6.1.3 Reduccion del rango de potencial de trabajo para la
deteccion de glucosa.

Para evitar la pérdida de plata de la superficie del electrodo y favorecer la
formacion del Ag20, se evalu6 la oxidacion de la glucosa sobre un electrodo de
trabajo de plata en dos rangos de trabajo; de 0.90 a -0.60 V partiendo del potencial
de corriente nula (Fig. 10) y de 0.45 a 0.70 V (Fig. 11). La condicion de reduccién
de rango de potencial, también fue evaluada en el depdsito de plata sobre el
electrodo de carbon vitreo de 0.45 a 0.90 V (Fig. 12).

800

600 { —— NaOH0.1M
—— Glucosa 1 mM, 0 min
400 —— Glucosa 1 mM, 10 min

200
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Figura 10. Voltamperogramas ciclicos de un electrodo de plata de 0.90 a -0.60 V,
con lecturas de glucosa respecto al tiempo a 50 mV s en NaOH 0.1 mmol L.
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Figura 11. Voltamperograma ciclico de un electrodo de plata de 0.45 a 0.70 V, con
incremento de concentracion de glucosa y comportamiento respecto al tiempo (50
mV st en NaOH 0.1 mol L1).
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Figura 12. Voltamperograma ciclico de un electrodepoésito de plata sobre un
electrodo de carbon vitreo en un rango de potencial de 0.45 a 0.90 V, con
incremento de concentracion de glucosa y comportamiento respecto al tiempo (50
mV st en NaOH 0.1 mol L1).

En los tres voltamperogramas obtenidos se observa un aumento en el pico “G”
equivalente a la oxidacion de la glucosa; sin embargo, a pesar de la presencia en
exceso de plata en el caso de las figuras 10 y 11, esta sefal disminuye en
intensidad con el paso del tiempo, situacion que se repite en el electrodepdsito
sobre el electrodo de carbén vitreo (Fig. 12). Este suceso es indicativo de la
inestabilidad de los 6xidos de plata (Ag20, AgO) en el medio de hidroxido, mas
que de la pérdida de plata del electrodo.
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6.1.4 Evaluacion de la velocidad del barrido de potencial
durante el electrodepdsito de plata sobre el electrodo de
carboén vitreo

Independientemente de la inestabilidad de los 6xidos de plata en el electrodo de
carbon vitreo con electrodepdsito de plata, al realizar el experimento de reduccién
de rango de potencial (8 6.1.3), se observo el desprendimiento de soélido de la
superficie del electrodo (Fig.13), el cual se atribuye al crecimiento desordenado del
electrodeposito de plata. Para evitar esta situacion se disminuyo la velocidad del
barrido de potencial, evaluando 20 mVs™, 10 mVs'y 5 mVs?; asi como el nimero
de ciclos.

Figura 13. Observacion de crecimiento 3D de 6xido de plata sobre la superficie del
electrodo de trabajo y desprendimiento de sélido del electrodo.
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Figura 14. Voltamperograma ciclico de un electrodepdésito de plata sobre un
electrodo de carbon vitreo con incremento de concentracion de glucosa y
comportamiento respecto al tiempo (5 mV s en NaOH 0.1 mol L?).
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Figura 15. Voltamperograma ciclico de un electrodepoésito de plata sobre un
electrodo de carbon vitreo con incremento de concentracion de glucosa y
comportamiento respecto al tiempo (10 mV s en NaOH 0.1 mol L),
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Figura 16. Voltamperograma ciclico de un electrodepoésito de plata sobre un
electrodo de carbon vitreo con incremento de concentracion de glucosa y
comportamiento respecto al tiempo (20 mV s en NaOH 0.1 mol L),

En las figuras 14, 15y 16 se observa que la menor variacién de intensidad de
sefal respecto al tiempo corresponde a un depdsito con una velocidad de 10 mV
s1; sin embargo, la variaciéon sigue siendo significativa, lo que es indicativo de la
pérdida de los 6xidos de plata de la superficie del electrodo. En los tres casos las
respuestas de cada adicion de glucosa no son directamente proporcionales entre
si (Fig. 17).
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Figura 17. Voltamperograma ciclico de un electrodepoésito de plata sobre un
electrodo de carbon vitreo con incremento de concentracion de glucosa y
comportamiento respecto al tiempo a 10 mV s

6.1.5 Cambio de sentido anodico a catodico en el
electrodeposito de plata sobre el electrodo de carbon
vitreo.

Para evitar que la plata electrodepositada se pierda con el cambio de la solucion
de NHsNO3/AgNOs a la soluciéon de NaOH, se modifico la forma de generar el
electrodepdsito, imponiendo un potencial inicial de 0.35 V e iniciando en sentido
anddico hasta 0.70 V .para completar el barrido en 0.35 V. Se realizé solo un ciclo
para evitar la oxidacion de la plata electrodepositada en la superficie del electrodo
(Fig. 18).

60

—— NH4NO3 /AgNO3

0.1 M/0.005 M
40

20

iImA

-20

-40

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
EN

Figura 18. Voltamperograma del electrodepdsito de Ag sobre un electrodo de
carbon vitreo, primer ciclo a 10 mV s,
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A partir de este depdsito se hicieron adiciones de glucosa 0.1 mol L* (Fig. 19)
observandose una mejor proporcion entre los aumentos de intensidad de sefial y
disminuyendo notablemente la inestabilidad respecto al tiempo (Fig. 20).

300

—— NaOCHO.1M
—— Glucosa 0.1 mM

250 —— Glucosa 0.2 mM
— Glucosa 0.3 mM
—— Glucosa 0.4 mM
200 —— Glucosa 0.5 mM

Glucosa 0.6 mM
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100

50

0

-50 T T T T T T
040 045 050 055 060 0.65 0.70 0.75
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Figura 19. Voltamperograma ciclico de un electrodepoésito de plata sobre un

electrodo de carbon vitreo con incremento de concentracion de glucosa a 10 mV s
1

250

—— Glucosa 6 mM, 0 min
—— Glucosa 6 mM, 5 min
200 —— Glucosa 6 mM, 10 min
—— Glucosa 6 mM, 15 min
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Figura 20. Voltamperograma ciclico que muestra la variacion respecto al tiempo de
la intensidad de la sefial correspondiente a la oxidacion de glucosa.

6.2 ESTUDIOS CRONOAMPEROMETRICOS.
6.2.1 Optimizacion del pH de trabajo.

Se evalud la respuesta cronoamperomeétrica del sensor en un intervalo de pH de
11 a 14 para analizar el comportamiento del electrodepdsito de plata. La glucosa
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no fue detectada a pH 11, lo cual se puede atribuir a una alta solubilidad del Ag20,
misma que es equivalente a la que se presenta a pH=13 por lo que se sugiere que
a pH=11 la velocidad de disolucién debe ser significativamente mayor (Figs. 21-

23) (Tab. 5).
6
2
0
560 660 760 80

Tiempols

IN

Icorregida/mA

0

Figura 21. Registro cronoamperométrico de un electrodo de carbon vitreo con
electrodepdsito de plata para adiciones de glucosa 0.01 mol L%, a pH 12.
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Figura 22. Registro cronoamperométrico de un electrodo de carbon vitreo con
electrodepdsito de plata para adiciones de glucosa 0.01 mol L, a pH 13.
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Figura 23. Registro cronoamperométrico de un electrodo de carbon vitreo con
electrodepdsito de plata para adiciones de glucosa 0.01 mol L, a pH 14.

Tabla 5. Pardmetros analiticos de las curvas de calibrado sucesivas a, b y ¢ de
glucosa para pH 12,13 y 14.

pH Curva (Sui]::;-lldcar:-z) R2 gfg;iggiigad DS* %DSR*
12 a 187.06 0.995 217.11 34.17 15.74
b 210.00 0.999
C 254.29 0.998
13 a 189.38 0.999 153.01 38.87 25.40
b 157.60 0.991
(o 112.04 0.995
14 a 236.78 0.952 99.172 122.61 41.35
b 59.22 0.963
c 1.51 0.005

*DS: Desviacién estandar
*0DS: Porcentaje de desviacién estandar

A pH 12 se encuentra la mejor estabilidad coincidiendo con el pH en el que el
Ag20(s) posee su minima solubilidad, mientras que a pH 14 se incrementa
significativamente la solubilidad al desplazarse el equilibrio (Ec. 16) disminuyendo
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la disponibilidad del Ag:0(s) para la formaciéon de AgO y que este pueda
reaccionar con la glucosa.

Ag,0 + 4H,0 2 2Ag(OH); +4H™ Ec.16

Los resultados obtenidos concuerdan con la informacion que brinda el Diagrama
de Existencia Predominio pAg’ contra pH para Ag” (Fig. 24), el cual permite
afirmar que a pH 12 se tiene la minima solubilidad del Ag20. En consecuencia los
siguientes experimentos se realizaron en un medio de NaOH 0.01 mol L.

30

Ag(OH),

25 1 Ag*

20 1

Agp0

pPAg’

10

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 24. Diagrama de Existencia Predominio para el sistema pAg’ vs pH
(consultar datos en anexo).

6.2.2 Estudio de la variacion de concentracion de AgNOs en el
electrodepdsito sobre el electrodo de carbdon vitreo.

Una vez encontrada la concentraciéon éptima de NaOH (0.01 mol L) con la cual
realizar la oxidacion del electrodepdsito de plata, se evaludé la concentracion de
plata utilizada en el electrodepdsito. Las concentraciones evaluadas fueron 5x107?,
1x1072, 5x103, 1x103 y 5x10“ mol L** de AgNOs, obteniendo que la deteccion mas
estable para glucosa se genera a partir de soluciones de plata 1x102 y 5x10 mol
Lt (Figs. 25y 26).
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Figura 25. Electrodepoésito de Ag sobre un electrodo de carbon vitreo, primer ciclo
a 10 mV st con AgNOs 5x10 mol L.
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Figura 26. Electrodepdsito de Ag sobre un electrodo de carboén vitreo, primer ciclo
a 10 mV s con AgNOs 1x102 mol L.

Cabe mencionar que a concentraciones menores a 5X102 M, la glucosa no fue
detectada por el sistema y a concentracones mayores de 1x102 M la intendidad
de las sefiales mostraban un perfil desproporcionado entre cada adicion y no se
lograban estabilizar. A partir de estos experimentos se eligié las concentraciones
de 0.01 M / 0.1 M de AgNOs y NH4NOs respectivamente para realizar el
electrodeposito de plata sobre el electrodo de carbon vitreo, obteniéndose los
siguientes resultados (Figs. 27 y 28).
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Figura 27. Curvas de calibrado correspondiente los registros cronoamperomeétricos
realizados con electrodepésito de AgNOs 1x102 M.
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Figura 28. Curvas de calibrado correspondiente los registros cronoamperométricos
realizados con electrodepésito de AgNOz 5 x103 M.
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Tabla 6. Pardmetros estadisticos de las curvas de calibrado sucesivas de glucosa
a, b y c correspondientes a la figura 27 y 28.

COnCenIeGn g SSON g sensits o, ypsg
1 X10? a 87.36 0.997 106.56 1755 16.47
b 121.80 0.958
C 110.53 0.984
5 X103 a 104.21 0.968 81.37 37.37 45.92
b 101.66 0.973
C 38.25 0.978

*DS: Desviacion estandar
*%6DS: Porcentaje de desviacién estandar

Los resultados de la Tabla 6 indican variabilidad entre sensibilidades en ambas
concentraciones; aunado a ello, las Figuras 25 y 26 nos muestran que en ambas
situaciones la plata se encuentra en su forma reducida. Los coeficientes de
correlacion favorecen a la concentracion de 0.01 mol Lt de AgNOs.

6.2.3 Evaluacion del potencial de electrodepdsito.

Los experimentos anteriores fueron realizados utilizando un electrodepdsito
potenciodindmico; sin embargo, es importante evaluar el régimen potencioestatico
a fin de establecer si es posible mejorar los resultados obtenidos hasta el
momento y lograr disminuir la variacion entre sensibilidades entre las curvas de
calibrado. En esta etapa se evalué el electrodepésito potenciostatico a potenciales
de 0.20, 0.30 y 0.40 V con un tiempo de 60 segundos.

En los tres potenciales evaluados se sigue observando la tendencia de variacion
de la sensibilidad entre cada curva, aunque la menor variacion entre
sensibilidades se presenta en 0.30 V, aunque existe baja diferencia entra las
sensibilidades promedio de 0.20 y 0.30 V. Los mejores coeficientes de correlacion
resultan a 0.20 V (Tab. 7).
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Tabla 7. Pardmetros analiticos de las curvas de calibrado sucesivas de glucosa en
la evaluacion de potencial de electrodepdsito.

(P\;))tencial Curva E%Zr:?/ll“ld * R2 gfg r?] igci:iig ad o %DSR*
0.200 a 113.33 0.989 220.89 97.36 44.07
b 246.30 0.993
C 303.02 0.993
0.300 a 195.39 0.962 230.78 31.72 13.74
b 240.26 0.991
C 256.68 0.993
0.400 a 101.00 0.996 121.89 24.53 20.12
b 115.76 0.908
C 148.91 0.891

*DS: Desviacion estandar
*9DSR: Porcentaje de desviacion estandar

6.2.4 Evaluacion de tiempo de electrodepdsito y preoxidacion.

La preoxidacion es un proceso que se incluyé para mejorar la estabilidad de la
respuesta del sensor; consiste en aplicar un potencial de 0.60 V donde se lleva a
cabo la oxidacion de la plata de manera previa a la obtencién de las curvas de
caibracion.

Con la finalidad de disminuir la variacion entre cada curva realizada, el
electrodepodsito, la preoxidacién y las lecturas de glucosa se realizaron por
separado de manera potenciostatica, evaluando los tiempos de los procesos de
electrodepésito y preoxidacién. En primera instancia se fij6 un tiempo de
preoxidaciéon de 900 segundos, para el segundo experimento el tiempo de
electrodepdsito de plata se mantuvo constante en 60 segundos.
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Tabla 8. Pardmetros analiticos de las curvas de calibrado sucesivas de glucosa a,
b y ¢ para diferentes tiempos de electrodepdsito (tiempo de preoxidacion = 900 s).

Tiempo Sensibilidad Sensibilidad

(s) Curva (LA mMtcm?) R® Promedio DS 7DSR*
30 a 309.01 0.901 352.88 44.66 12.65
b 398.29 0.971
C 351.35 0.972
45 a 216.51 0.957 308.45 79.80 25.87
b 359.89 0.973
C 348.94 0.988
60 a 200.45 0.995 329.82 113.41 34.38
b 376.89 0.980
C 412.11 0.969
90 a 421.71 0.930 339.84 82.56 24.29
b 341.20 0.951
C 256.61 0.966

*DS: Desviacion estandar; *%DSR: Porcentaje de desviacion estandar

Tabla 9. ParAmetros analiticos de las curvas de calibrado sucesivas de glucosa a,
b y c para diferentes tiempos de preoxidacion (tiempo de electrodepésito = 60 s).

e g SN o St s s
600 a 329.502 0.816 187.902 122.660 65.279
b 119.830 0.792
c 114.373 0.917
900 a 228.848 0.984 346.969 112.658 32.469
b 358.836 0.993
c 453.224 0.992
1200 a 417.146 0.883 290.453 112.986 38.903
b 253.986 0.957
c 200.173 0.983

*DS: Desviacion estandar; *%DSR: Porcentaje de desviacidn estandar
|
MARIA GUADALUPE MORENO BAUTISTA 38



EVALUACION DE UN SENSOR NO ENZIMATICO CON PELICULA DE PLATA PARA LA
DETERMINACION DE GLUCOSA

A partir de los resultados mostrados en las tablas 8 y 9 se seleccion6 un tiempo de
60 segundos para la formacion del electrodepdsito y 900 segundos para la
peroxidacion del mismo. A pesar del alto porcentaje de desviacion estandar se
conserva la tendencia de aumento entre sensibilidades.

6.2.5 Evaluacion de la reproducibilidad.

Para evaluar la reproducibilidad entre diferentes curvas de calibracion de glucosa
con diferentes electrodepdsitos de plata obtenidos bajo las mismas condiciones,
se realizaron curvas de calibracién de glucosa en el intervalo de concentraciones
de 0.1 a 0.6 mM (Tab. 10). Los resultados muestran un alto porcentaje de
desviacién estandar relativa reflejando la baja reproducibilidad que existe entre
diferentes electrodepositos.

Tabla 10. Pardmetros analiticos de curvas de calibrado de glucosa de distintos
electrodepdsito.

Sensibilidad
Electrodepdsito R2
(LA MMt cm?)
1 259.069 0.9907
2 363.964 0.9934
3 384.677 0.9896
4 477.561 0.9579
5 668.223 0.9959
Promedio 430.699
DS* 153.820
%DSR* 35.714

*DS: Desviacion estandar
*06DSR: Porcentaje de desviacion estandar

Al evaluar la reproducibilidad entre curvas utilizando un sélo electrodepdsito, la
reproducibilidad mejora significativamente, disminuyendo el porcentaje de
desviacion estandar (Tab.11), aunque el sistema sigue demostrando una baja
reproducibilidad intrinseca.
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Tabla 11. Parametros analiticos de las curvas de calibrado sucesivas de glucosa
sobre un mismo electrodepasito.

Sensibilidad
Curva R?
(LA MMt cm?)
1 383.220 0.991
2 406.055 0.992
3 407.470 0.992
4 410.526 0.988
5 455.447 0.987
6 456.310 0.989
7 462.012 0.988
8 463.002 0.989
Promedio 430.505
DS* 31.848
%DSR* 7.398

*DS: Desviacién estandar; *%DSR: Porcentaje de desviacién estandar

Con base en los estudios realizados anteriormente se establece que las
condiciones Optimas para realizar la determinacion de glucosa con el
electrodepdsito de plata son las siguientes: el electrodepdsito de plata se realiza
en AgNOs/NH4NOz de concentraciéon 0.01/ 0.1 mol Lt en régimen potenciostatico a
un potencial de 0.20 V por 60 segundos; para la preoxidacion se requiere de
NaOH de concentracién 0.01 mol L't en régimen potenciostatico a 0.60 V por 900
segundos.

6.2.6 Intervalo de concentracion y parametros analiticos.

Se evaluaron diferentes intervalos de concentracion de glucosa para conocer la
sensibilidad del sistema propuesto, obteniendo bajos coeficientes de correlacion,
lo cual indica una baja relacion entre los datos, en los intervalos menores a 0.1
mM, ademas la comparacion de valores promedio de pendientes nos sefala que
los intervalos son diferentes entre si.

A partir de las observaciones anteriores, los parametros analiticos se obtuvieron
en concentraciones mayores a 0.1 mM; a pesar de la buena correlacién que se
obtiene en la curva de calibrado, ésta presenta una ordenada al origen de 0.651 +
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0.274 uA, la cual, por prueba t de student, es diferente de cero indicandonos
errores en nuestro sistema (Fig. 29) (Tab. 12).

30

iCorregida/MA
[N = n N
o o o o

o

0

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
[Glucosa)/mM

Figura 29. Curva de calibrado de Glucosa sobre un electrodo de carboén vitreo con
electrodepdsito de plata.

Tabla 12. Parametros analiticos de una curva de calibrado de Glucosa.

LOQ Sensibilidad Intervalo
N° datos LOD (mmolL™?) R? lineal
(mmolL™)  (pA mM*cm?) (mmol/LY)
791.03
5 0.026 0.058 0.999 0.1-0.5
+0.826

*LOD: Limite de deteccion; *LOQ: Limite de cuantificacion
6.2.7 Evaluacion de Interferencias

Con la finalidad de evaluar la selectividad del sensor a la glucosa se realizo el

estudio de interferencias, tomando en cuenta los componenetes de algunos
productos comerciales.

Los interferentes evaluados fueron fructosa, lactosa y acido ascorbico, debido a
gue en el caso de las dos primeras especies se habla de azucares reductores al
igual que la glucosa y en el caso del acido ascérbico se ha reportado que es una
especie electroactiva ademas de que tiende a adsorberse en la superficie del
electrodo, modificando las caracteristicas del mismo [3,55].

Los interferentes fueron evaluados en relaciéon 10 veces mayor, 10 menor y de
igual concentracion con respecto a la glucosa. La selectividad encontrada es muy
modesta; particularmente cuando las concentraciones de lactosa, fructosa y acido
ascorbico son iguales o 10 veces mayores (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto de las interferencias en la cuantificacién de glucosa con
electrodo de carbon vitreo con electrodepdsito de plata, a) concentraciones
iguales de glucosa e interferentes, b) concentracion de glucosa diez veces mayor
gue la concentracién de interferentes y c) concentracion de glucosa diez veces
menor que la concentracion de interferentes.

Tabla 13. Estudio de coeficientes de selectividad para distintos interferentes para
un electrodo de carbodn vitreo con electrodepdsito de plata utilizado para la
deteccién de glucosa.

Interferente Ka=I Ke>i Ke<i
Fructosa 0.78 0.08 9.95
Lactosa 0.12 0.02 3.49
Acido ascorbico 0.97 0.12 9.96

*|: interferente.
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Los resultados indican una respuesta ocho veces mayor por parte de la glucosa
frente a la lactosa cuando estos azucares se encuentran en igual concentracion
(Tab. 13). En el caso de la fructosa y el acido ascorbico, bajo las mismas
condiciones de concentracion, la respuesta del electrodo con electrodepdsito de
plata resulta ser similar a la de la glucosa; en condiciones de concentracion de
glucosa diez veces mayor a la de los interferentes evaluados, las repuestas
resultan ser solo 12, 50 y 8 veces mayor para la glucosa respecto a la fructosa,
lactosa y el acido ascérbico, respectivamente.

Estos resultados demuestran que no existe buena selectividad hacia la glucosa
por parte del electrodepdsito de plata frente a los interferentes evaluados.

6.2.8 Cuantificacion de glucosa en muestras comerciales.

Utilizando el método de adicion estandar se procedié a la determinacion de
glucosa por triplicado de dos muestras comerciales un electrolito comercial y
suero glucosado al 5%.

Con la finalidad de evaluar los resultados se realizd el contraste de la media de
concentracion obtenida contra el valor reportado en los marbetes de los productos
mediante una prueba t para un nivel de confianza del 95%.

6.2.8.1 Electrolito comercial (Muestra 1).

Para la cuantificacion de glucosa se obtuvo un electrolito comercial saborizado del
cual se preparé una diluciébn a concentraciéon 0.01 mol L aproximadamente,
posteriormente para la cuantificacion cronoamperométrica, se colocé una alicuota
de la dilucién anterior en una soluciéon de NaOH 0.01 mol L y se realizaron
adiciones sucesivas de glucosa estandar 0.01 mol L. (§ 5.6)

Los resultados obtenidos mediante el registro cronoamperométrico fueron
graficados en una curva de icoregida VS [Glucosa] (Fig. 31), para su posterior
analisis y determinacioén de la concentracion de la muestra.

Tabla 14. Comparacion entre concentracion reportada por el fabricante y la
obtenida utilizando un electrodo de carbdén vitreo con electrodepésito de plata
(Muestra 1).

Electrolito

Concentracion en marbete (g/100 mL) 5
Concentracion por técnica propuesta (g/100 mL) 5.49+0.14
tExp 5.84
*Teiit:4.30; N=3
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A partir de los resultados obtenidos (Tab. 14) y la comparacion mediante el
estadistico t se concluye que si existe una diferencia significativa entre la
concentracion calculada y la reportada en el marbete; esta diferencia se atribuye a
las sustancias presentes en la matriz del analito, como es el caso del lactato, del

saborizante utilizado en la bebida y del alto contenido de iones cloruros en la
muestra.
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Figura 31. a) Registro cronoamperométrico para una adicion de 0.1 mL de dilucion
0.1 mol L de muestra 1 en 10 mL de NaOH 0.01 mol L mas cinco adiciones de
glucosa estandar 0.01 mol Lt sobre un electrodo de carbdén vitreo con
electrodepdsito de plata a E=0.60 V. b) Curva de adicién estandar correspondiente
al registro cronoamperométrico.

6.2.8.2 Suero glucosado al 5% (Muestra 2).

Bajo el mismo procedimiento reportado en el apartado 5.2.8.2 se realizé la
determinacion del analito en una solucion comercial de suero glucosado al 5%,
muestra que no contiene interferentes.
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Figura 32. a) Registro cronoamperométrico para una adicion de 0.1 mL de dilucién
0.1 mol L* de muestra 2 en 10 mL de NaOH 0.01 mol L' mas cinco adiciones de
glucosa estandar 0.01 mol Lt sobre un electrodo de carbén vitreo con
electrodepdsito de plata a E=0.60 V. b) Curva de adicion estandar correspondiente
al registro cronoamperomeétrico.

Tabla 15. Comparacién entre concentracion reportada por el fabricante y la
obtenida utilizando un electrodo de carbdn vitreo con electrodepdsito de plata.

Muestra 2.
Solucion de glucosa al 5%
Concentracion en marbete (g/100 mL) 5.00
Concentracion por técnica propuesta (g/100 mL) 5.07+0.05
tExp 2.3

*Teit:4.30; N=3

De acuerdo a los resultados reportados en la Tabla 15 y haciendo una
comparacién mediante el estadistico t, se establece que no existe una diferencia
significativa entre la concentracion calculada y la reportada en el marbete de la
solucién; este resultado confirma que el electrodepésito de plata sobre carbén
vitreo es util para la determinacién de glucosa en muestras simples que no
contengan interferencias electroactivas.
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7 CONCUSIONES

1. Mediante la caracterizacion por voltamperometria ciclica de los éxidos de
plata generados sobre electrodepdsitos de plata sobre carbén vitreo, fue
posible identificar las sefiales correspondientes a la formacion del AgO y la
oxidacion de glucosa.

2. Se observo que parametros como la concentracion de plata, la velocidad de
barrido en el electrodepdsito potenciodinamico y el tiempo de formacién del
electrodepodsito potenciostético, estan relacionados con la estabilidad de las
peliculas de plata obtenidas.

3. El depdsito potenciostatico a 0.2 V, brind6é la mayor estabilidad debido a
que al imponer este potencial, la pelicula de plata fue mas estable y
reproducible. El potencial de trabajo en el cual se forma la especie oxidante
de AgO sobre el electrodepdsito fue de 0.600 V.

4. Para minimizar la pérdida por solubilidad de los Oxidos deplata fue
necesaria la modificacion del pH de trabajo, encontrando congruencia entre
el DEP (donde se minimiza la solubilidad del Ag20) y el estudio del efecto
del pH en las curvas de calibracion, obteniendo en pH = 12 el menor
porcentaje de desviacion estandar y maxima sensibilidad.

5. La baja reproducibilidad entre curvas de calibrado se asocia a las
diferencias estructurales de los electrodepdsitos obtenidos debido a
factores como el pulido del electrodo y el cambio de solucion electropulido-
deteccion. Este error es reducido en la cuantificacion de glucosa por medio
del método adicién estandar.

6. El método resultd ser selectivo para la deteccion y cuantificacién de glucosa
cuando en el sistema se encuentran especies interferentes como la
fructosa, lactosa y acido ascérbico en una concentracion diez veces menor
respecto al analito.

7. El sensor propuesto para la cuantificacion de glucosa utilizando un
electrodo de carbdn vitreo con electrodepdésito de plata, es una alternativa
analitica de utilidad en muestras simples que no contengan especies
electroactivas susceptibles de oxidarse a 0.6 V.
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8 ANEXO

Tabla A. Constantes de formacion de especies de Ag(l) [14].

Especie log B1 log B2
Ag(OH)n 2.0 3.99
Ag20¢s) 15.42

Ag(NHs)n 3.4 7.46
NH4* 9.4

Tabla B. Equilibrios representativos del DEP pH contra pAg” para Ags). Equilibrio
generalizado Ag’ - Ag'(s).

pH PAg

0-12 2 Ag* + H20 ¢ Ag20 + 2H* 1.42 + 2pH
12-12.01  2Ag(OH) - Agz20 + H20 25.42
12.01-14 2 Ag(OH)z + 2H" — Ag20 + 3 H20 49.44 - 2pH

Diagrama B-1 Diagrama de Zonas de Predominio para Ag".

Ag’ | AgOH | Ag(OH), R
‘ ‘ pH
12.00 12.01

Tabla C. Equilibrios representativos del DZP pNHs contra pH para Ag(l)”.
Equilibrio generalizado Ag”+ NHs" — Ag(NH3)2".

pH pNHs’
0-9.4 Ag" + 2 NHa" - Ag(NHs)2" + 2 H* -11.34 + 2pH
9.4-12 Ag++ 2 NHs — Ag(NHs)2" 7.46
12-12.01 Ag(OH) + 2 NH3 + H* - Ag(NHs)2* + H20 19.46 - pH
12.01-14 Ag(OH)2 + 2 NH3 + 2 H* - Ag(NHs)2* + 2 H20 31.47 — 2pH
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Diagrama C-1 Diagrama de Zonas de Predominio para NH3".

NH,’ ‘ NH,
| o+
9.4

v

Diagrama C-2 Diagrama de Zonas de Predominio para Ag(NHz)z2".

Ag(NH,),

v

Diagrama C-2 Diagrama de Zonas de Predominio para Ag(NHzs)”.

10

Ag(OH)7 |

Ag*

PNH3

2 Ag(NHg)™

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 14.0
pH
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