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Antecedentes

1 ANTECEDENTES

El rindn es un 6rgano que desempena diversas funciones fundamentales para el
mantenimiento de la vida del individuo, a través de la interaccion con algunos
liquidos que componen al organismo. En este sentido cabe destacar acciones
como la regulacion de electrolitos y del agua del medio interno, el pH, la
eliminacion de los productos finales del metabolismo protéico y la regulacion de la
tension arterial.

Los liquidos que integran el organismo de un individuo se pueden dividir en dos

grandes compartimientos:
1) Compartimiento intravascular:

Incluye los liquidos que circulan por los vasos sanguineos.
2) Compartimiento intersticial:

Incluye los liquidos exteriores a los vasos sanguineos que banan el exterior
de las células.

El liquido que se encuentra dentro de las células permanece en constante
intercambio con el intersticial, a través de procesos activos los cuales se ven
afectados por estrechos margenes de variacion de factores como la ingesta o
pérdida de H,O y electrolitos, asi como el ingreso de productos finales del
metabolismo de las células que deben ser eliminados.

El rindn juega un papel fundamental estabilizando el volumen y las constantes
fisicoquimicas del liquido extracelular a través de la formacion de la orina por

medio de un ultrafiltrado del plasma sanguineo.

En general la orina contiene urea y otras sustancias quimicas organicas e
inorganicas disueltas en agua (95% de agua y 5% de solutos). Aunque no forman
parte del plasma filtrado originalmente, existen otros elementos presentes en este

. ____________________________________________________________________________________________________________]
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Antecedentes

liguido como células, cilindros, cristales, moco y bacterias. Un importante
compuesto que origina la formacion de cristales es el idn oxalato, el cual esta
presente en la orina por que el metabolismo humano (Figura 1) convierte a

sustancias como la glicina y la vitamina C en oxalatos [1].

Glicoaldehido
Glicolato Ascorbato
Glicoxilato OXALATO Fructosa, Xilosa

pinins < )N\

Piruvato Glicina

Aminoacidos

Figura 1. Esquema de las vias de produccion celular de oxalato.

El acido oxalico (cuya férmula quimica es HOOC-COOH) es un acido organico
fuerte utilizado en el metabolismo tanto de plantas como animales. El nombre de
oxalato se le dio debido a que fue aislado por primera vez de la planta Oxalis.
Dentro de las plantas, el oxalato es el principal regulador de la concentracion de
calcio dentro de los tejidos vegetales. En contraste, en los animales este

compuesto se presenta como un producto metabdlico final poco util.

Este compuesto organico en su forma dihidratada (H>C204:2H20) tiene un aspecto
de cristales higroscopicos, con un peso molecular de 126.07 g/mol, mientras que
su forma anhidra (H>C-O,) tiene un peso molecular de 90.03 g/mol y tiene aspecto
de polvo blanco. La naturaleza &cida de sus grupos carboxilo le genera dos
valores de pka en 1.25y 4.29 [2].

El oxalato tiene la habilidad de formar sales con varios iones como el sodio,
potasio, magnesio y calcio. Las tres primeras especies forman compuestos
solubles en agua, mientras que el oxalato de calcio es de baja solubilidad

. ____________________________________________________________________________________________________________]
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Antecedentes

(8.76x10® mol.I'" a 37°C) [3]. La mayoria de las piedras (célculos) renales estan
compuestos principalmente de oxalato de calcio, el cual puede estar presente en
su forma monohidratada o dihidratada. EI compuesto monohidratado se encuentra
principalmente en pacientes con hiperoxaluria primaria, mientras la forma

dihidratada esta presente en los pacientes con hipercalciuria.

La clasificacion descrita por Grases y Costa [4], se muestra en la Tabla 1, que
muestra las alteraciones bioquimicas de orina mas frecuentemente asociadas a
los distintos tipos de litiasis. Los céalculos mas frecuentes son los de oxalato de
calcio dihidratado (33.8%), y que principalmente estan relacionados con una
hipercalciuria (60%), con un pH urinario > 6 (cuando la hidroxiapatita esta
presente, 62%). El tanto por ciento de célculos de oxalato céalcico monohidratado
es similar al dihidratado pero debe dividirse en dos grupos, los papilares (12.9%) y
los no papilares o de cavidad (16.4%).

Tabla 1.- Factores urinarios etioldgicos y su relacion con cada tipo de calculo.

Tipo de calculo Alteraciones urinarias mas frecuentes

Oxalato calcico monohidratado papilar - déficit en la orina de inhibidores de la
cristalizacién
- pH urinario > 6.0 (cuando se detecta
hidroxiapatita)

Oxalato calcico monohidratado - déficit en la orina de inhibidores de la

no-papilar (formado en cavidades cristalizacién

renales) - pH urinario > 6.0 (cuando se detecta
hidroxiapatita) o pH < 5.5 (cuando se
detecta acido Urico)

Oxalato calcico dihidratado - hipercalciuria
- hiperoxaluria
- déficit en la orina de inhibidores de la
cristalizacién
- pH urinario > 6.0 (cuando se detecta

hidroxiapatita)
Caélculos mixtos de oxalato calcico - hipercalciuria
dihidratado e hidroxiapatita - pH urinario > 6.0

- hipocitraturia
Célculos mixtos de oxalato calcico y - déficit en la orina de inhibidores de la
acido urico cristalizacién

- pH urinario < 5.5

- hiperuricuria

. ____________________________________________________________________________________________________________]
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Antecedentes

La cantidad de i6n oxalato excretado en la orina esta determinada por la edad,
ingesta diaria, rasgos genéticos, la absorcion intestinal, la secrecidn tubular renal y
la velocidad de la sintesis endégena [5]. Dependiendo de la dieta, la excreciéon de
oxalato por dia en voluntarios sanos varia de 0.10 a 0.45 mmol/dia en orina y una
concentracion de 0.8—2.5 ymol.I'" en plasma sanguineo [6].

La excreciéon renal ha sido pensada como la Unica via para la excrecién de
oxalato, sin embargo se ha demostrado que el intestino es capaz de secretar
oxalato. La secrecién intestinal parece ser una importante via de excrecion de
oxalato en la enfermedad renal de fase terminal o de otros estados con elevados

niveles de oxalato en suero [7,8].

La determinacion de acido oxalico presente en la orina es de interés clinico ya que
la concentracion se asocia a litiasis renal e hiperoxaluria primaria o secundaria [9].
Ademas, se ha encontrado evidencia de que el aumento en su concentracidén
favorece la excrecion de una enzima urinaria que causa dano en células tubulares

renales en pacientes con calculos [10].

La litiasis renal es un problema de salud importante en el mundo occidental, donde
afecta al 12% de los hombres y el 6% de las mujeres durante sus vidas. Los
calculos renales son responsables de alrededor del 10% de los ingresos
hospitalarios urolégicas anuales y representan un importante nimero de visitas a

los departamentos de emergencia de los hospitales [11].

Los casos anteriores de enfermedad hacen de especial importancia el desarrollo
de nuevas técnicas analiticas para la determinacion cuantitativa lo suficientemente
precisa, estable y fiable de este analito, que reduzca la necesidad de emplear

instrumentacion relativamente cara o de personal altamente calificado.

Juan Ignacio Roman Olvera



Antecedentes

1.1 Meétodos de analisis de oxalato en orina

Existe una serie de métodos para la determinacion de este metabolito tales como
titulacion, espectrofotometria, electroforesis capilar, cromatografia iénica y HPLC.
Los métodos enzimaticos con deteccidn espectrofotométrica y electroquimica se
prefieren debido a la especificidad que presentan. A continuacién se describen

algunas de las metodologias utilizadas para el analisis de este componente.

1.1.1 Valoracion Redox

El método para el andlisis del contenido de oxalato en orina descrito por Archer
[12], refiere un pretratamiento de la orina filtrandola con papel Whatman No. 1,
elevando su pH entre 7.0 y 8.0 con una solucién amoniacal 8.0 N y después
reajustando el valor de pH a 5.0 con una soluciéon de &cido acético 6.0 N.
Posteriormente se adicionan 2.0 ml de una soluciéon de CaCl, (5.0%) y se deja
reposar la muestra durante 12 horas, a una temperatura de 4.0 °C. Transcurrido el
tiempo se centrifuga 15 minutos a 3000 revoluciones/minuto, se separa por
decantacién el precipitado y se suspende éste en 4.0 ml de una solucién
amoniacal 0.35 N, agregando después 2.0 ml de H,SO, 0.7 N. La mezcla se
calienta a 80°C y se valora con permanganato de potasio.

El 4&cido oxalico es un compuesto que puede actuar como un agente reductor del
ibn permanganato, y puede ser utilizado como patrén primario para la
normalizacién de las soluciones de permanganato de potasio (KMnQO,). La
temperatura de la mezcla de la valoracién debe ser superior a 60°C para
garantizar que todo el permanganato afadido reaccione rapidamente. La cinética
de la reaccién es compleja y los iones de Mn®** formados catalizan la nueva
reaccion entre el permanganato y el acido oxalico. La ecuacion final en medio

acido es la siguiente:

5 H20204+ 2 MnO4'+ 6H" — 2 Mn2+ + 10 COQ + 8 Hgo

. ____________________________________________________________________________________________________________]
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Antecedentes

1.1.2 Espectrometria UV-Vis

La determinacion de oxalatos mediante espectroscopia UV-Vis otorga ventajas
economicas y practicas frente a otro tipo de detectores ya que las reacciones
algunas veces son selectivas, proporcionan limites de deteccion adecuados y la

instrumentacion necesaria es de facil manejo y accesible.

Un método usualmente ocupado para la determinacion de este analito en plasma
sanguineo es el enzimatico, el cual emplea la enzima oxalato oxidasa (OxOx) y
cuantifica la concentracién de perdxido de hidrégeno formado, realizandose la
determinacion de acido oxalico de manera indirecta [13]. El perdéxido formado
reacciona con el acido 3-(dimetilamino) benzoico y la 3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona en presencia de peroxidasa a pH 3.1. La mezcla se incuba 5 minutos a
37°C y posteriormente se obtienen las absorbancias en un espectrofotémetro a
590 nm [14]. Finalmente la determinacion se realiza mediante interpolacién en la

linea de calibrado.

1.1.3 Electroforesis Capilar

Esta técnica de separacién también permite la determinacién del i6n oxalato,
generalmente se obtienen tiempos de andlisis bastante bajos si se compara con
otras técnicas separativas como la cromatografia de gases o la de liquidos.
Ademas el consumo de muestra y reactivos es menor por lo que se le puede
considerar una técnica mas limpia. Es versatil ya que se puede emplear para

separar cualquier tipo de compuesto eligiendo adecuadamente el detector.

Una técnica para la cuantificacion directa del ion oxalato se basa en electroforesis
capilar de zona [15]. En esta se emplea un capilar de silice fundida de 75 ym de
diametro interno y como electrolito soporte una soluciéon tampén de fosfatos (0.5
mol.I”", pH 6.5). La separacién se realiza mediante polaridad inversa a 30 kV,
detectando la sefial a 195 nm. El intervalo lineal de trabajo reportado es de 2.0 a
10.0 mg.I"", con un limite de deteccién de 0.5 mg.I" y un limite de cuantificacién de

. ____________________________________________________________________________________________________________]
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Antecedentes

1.5 mg.I"". El método fue aplicado al analisis de orina. Las muestras se diluyen 1:5

con HCI (40 mmol.I'") y se filtran previamente a su anélisis.

1.1.4 Cromatografia

Las técnicas cromatograficas son elegidas cuando se requiere la determinacion
conjunta de acidos organicos [16]. La cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) ha sido aplicada por diversos grupos de investigacion para la
determinacion de acidos organicos. Las longitudes de onda de deteccidn la regidén

UV no son uniformes, lo que limita su aplicacion.

Una metodologia para la determinacién simultanea de acido oxalico y acido citrico
mediante HPLC-UV emplea en el analisis una columna de RP18 (250X4mm, 5um)
utilizando como fase movil una solucion de KH.PO, (0.25%) y sulfato acido de
tetrabutil amonio (0.0025 M) en solucién tampoén de acido ortofosférico (pH 2.0).
La deteccidn se realiza a 210 nm utilizando un volumen de inyeccion de 20 pl. Las
muestras de orina colectadas de los pacientes durante 24 horas se mezclan
con10.0 ml de HCI (6.0 M), seguido de una desproteinizacién de las muestras
tomando mezclando 1.0 ml de orina con 50 mg de acido sulfosalicilico y filtrando
después de 10 min. El intervalo lineal de esta metodologia es de 0.0 — 16.0
umol/ml, con un coeficiente de correlacién de 0.999, un limite de deteccién de 8.0

nmol/ml (para oxalato) y 40 nmol/ml (para citrato) [17].

1.2 Biosensores

Por definicidn los biosensores son dispositivos que se utilizan para la deteccion de
un analito y estan comprendidos por una interfase selectiva, que se encuentran en
contacto directo a un transductor, el cual realiza la interaccién entre el analito y la

superficie directamente o por medio de un mediador [18].
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En su conjunto, estos dispositivos son herramientas analiticas de bajo costo,
selectivas, especificas, rapidas y sencillas de operar, ademas forman parte de la
tecnologia emergente que es ideal para analisis clinicos ya que ofrecen la
posibilidad de realizar analisis en tiempo real, lo cual es importante para algunas

mediciones médicas de algunos analitos corporales.

La base de los biosensores es el acoplamiento de un compuesto inmovilizado que
es bilégicamente activo, con un transductor de la senal y un amplificador. La
principal funcién del transductor es convertir los cambios fisicoquimicos que
sucedan en el compuesto activo, como resultado de la interaccion con el analito,

en una senal de salida. La configuracién basica de un biosensor, se muestra en la

figura 2.
Matriz de Respuesta Transductor
Inmovilizacion
= .9— —> Substancia Quimica ———> Electrodo semiconductor
>
Tk d‘E)— ——> Calor —> Termistor
o e O ) ) — Sefial
v o ogy ——> Luz —> Fotorresistencia
L
- & ﬂ'ﬂ" —> Sonido — > Detector de sonido
o

Reconocimiento
molecular

Figura 2. Esquema general de un Biosensor.

Basado en el tipo del transductor empleado para la correcta cuantificacion de la
respuesta al analito, los biosensores se pueden clasificar en Opticos,

calorimétricos, piezoeléctricos y electroquimicos.

Los biosensores épticos se basan en la medicion de la luz absorbida o emitida por
un compuesto como consecuencia de una reaccion bioquimica. En estos
biosensores, las ondas de luz son guiadas por fibras 6pticas hacia los detectores
adecuados [19]. Este tipo de biosensores se utilizan para la medicién de pH, O,
COy, etc.
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Los biosensores calorimétricos detectan al analito sobre la base del calor emitido
por la reaccion bioquimica del compuesto con la enzima adecuada.
Recientemente algunos circuitos integrados con estructuras sensibles a la
temperatura, han sido modificados con enzimas. Diferentes substratos, vitaminas,
enzimas y antigenos se han determinado usando biosensores termométricos [20].
Una desventaja a considerar en este tipo de sistemas es que en la mayoria se
observa una pérdida del calor generado en la reaccion enzimatica, por el contacto

con la solucioén que los rodea.

Los biosensores piezoeléctricos operan principalmente gracias a la generacion de
dipolos eléctricos al someter un cristal anisétropo natural al estrés mecanico. La
adsorcién del analito aumenta la masa del cristal y altera su frecuencia de
oscilacion basica. Estos dispositivos son usados para medir compuestos como el
amonio, O6xido nitroso, monéxido de carbono, hidrégeno, metano y algunos

compuestos organofosforados [21].

Todos estos biosensores tienen ciertas desventajas, por ejemplo, los épticos a
pesar de ser muy sensibles no se pueden emplear en medios turbios; los térmicos
no se pueden utilizar en sistemas cuyo cambio de calor sea muy pequefo para
detectar, ademas de que su aplicacién en muestras reales es compleja. Por ello es
qgue los biosensores electroquimicos se han convertido en los dispositivos mas
comunmente utilizados ya que en estos se ha encontrado la manera de superar
las desventajas que impiden el uso de los otros métodos, ademas de que sus
andlisis se pueden llevar a cabo de manera rapida, facil y con un bajo costo

econdémico, un ejemplo convencional es el glucometro.

1.2.1 Biosensores electroquimicos

Los biosensores electroquimicos son los dispositivos mas utilizados; el tipo de
deteccidn usualmente es potenciométrico o amperométrico. Su construccion se

basa en la modificacion de superficies electroatractivas con materiales biolégicos
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de reconocimiento molecular, las cuales interactian con el analito de interés,
consumiendo o generando especies electroactivas que pueden ser detectadas y
cuantificadas mediante alguna técnica electroanalitica.

Estos dispositivos pueden aplicarse en medios turbios o con coloracién, tienen una
sensibilidad comparable con otros tipos de biosensores y son mas susceptibles a

ser miniaturizados.

Dependiendo de la propiedad electroquimica a ser medida, los biosensores
electroquimicos pueden dividirse ademds en: conductimétricos, potenciométricos y
amperométricos. Los biosensores conductimétricos se encargan de medir los
cambios en la conductividad entre un par de electrodos metalicos, como

consecuencia de los cambios en el componente biolégico del biosensor [22].

Los biosensores potenciométricos consisten en la medicién de potenciales en el
electrodo de trabajo con respecto al electrodo de referencia. Funcionan en
condiciones de equilibrio y determinan el potencial a corriente nula producido en la
superficie del electrodo de trabajo.

En el caso de los biosensores amperométricos, éstos determinan los cambios de
corriente en el electrodo de trabajo debido a la oxidacion directa de los productos
de una reaccién bioquimica. La deteccion amperométrica tiene la ventaja de

manera general de ser la mas sensible que las dos anteriores.

1.2.1.1 Biosensores Potenciométricos

Los biosensores potenciométricos son de costo moderado y pueden ser
construidos en el laboratorio. Existen tres principales tipos de electrodos
potenciométricos: los selectivos de iones (ISE), los transistores de efecto de
campo sensibles quimicamente (ISFET) y los sensibles a gases (GSE). Los mas
utilizados son los que emplean ISEs como dispositivo de deteccion.
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Un ejemplo comun de un ISE es el electrodo de vidrio utilizado para la medida del
pH. En él, la membrana selectiva es una fina pared de vidrio hidratado, que separa
dos soluciones a distinto pH: la interna con actividad constante y la de la muestra
con actividad desconocida.

Es posible transformar el ISE, en un sensor de moléculas aportando la selectividad
de una enzima para el reconocimiento de un analito. La cuantificacion del analito
(substrato enzimatico), se realiza de manera indirecta a través de la reaccién entre
la enzima y el analito, generando iones que pueden ser detectados gracias al uso
de un sensor potenciométrico. Algunos biosensores potenciométricos basados en
enzimas se presentan en la Tabla 2 [23]:

Tabla 2.- Ejemplos de electrodos de substrato enzimatico.

Substrato Enzima ISE utilizado
Urea Ureasa NH,"
Penicilina Penicilinasa pH
Glucosa Glucosa oxidasa I
Amigdalina B-Glucosidasa CN
Oxalato Oxalato descarboxilasa CO;

Algunos factores importantes que deben considerarse en estos dispositivos es la
capacidad amortiguadora del medio de trabajo, ya que en ocasiones esta en
competencia con el equilibrio acido base del producto detectado, el cual también
modula la actividad enzimatica. Ambos aspectos afectan directamente el intervalo

de respuesta.

Un inconveniente que presentan estos biosensores es su prolongado tiempo de
respuesta que puede ser de varios minutos. A pesar de esto, presentan como
principal ventaja un perfil bajo de interferencias.
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1.2.1.2 Biosensores Amperométricos

Estos dispositivos entran en el grupo de los dispositivos electroquimicos mas
utilizados. Su selectividad aunque es limitada, es suficiente para el analisis de
muestras reales. La manera mas adecuada de mejorar la selectividad es a través
del control del potencial impuesto en el electrodo de trabajo mediante el sistema
potenciostatico de medida. Normalmente los biosensores amperométricos utilizan

tres electrodos: trabajo, auxiliar y de referencia.

Los sensores amperométricos se basan en la modificacidn de los materiales
transductores a través de la incorporacion de elementos que le proporcionan
selectividad. Esta modificacion se realiza para disminuir el tiempo de reaccion y
permitir la deteccion indirecta de algunos analitos. Algunos sensores

amperométricos reportados se presentan en la Tabla 3 [24].

Tabla 3.- Ejemplos de sensores amperométricos.

Analito Enzima Especie determinada
Glucosa Glucosa oxidasa H.O,
Aminoacidos D-Amino acido oxidasa H>05
Lactato Lactato deshidrogenasa NADH
Fructosa Fructosa deshidrogenasa NADH
Etanol Alcohol oxidasa H.0>
Colesterol Colesterol oxidasa H.O,

Nitrito Nitrito reductasa Metil Viol6geno

Acido Urico Uricasa H,05
Acido oxalico Oxalato Oxidasa H.0,

En algunas ocasiones la especie electroatractiva a detectar presenta una
transferencia electronica lenta sobre los electrodos habituales (Pt, Au o C), por lo
tanto sélo se consigue una sefal analitica util cuando se impone al electrodo un
potencial de trabajo superior a su potencial redox termodinamico. Este hecho
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produce una pérdida de calidad en la respuesta en términos de selectividad
(posible deteccidn simultdnea de especies interferentes) y de sensibilidad (menor
relacion sefnal/ruido).

Una de las maneras mas utilizadas para minimizar éste efecto es el uso de
agentes de transferencia artificiales llamados mediadores, los cuales permiten
utilizar potenciales de trabajo mas adecuados.

1.2.1.3 Mediadores

Los mediadores son agentes artificiales de transferencia de electrones que
pueden participar en la reaccidén redox con el componente biolégico del biosensor
y asi acelerar la transferencia de electrones de la especie de interés hacia el
transductor. Quimicamente un mediador es un par redox de bajo peso molecular,
el cual transporta los electrones desde el centro redox de la enzima hacia la

superficie del electrodo indicador.

Durante el ciclo catalitico, la forma reducida del mediador reacciona primero con el
producto catalitico de la enzima y después difunde hacia el electrodo indicador
donde es rapidamente reducido de nueva cuenta. Dicha estrategia, basada en un
mecanismo de difusion del mediador, se puede esquematizar de la siguiente forma
tomando como ejemplo la deteccién del i6n oxalato propuesta en este trabajo:

/,/" MediadOI‘ Red "\\ //" H202 ‘\\ /,—'V OXOX(OX) "\\ //" C2042_
o
9
o
g *
Y A U A U 0O,
“~-Mediador o, + T H,0 OXOX gy « 2 CO,

Figura 3. Ciclo catalitico para la deteccién de oxalato con la enzima Oxalato
Oxidasa.
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El mediador reducido interactia con el peroxido de hidrégeno (H-O,) generado por
la reaccion enzimatica entre el i6n oxalato (C204%) y la enzima Oxalato Oxidasa
(OxOx).

Un mediador se espera que sea estable bajo las condiciones de trabajo requeridas
para el analisis y no debe de participar en reacciones secundarias durante la
transferencia de electrones. El mediador debe ser elegido de tal manera que tenga
un menor potencial redox que los otros interferentes electroquimicamente activos

de la muestra. Algunas caracteristicas adicionales de un mediador ideal son:

a) Debe ser capaz de reaccionar rapidamente con la enzima reducida.

b) Debe exhibir cinética heterogénea reversible.

c) El sobrepotencial para la regeneracion del mediador oxidado debe ser bajo
e independiente del pH.

d) Las formas oxidada y reducida deben ser estables.

Algunas ventajas del uso de los mediadores son:

a) Las medidas son menos dependientes de la concentracion de oxigeno.
b) EIl potencial de trabajo del biosensor lo determina el potencial de oxidacion
del mediador.

c) La interferencia de especies no deseadas se puede disminuir.

Algunas sustancias organicas como azul de metileno, fenacinas, violeta de metilo,
el amarillo de alizarina, tionina y azul de toluidina, han sido utilizados como
mediadores en biosensores [25-27]. La principal desventaja es que estas
moléculas presentan una estabilidad baja y sus potenciales redox son
dependientes del pH.

Los cationes de los metales de transicidén y sus complejos, se han utilizado con el
proposito de remplazar al O, como agente de transferencia electronica. Estos
compuestos tienen potenciales de oxidacidon mas apropiados y su concentracion
puede ser controlada. Diversos mediadores de este tipo se basan en complejos de
hierro. Algunas reacciones importantes (a pH 7.0) de especies que pueden ser
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utilizadas como mediadores se presentan en la Tabla 4 [28]:

Tabla 4.- Potenciales Redox de algunos mediadores importantes a pH 7.

Reaccion E (V)?
Acetato / acetaldehido -0.60
Acetona / 2-propanol -0.43
NAD"/ NADH -0.32
Acetaldehido / Etanol -0.20
Fumarato / succinato +0.03

Ferroceno / ferricinio +0.165
Oz / H205 +0.31
[Fe(CN)g]*> / [Fe(CN)g]* +0.45
Fe® / Fe?* +0.53

#Respecto a electrodo estandar de hidrégeno (SHE).

Los iones libres de Fe(lll) no tienen una buena actividad mediadora debido a que
son susceptibles a procesos de hidrdlisis y precipitacion. Sin embargo, se han
aplicado también complejos i6nicos tales como ferricianuro [Fe(CN)g]*, para el uso
como mediadores [29].

El ferroceno y sus derivados son la clase de compuestos mas utilizados como
mediadores en la fabricacién de biosensores estables y sensibles. Este complejo
organometalico de hierro tiene propiedades electroquimicas ya que puede
oxidarse a ferricinio (Figura 4).

+{

Fe + e

(=0
(-

Figura 4. Par Redox Ferroceno/Ferricinio.
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El anillo del ciclopentadienilo sustituido en diversas posiciones, le afecta el
potencial redox del ferroceno, asi como la constante de velocidad de la

transferencia electrénica a la enzima.

Con base en esto se conoce otra familia de compuestos isoelectronicos al
ciclopentadienilo de tipo poli(mercaptopiridin)borato. Entre estos compuestos
podemos encontrar al hidrotris(2-tiopiridona)borato de potasio (K[Tmp]) y el
dihidrobis(2-tiopiridona)borato de sodio (Na[Bmp]) representados en la Figura 5
[30]. La aplicacién como mediadores de compuestos derivados con este ligante no
ha sido descrita en la literatura, sin embargo su similitud con el ligante

ciclopentadienilo hace pensar en su posible uso en éste tipo de dispositivos.

=

K+

Na®*

BH,

S

2

Figura 5. a) hidrotris(2-tiopiridona)borato de potasio y b) dihidrobis(2-
tiopiridona)borato de sodio.

1.2.1.4 Biosensores amperomeétricos para oxalato

Las enzimas conocidas como oxidorreductasas catalizan reacciones transfiriendo
hidrégenos o electrones y son candidatas ideales a acoplarse con transductores
amperométricos. Entre los principales tipos de enzimas redox se encuentran: las

oxidasas, deshidrogenasas, peroxidasas y oxigenasas.

El i6n oxalato reacciona con la enzima Oxalato Oxidasa (OxOx) de acuerdo a la

siguiente reaccion.

0x0x
(COOH)Z + 02 — H202+2 COZ
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El oxigeno y el HoO, pueden ser el co-substrato y el producto de las reacciones
enzimaticas de varios biosensores, por lo que el uso de mediadores es una de las
alternativas mas utilizadas para la disminucion del potencial de trabajo. Los
biosensores disefiados deben presentar una respuesta rapida y selectiva hacia el

analito de interés.

Generalmente, los agentes de reconocimiento se inmovilizan sobre la superficie
del electrodo de trabajo por adsorcion, polimerizacion o electrodeposicion [29,31].
Una alternativa de inmovilizacion es la aplicacion de mediadores y enzimas
disueltos en soluciones de polimeros sintéticos (como Nafion) lo que proporciona
varias ventajas como: resistencia al ataque microbiano, una mayor resistencia
quimica y mayor actividad enzimatica que cuando se utilizan reacciones de
entrecruzamiento [31]. Algunos de los biosensores utilizados en el analisis de
oxalato presentan en la Tabla 5.

En los dltimos anos, varios procedimientos de separacidn magnéticos han sido
desarrollados para aislar y purificar biomoléculas [32]. La utilidad de estas técnicas
se basa en la facilidad de recuperacion, la velocidad y la especificidad que
presentan los materiales modificados hacia una biomolécula aislada de una
mezcla compleja.

Tabla 5.- Algunos biosensores reportados para determinar oxalato.

Electrodode pHde

Mediador Egeteccion (V) . ] LOD Aplicacion Ref
trabajo Trabajo
Cr[Fe(CN)g] -0.05 Grafito 3.8 2.5 uM Orina [33]
M[Fe(CN)s] :
_ -0.05 Grafito 3.6 19.04 uM Cerveza [34]
(M=Fe, Ni, Ru)
Pasta de _
- - 0.4 4.5 20 mM Orina [35]
Carbono
Nanotubos de _
- - 0.63 5.0 1.0 uM Orina [36]
carbono-Oro
Ks[Fe(CN)e] 0.1 Oro 3.6 2.5uM Orina [37]
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Esta tecnologia ha sido aplicada para la inmovilizacibn del agente de
reconocimiento (sobre particulas magnéticas) en la superficie del biosensor. Los
compuestos utilizados son convencionalmente 6xidos de hierro como la magnetita
(FesO4) y la maghemita (y-FeoOz) modificados. Las ventajas de este tipo de
particulas es que su sintesis es relativamente mas sencilla que otros materiales
magnéticos, presentan una baja toxicidad, su tamafo de particula puede ser
controlado [38]. Recientemente se han aplicado enzimas y anticuerpos
inmovilizados sobre nanoparticulas magnéticas recubiertas de silica en la

deteccidn de algunos analitos, empleando una deteccion electroquimica [39-41].

1.3 Introduccion a las técnicas de flujo

Los sistemas de flujo se basan en la inyeccion de un volumen de muestra a una
corriente de liquido en movimiento que contiene los reactivos necesarios para
realizar un analisis. Después de un tiempo adecuado, la muestra que ya ha
reaccionado con los reactivos, llega al detector donde se registra la sefal analitica
[42].

Estos métodos presentan diversas ventajas, entre las que destacan: mayor
nimero de andlisis por unidad de tiempo, mejor tiempo de respuesta (con
frecuencia menos de un minuto entre la inyeccion de la muestra y la respuesta del
detector), menores costos de disolventes, ya que se pierde muy poca cantidad de
reactivo (debido al diametro menor de los tubos) y el equipo es mas simple y
flexible [43].

El analisis por inyeccion en flujo (FIA) es un método cuyo sistema, representado
en la Figura 6, consta de manera general de una unidad de propulsidén que es una
bomba peristéltica, un sistema de inyeccion que consta de una valvula de 4 vias,
un sistema de transporte y reaccion y un sistema de deteccidn cuya respuesta es
proporcional a la concentracién inyectada.
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) v
M
D
DT R
W w
—
BP

Figura 6. Elementos basicos de un sistema en flujo (BP, bomba peristaltica; M,
muestra; DT, solucidn transportadora; V, valvula de inyeccién; R, reactor; D,
detector; W, desechos)

El presente trabajo describe el desarrollo de un biosensor de i6n oxalato basado
en el uso de un complejo Fe(ll)-bis(2-tiopiridona)borato como mediador y de la
aplicacién de particulas magnéticas funcionalizadas como soporte para la

inmovilizacion de la enzima OxOx.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Desarrollar un biosensor amperométrico para la deteccion de acido oxalico
en orina humana, empleando como mediador un complejo de hierro que
contenga como ligante el bis(2-tiopiridona)borato y a la enzima oxalato

oxidasa inmovilizada en nanoparticulas magnéticas.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar el complejo Fe(ll)- bis(2-tiopiridona)borato para su
aplicacion como mediador en el desarrollo de un biosensor de oxalato.

e Sintetizar y caracterizar soportes magnéticos modificados con grupo amino
para su aplicacion en la inmovilizacion de la enzima oxalato oxidasa.

e Integrar el complejo sintetizado y las particulas magnéticas modificadas al
desarrollo de un biosensor de oxalato.

e Aplicar el dispositivo disefiado al analisis de muestras de orina humana.

]
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Todas las disoluciones fueron preparadas disolviendo el respectivo reactivo de
grado analitico en agua desionizada con una conductividad especifica menor de
0.1 uScm™.

3.1 Equipos

El sistema de andlisis eletroquimicos se compuso por 3 elementos principales: el
bipotenciostato modelo uSTAT 200 DropSens controlado con el software
DropView 1.3, un cable conector para electrodos serigrafiados DropSens y el

electrodo serigrafiado DropSens 110 modificado.

El analisis de difraccion de rayos X en polvos se realizé en un equipo PHILIPS
PW1710 equipado con un anodo de Cu y apertura automatica divergente. Las
condiciones para el andlisis son las siguientes: radiacién CuK, 1.54 A, tensién del
generador 40 kV; corriente del generador 30 mA; relacion de intensidad (o/o)
0.500, apertura de divergencia 1° apertura receptora 0.1; angulo inicial (20°) 5;
angulo final (26°) 70.

Los andlisis infrarrojo de transformada con Fourier (FTIR) se realizaron en un
equipo Perkin Elmer, modelo IRDM. Las muestras se analizan en pastilla de KBr
(1 %).

El analisis morfolégico mediante microscopia de barrido electrénico (SEM) del
sélido magnético se realizdé con un equipo JEOL JSM-820. El andlisis cualitativo y
la determinacién de la distribucion de magnetita en los sélidos se hizo con un
analizador LINK QX-2000 mediante energia dispersiva de rayos X. Todos los
espectros se obtuvieron a 15 kV, a una distancia de 39 mm y 2500 conteos, el
angulo del detector con respecto a la muestra en todos los casos fue de 45°.

El andlisis morfoldégico mediante Microscopia de transmision electrénica (TEM) se
realizé en un microscopio JEOL JEM-101.

]
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3.2 Sintesis de Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato)

El complejo de Fe(ll) se sintetiz6 mezclando 0.143 g de hidrobis(2-
tiopiridona)borato de sodio (Na[Bmp]) y 0.105 g de FeCl3*6H,O. La mezcla se
agita durante 12 horas a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de reaccion
la mezcla se filtra, evaporando el disolvente de la fraccion soluble. El sélido
obtenido se lava con 3 porciones de 10 ml de CHCls, el exceso de disolvente se
seca a temperatura ambiente y se pesa (0.073 g, con un rendimiento de 54.9%),
reservandolo para la modificacién de los electrodos.

El complejo formado se caracterizé6 mediante espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier, espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) y

voltamperometria ciclica (CV).

3.3 Sintesis del soporte enzimatico magnético

La sintesis del soporte modificado con OxOx consta de tres etapas. En la primera
se sintetiza magnetita (FesO4) mediante co-precipitacion [44]. Se disuelven 3.0 g
de FeS04.7H,O en 80 ml de agua, la mezcla se coloca en agitaciéon constante en
un vaso de precipitado mientras se introduce una corriente de aire en la disolucion
mediante burbujeo y se calienta a 70 °C. Posteriormente se ajusta el pH= 10.0£0.1
con la ayuda de NaOH 6M, el pH se controla y mantiene durante 1 hora.

Transcurrida la reaccion se obtiene un precipitado negro con caracter magnético,
el cual se separa del medio de reaccién por accién de un campo magnético
externo. El sélido se lava en tres ocasiones con porciones de agua destilada de 50

mil.

La segunda etapa consiste en el revestimiento del soporte magnético con silice
modificada y grupos amino, para ello se colocan 0.83 g de sélido magnético
obtenido en un matraz balén y se le adicionan 0.25 g de tetrametoxisilano, 1.25 g
de 3-aminopropiltrietoxisilano y 6.25 ml de una disolucién compuesta por Triton X-
100 al 2 %, bromuro de cetiltrimetilamonio al 0.2 % y etanol al 25 %. Se adicionan
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100 ul de NHj3; concentrado como catalizador a la mezcla y se deja en reflujo

durante 16 horas.

Concluido el tiempo de reaccién, el solido magnético separado se lava con agua
seguido de etanol. El soporte magnético se seca a 50 °C durante 24 horas, se

pulveriza en mortero de agata y se almacena hasta su utilizacién.

Durante la tercera etapa se inmoviliza la enzima OxOx en el soporte magnético
modificado bajo el siguiente protocolo: se toman 50 mg de soporte magnético y se
colocan en un vaso de precipitado que contiene 5.0 ml de glutaraldehido al 2.5 %,
la mezcla se agita durante 2 horas, transcurrido el tiempo se lava el sélido con
agua desoxigenada y posteriormente con disolucién de fosfatos (0.1M, pH 7.0)
desoxigenada con flujo de No.

El soporte magnético activado se adiciona a 5.0 ml de una disolucién de fosfatos
desoxigenada que contiene 500 pl de OxOx (7.1 U.Prot./ml) y se coloca en
agitacion durante 6 horas a 25 °C. El sélido resultante se almacena a 4 °C hasta

su utilizacion.

El sélido magnético fue caracterizado mediante difraccién de rayos X de polvos,
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, microscopia de barrido

electronico y microscopia de transmisién electrénica.

3.4 Modificacion de los electrodos de carbono

Los electrodos de carbono serigrafiados utilizados para este trabajo son de marca
DropSens 110, los cuales estan fabricados para andlisis electroquimicos
empleando microvolumenes. Las dimensiones de estos electrodos son de 3.4 x
1.0 cm con un espesor de 0.05 cm, el electrodo de trabajo tiene una superficie de
12.5 mm? el electrodo auxiliar y de referencia son de carbono y Ag/AgCl,

respectivamente.
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Una disoluciéon con 2.5 mg del complejo de Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato) se
disuelve en 0.5 ml de acetonitrilo. Se toman 20 ul de esta solucion y se mezclan
con 20 ul de nafion (5% p/v disuelta en alcoholes de bajo peso molecular). Se
colocan 5 pul de la mezcla en la superficie del electrodo de trabajo, evaporando el

solvente mediante una corriente de aire durante algunos segundos.

3.5 Construccion del Biosensor

El sistema de analisis se compone por 3 elementos principales: el bipotenciostato
modelo uSTAT 200 DropSens controlado con el software DropView 1.3, un cable
conector para electrodos serigrafiados DropSens y el electrodo serigrafiado
DropSens 110 modificado con el complejo Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato).

El paso siguiente es la inmovilizacion del soporte magnético sobre el electrodo de
trabajo, esto se hace dispersando el sélido magnético modificado con enzima en 5
ml de solucion tampdn de fosfatos (0.1 M pH 7.0). Posteriormente se colocan 20 pl
de esta solucién con la enzima inmovilizada OxOx sobre la superficie del electrodo
de trabajo, y se retiene por accién de un campo magnético externo colocado en la
parte trasera del electrodo.

El biosensor se acondiciona mediante voltamperometria ciclica, realizando 10
ciclos de activacidén en una ventana electroquimica de -0.7 a 0.7 V a una velocidad

de barrido de 25 mV s en una solucién tampdn de acetatos (0.1 M, pH 4.0).

3.6 Analisis de muestras

Posteriormente se realizan los analisis de muestras de orina mediante
cronoamperometria a un potencial de -0.2 V, registrando la sefal cada segundo.
En la Figura 7 se muestra la forma de andlisis de las muestras. Las muestras de
orina se prepararon mezclando 0.5 ml de orina y 0.5 ml de solucion tampén de
acetatos (0.1 M, pH 4.0). La cuantificacion se realiza mediante el método de
adiciones estandar, anadiendo a la muestra preparada soluciones de acido oxalico
de 10.0,20.0 y 30.0 mg I"".
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Muestra con Ac. Oxalico

en buffer de Acetatos »
Particulas Magnéticas

H4.0,0.1M
\ ® ) con OxOx
N
\ @&_‘9 SE { . Electrodo
:(ﬁ\ P Serigrafiado
o — THEZ
- Iman

Figura 7. Analisis de muestras de acido oxalico.

3.7 Analisis por Inyeccion en Flujo

Sobre la superficie del electrodo de trabajo modificado con Fe(ll)-Bmp se
adicionan 10 pl de solucién enzimatica (descrita en el apartado 3.3). Para llevar a
cabo la determinacion amperométrica de acido oxalico se disefid un sistema FIA
de un solo canal (Figura 8). El sistema de andlisis optimizado comienza con la
inyeccion de una alicuota de 100.0 ul de muestra en el canal DT donde fluye la
disolucién transportadora a 0.75 ml min™ (solucién tampén de acetatos, 0.1 M, pH
4.0). La muestra se acondiciona en el reactor R (60.0 cm) y se detecta
amperométricamente a un potencial de -0.2 V (vs Ag/AgCl). A este potencial se

determina el peréxido de hidrégeno formado durante la reaccion enzimatica.

BP

M Qi

R
DT | Q2 AN : w

Figura 8. Esquema del montaje FIA utilizado en la determinacién de acido oxalico.

BP, bomba peristéltica; Q, caudal; M, muestra; DT, disolucién transportadora; V,
valvula de inyeccion; R, reactor; D, detector; W, desecho.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Caracterizacion del Complejo Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato)

4.1.1 Infrarrojo

En el andlisis mediante espectroscopia de infrarrojo del complejo de hierro
empleado como mediador mostré una banda ancha alrededor de 3400 cm™ debida
a las moléculas de agua coordinadas al metal, se puede observar también una
banda a 2990 cm™ correspondientes al enlaces C-H del anillo piridinico, la banda
en 2310 cm™ se atribuye a la vibracién del enlace B-H del ligante (Bmp), en 1641
cm' se encuentra una de las bandas caracteristicas que indican presencia de
agua, la banda en 1380 cm” corresponde al enlace C=C presente en la
tiopiridona del ligando y por ultimo en 695 cm™ se observa una banda atribuida al
enlace S-S existente en dimero formado en la reaccidon de formacién del complejo.
[45] (Figura 9).

100 ~
80 - /]\
60 H
T (%) >
40 H <—— C-H
piridinicos
S-S
20 A
e Hy H0  C=C
O T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 40!
cm?

Figura 9. Espectro Infrarrojo del complejo Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato).
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4.1.2 Espectrometria de masas de alta resolucion

La caracterizacidbn por espectrometria de masas de alta resolucion para el
complejo metdlico (Fig. 10), mostré sefales para dos iones derivados del
compuesto. Uno con una relacion m/z de 343.0539 uma correspondiente al ion del
complejo metalico [Fe{H.B(mp)2}(H20)3]" y otra sefial a 220.0208 uma
correspondiente a un compuesto 2,2-dipiridil disulfuro (C1oHsgN2Sz) obtenido como
subproducto de sintesis. Con base a los resultados obtenidos se propone el
esquema de sintesis del complejo en dos etapas (Fig. 11), la primera incluye la
reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) y la segunda la formacién del complejo metalico
[Fe{H2B(mp)2}(H20)3]".
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Figura 10. Espectrometria de masas de alta resolucién del complejo metalico.
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S—S
(1) N N= N
2 - / Ny + 2 + 2H*
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N SH —
2Fe3+ + 2¢" > 2Fe2+
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2 _ + 2Fe¥ 5 N= A 2Fe? + 2H*
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Figura 11. (1) Reduccion del Fe(lll) a Fe(ll). (2) Formacion del complejo
[Fe{H2B(mp)2}(H20)s]".

De acuerdo con los compuestos observados mediante la espectrometria de masas
de alta resolucién, podemos asegurar la presencia de un dimero que se obtuvo a
partir de mercaptopiridina libre que fue utilizada como materia prima en la sintesis
del ligante, este compuesto contribuye a la reduccién del Fe*, llegando a la
formacion del dimero. Para confirmar la existencia de este compuesto se logré

obtener cristales 6ptimos para difraccion de Rayos X, presentada en la Figura 12.

El compuesto de mayor peso molecular coincide con el producto de la sintesis
propuesta que ademas de estar coordinado con el ligante mercaptopiridinico, tiene
ligantes aquo que ayudan a mantener una geometria octaédrica con el centro
metalico.
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H11

Figura 12. Difractograma de rayos X de monocristal del dimero C1oHgN»S».

La caracterizacién estructural del dimero forma se realiz6 mediante difraccion de
rayos X de monocristal, utilizando cristales adecuados para determinar la
estructura tedrica del compuesto. El compuesto formado consta de dos
mercaptopiridinas unidas entre si por el atomo de azufre con distancia de enlace
S-S, de 2.0230(3) A y conformacion cis con respecto a los anillos piridinicos
unidos a este enlace. Las distancias de enlace correspondientes a los carbonos
que forman los anillos piridinicos se encuentran entre 1.3527(3) a 1.3841(3) A, lo

gue nos indica la presencia de aromaticidad para estos anillos.

Tabla 6. Parametros geométricos del dimero

a. Distancias de enlace caracteristicos

S 2.0230(3) CaCy 1.377(1)
S4-Ce 1.7896(3)  Cg-Cro 1.364(1)
Sy-Cy 1.790(1) CoCii  1.3841(3)
Ng-Ce 1.3285(2)  Ci»Cio  1.3652(2)
b. Angulos de enlace
S2-S1-Ce 105.47 N5-Cg-C12 123.17
S,-C4-Ns 110.32 Co-C11-C> 119.89
So-Cy4-Cy 125.66 Cg-C12-Cqo 118.97
N3-Ce-Cq 123.78 C11-C2-Cys 118.36

C4-C7-Cio 117.67 C7-C10-C12 119.34
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4.1.3 Voltamperometria ciclica

El comportamiento electroquimico y posible aplicacion como mediador de H.O del
Fe(ll)-(bis(2-tiopiridona)borato) se evalu6 mediante voltamperometria ciclica
utilizando el electrodo modificado. En la Figura 13 se muestra los
voltamperogramas obtenidos en tampon de acetatos (0.1 M, pH 4.0) en ausencia y
presencia se H>O, en una ventana electroquimica de -0.7 a 0.7 V a una velocidad
de barrido de 25 mV s™.

30 A

-10 -

i/mA

-50 -

y=0.312x+21.414

-90 1 R? = 0.9979

0 20 40 60 80 100

[H,0,]1/ ppm
_130 T T T T T T
-0.7 -0.5 -0.3 -0.1 0.1 0.3 0.5
E/V vs Ag/AgCl

Figura 13. a) Voltamperograma del electrodo modificado con Fe(lll)-(tris(2-
tiopiridona)borato) en ausencia y presencia de H>O,. b) Curva de calibracion
— Intensidad del pico catédico (nA) vs [[COOH),] (mg I'")
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El voltamperograma muestra un pico anddico aproximadamente a 0.04 V y un pico
catodico en -0.23 V correspondiente a la oxidacion y reduccion del hierro
contenido en el complejo. Adicionalmente se observa un incremento en las
respuesta anddicas y catédicas cuando se realizan adiciones de H.O., lo que
demuestra que existencia de la siguiente reaccion electrocatalitica (2) y una
posible aplicacion como mediador en la determinacion de acido oxalico por medio

de un método enzimatico.

2HY + H,0, + 2Fe?t - 2Fe3* + 2H,0

L/ 2)

]
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4.2 Caracterizacion del soporte magnético

4.2.1 Infrarrojo

La Figura 14 muestra los espectros de infrarrojo para las tres etapas de
inmovilizacion de la enzima sobre las nanoparticulas. El analisis de los espectros
para la magnetita (Fig.14.a) muestra una banda a 583 cm™ atribuida a la vibracion
del enlacen Fe-O de la magnetita y una banda ensanchada a 3500 cm’
correspondiente a la humedad remanente en el sélido. En el espectro de la
magnetita recubierta con silice y grupos amino (Fig.14.b) presenta una banda a
3148 cm™ atribuida a los grupos Si-OH y —NH, y otra banda a 1074 cm™ atribuida
a la vibracion Si-O-Si de la magnetita recubierta con grupos funcionales. El
espectro del sélido modificado con la enzima OxOx (Fig.14.c) mostré a 2926 cm’
una banda correspondiente a la vibracién C-H y otra a 1644 cm' debida a una
vibracién de C=0O [44], esto por la presencia de aminoacidos de la enzima
inmovilizada.
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Figura 14. Espectro FTIR del soporte magnético enzimatico. a) magnetita, b)
magnetita cubierta con silica gel y ¢) soporte magnético con la enzima
inmovilizada.
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4.2.2 Difraccion de rayos X de polvo

Con la finalidad de identificar la fase de hierro presente en el sélido se realiz6 el
estudio de difraccion de rayos X en polvos. El difractograma obtenido se muestra
en la Figura 15. Presenta seis lineas de difraccién (m) en angulos 26 de 30.1°,
35.50,43.1°, 53.4°, 57.0° y 62.6°, las cuales son caracteristicas para la (Fe3O,)
magnetita [42]. Adicionalmente se observan sefiales anchas alrededor de 15-25°
26 que corresponden a la parte amorfa del sélido (SiO,).
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Figura 15. Patrones de difraccion para el soporte magnético. (m: lineas de
difraccidn caracteristicas para magnetita).
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4.2.3 Microscopia electréonica

La morfologia de las nanoparticulas que componen al soporte magnético se
analiz6 mediante las micrografias obtenidas por SEM y TEM Figura 16 (a) y (b),

respectivamente.

Figura 16. (a) Micrografia (SEM) del soporte magnético. (b) Micrografia (TEM) del
soporte magnético.

El andlisis por microscopia electrénica de barrido (Fig.16.a) muestra que el sdlido

esta constituido por particulas que van de entre los 50 a los 180 nm. Mediante

microscopia de transmision electrénica se confirmé la formacién de particulas

multinucleos (Fig. 16.b), en la que se pueden observar nucleos oscuros

correspondientes a la magnetita y ndcleos claros que corresponden al

recubrimiento con silica modificada con grupos amino.

Esta morfologia en el s6lido magnético favorece su aplicacién en este tipo de
analisis enzimaticos, esto debido a que tienen una mayor retencién del agente de
reconocimiento, poseen una mayor superficie de contacto lo que aumenta la

sensibilidad, no forma agregados y tienen una mayor dispersién [46].
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4.3 Optimizacion del sistema de analisis en discontinuo

4.3.1 Optimizacion del pH

Una vez caracterizadas las partes componentes del biosensor, se procede a
realizar la optimizacién de las condiciones de analisis. Una vez determinada la
actividad electrocatalitica, se evalu6 el efecto del pH sobre la sefial analitica, en el
intervalo de 2 a 10 (ajustados con tampdn Britton-Robinson) mediante
voltamperometria ciclica. Para ello se evalua el efecto sobre la intensidad del pico
catédico utilizando una concentracién de H,O, de 200 mg I”. La intensidad de la
sefal es maxima en valores de pH entre 4.0 y 5.0 (Figura 17), observandose una
disminucién a valores de pH mayores a 5.0, por lo que se optd por emplear
tampon de acetatos 0.1 M, pH 4.0 para las determinaciones consecuentes, este
valor de pH concuerda con el valor ideal para la actividad de la enzima.
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Figura 17. Intensidad de la sefal para el pico catddico en voltamperometria
ciclica evaluado a diferentes valores de pH.
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4.3.2 Optimizacion del potencial

Posteriormente se evalué la respuesta amperométrica del sensor de H.O, a
diferentes potenciales de deteccion (0.0, -0.1 y -0.2 V) mediante
cronoamperometria. La sensibilidad analitica (mA | mg') aumenta cuando el
potencial aplicado disminuye hasta valores de -0.2 V (Figura 18), por lo que se

eligio éste ultimo potencial para minimizar posibles interferencias.
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Figura 18. Sensibilidad analitica (mA | mg™”) de la sefal con el incremento de la

[H202] en cronoamperometria evaluada a diferentes valores de potencial.
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4.3.3 Cronoamperometria

Una vez evaluadas las condiciones mas adecuadas para la determinaciéon de
H.O,, se concluy6 la construccién del biosensor adicionando en la superficie del
electrodo 20 ul de la suspension que contiene las nanoparticulas magnéticas
modificadas con OxOx. La Figura 19, muestra la respuesta cronoamperométrica
obtenida a diferentes concentraciones de acido oxalico a pH 4.0, aplicando un

potencial de deteccién de -0.2 V.
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Figura 19. a) Cronoamperometria obtenida del andlisis del acido oxalico utilizando

el biosensor propuesto. b) Curva de calibracién de acido oxalico a un t= 60s.

Bajo las condiciones descritas se realizaron las lineas de calibrado utilizando
soluciones estandar en el intervalo de concentraciones entre 10 y 60 mg I de
acido oxalico. La altura de la sefial obtenida (pA) se midié por triplicado,
construyéndose las lineas de calibrado a partir de las alturas medias. Las lineas
de calibrado muestran una dependencia lineal entre la intensidad de la sefal y la
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concentracién de acido oxalico en la solucién estandar. Los pardametros de

regresion de las lineas de calibrado se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros de regresion de las lineas de calibrado para [(COOH),].

Parametro Valor
Coeficiente de correlacién r? 0.990
Ordenada en el origen. by (LA) -0.013£0.026

Sensibilidad analitica. by (WA I mg™) 0.007+0.001
Intervalo lineal (mg I'") 3.6-60.0

Limite de deteccion (mg 17) 1.2

Los parametros obtenidos permiten analizar acido oxalico en orina en las
concentraciones consideradas como normales para un individuo sano o con

trastornos renales ocasionados por la presencia del mismo.

Se analizaron posibles respuestas para compuestos que pudieran interferir en el
analisis empleando soluciones que contenian el analito y los posibles interferentes
como el acido Urico, acido ascoérbico, acetaminofén y acido acetilsalicilico. La
respuesta del electrodo en la deteccibn amperométrica empleando
concentraciones de los interferentes que van de 20 a 100 mg I"' no mostré un
cambio en las senales con respecto a la observada en el caso del acido oxalico, lo
que permite descartar posibles interferencias y genera un biosensor selectivo.

La metodologia propuesta se aplicé al andlisis de muestras de orina perteneciente
a 3 diferentes grupos de personas: a) adultos mayores, b) adultos y c) nifios,
colectandose 3 muestras de cada género. Cada una de las muestras se analiz6
por triplicado utilizando la técnica de adicién patron. Los intervalos de

concentracién de acido oxalico encontrados se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Intervalos de concentracién encontrados en muestras de orina.

Grupo de Edad Sexo Concentracion de
oxalato (mg/l)

Nifos Hombre 13.7 - 40.0
(2 a 13 anos) Mujer 5.8-29.3
Adultos Hombre 16.8 —29.2
(18 a 40 anos) Mujer 20.2-22.6
Adultos Mayores Hombre 11.4 — 38.8
(50 anos en adelante) Mujer 12.8 — 20.7
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4.4 Optimizacion del sistema de analisis en flujo (FIA)

Existen variables en la determinacién de acido oxalico presente en la orina para un
sistema de analisis en flujo que pueden ser evaluadas para permitir una mayor
eficiencia en los experimentos. Para esto se utiliz6 un disefio de parametros
Taguchi (TPD) que proporciona la informacion necesaria para optimizar estas
variables utilizando un minimo de experiencias. EIl TPD emplea una serie de
matrices de diseno (arreglos ortogonales), en las cuales las columnas (factores e
interacciones) y las filas (experiencias) son colocadas de manera adecuada para
indicar una combinacidén de factores y niveles de cada experimento, permitiendo

asi la evaluacion de distintos parametros con sélo un minimo de experiencias.
Hay 5 pasos involucrados en la optimizacion de sistemas mediante TPD:

) La eleccion de la variable de salida a optimizar
) La identificacion y seleccion de los factores que afectan al sistema.
3) La eleccion del arreglo ortogonal adecuado y de los niveles de los factores.
) El andlisis de los resultados para encontrar los valores 6ptimos.
) La confirmacién del valor 6ptimo mediante la realizacion de la curva de

calibracién en las condiciones éptimas predichas.

Se seleccion6 a la intensidad de la sefal en la deteccion amperométrica del
oxalato como factor objetivo, el cual se desea que obtenga un valor maximo

relacionado con la obtencién de parametros analiticos adecuados.
El analisis en flujo del oxalato en orina tiene 4 principales variables de control:

» El volumen de inyeccion.
» La velocidad de flujo.
» La longitud del reactor.

» Cantidad de enzima empleada en el analisis.

El volumen de inyeccion es factor a controlar debido a que se relaciona con los

procesos de difusidén y la velocidad de la reaccidén enzimatica. Con la velocidad de
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flujo se puede analizar la cinética enzimatica que sucede durante el transporte del
analito por el detector. La longitud del reactor es optimizable debido a que esta
relacionado con la velocidad de la reaccidn enzimatica, una longitud adecuada
permite un tiempo apropiado para que se efectle la reaccidon enzimatica y
finalmente la cantidad de enzima empleada en el analisis puede intervenir en la

magnitud de perdxido generado y por tanto detectado por el electrodo.

El arreglo ortogonal que permite el andlisis de 4 factores es el Ly (3*), en el que se
involucran 3 niveles para cada uno de ellos que fueron elegidos mediante
experimentos previos. Los valores seleccionados para los distintos factores se

muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Factores y niveles seleccionados para la optimizacién.

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3  Notacion
Volumen de inyeccion (ul) 50 100 150 V.1
Velocidad de Flujo (ml.min’™") 0.50 0.75 1.00 V.F.
Longitud del reactor (cm) 30 60 80 L.R.
Cantidad de soporte enzimatico (ul) 10 20 30 [Enz]

La matriz de disefo y los resultados obtenidos se muestra en la Tabla 10. Cada
uno de los experimentos se realizd por triplicado para calcular un valor promedio,
de modo que se realizaron 27 experimentos. Para el proceso de optimizacién se
usé una solucién de &cido oxalico de 50 mg I en solucién tampén de acetatos
(0.1M, pH 4.0).
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Tabla 10. Matriz de disefio ortogonal Ly (3*) utilizada para la optimizacién de los
parametros analiticos que intervienen en la determinacién amperométrica

enzimatica del ion oxalato.

Control de factores y niveles Senal
Experimento
V.1 V.F. L.R. [Enz] promedio (PA)

1 1 1 1 1 0.024
2 1 2 2 2 0.012
3 1 3 3 3 0.009
4 2 1 2 3 0.008
5 2 2 3 1 0.036
6 2 3 1 2 0.018
7 3 1 3 2 0.012
8 3 2 1 3 0.014
9 3 3 2 1 0.038
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-1 (hA)
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\
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0

V1 VI2 V.3 VE1 V.F2 V.F3 LR1 LR2 LR3 [Enz]1 [Enz]2 [Enz]3

Figura 20. Efecto de la interaccién de factores control en los valores de V.I., V.F.,
L.R. y [Enz].
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En la Figura 20 se muestran los niveles éptimos encontrados, los cuales son: 150
ul de volumen de inyeccion, una velocidad de flujo de 1.00 ml.min', una longitud
de reactor de 60 cm y 10 pl de solucién con el soporte enzimatico. El volumen de
inyeccidén se relaciona con la cantidad de analito que reacciona, siendo el valor
mayor el que mejora la deteccidén del mismo. La velocidad de flujo éptima en nivel
alto esta ligada a fendmenos difusionales, a caudales de trabajo bajos la sefal
mostraba un aumento en el area bajo la curva mientras que la intensidad de pico
disminuia. La longitud del reactor no afecta de manera significativa al analisis y por
tanto se eligié la longitud intermedia; finalmente se seleccioné el espesor de
soporte magnético menor ya que asi se favorece el transporte del perdxido
formado hacia el electrodo.

A partir de las condiciones Optimas encontradas se realizé la linea de calibrado
utilizando soluciones estdndar de acido oxalico de concentraciones entre 100 y
400 mg I, estas soluciones fueron analizadas a través del sistema FIA
optimizado. La adicién de las diferentes concentraciones se realizé por triplicado,
obteniendo asi la altura promedio de las sefales para construir la linea de
calibrado. Esta linea muestra una relacién proporcional entre la concentracién del
analito con la intensidad media de la senal. ElI FIAgrama obtenido y los parametros
de regresion de linea de calibrado se muestra en la Figura 21 y la Tabla 11,

respectivamente.
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Figura 21. FIAgrama de la inyeccion de soluciones estandar de &cido oxalico en

solucién tampon de acetatos (pH 4.0, 0.1 M).

Tabla 11. Pardmetros de regresion de la linea de calibrado, altura (nA) vd

concentracion de acido oxalico (mg I™).

Parametro Valor
Coeficiente de correlacién r® 0.998
Ordenada en el origen, (nA) 5.430 + 23.351

Sensibilidad analitica. (nNA 1 mg™) 0.204 + 0.878

Repetitividad (%DSR, n=3, 400 mg q!”') 0.605

Intervalo lineal (mg 1) 75 -400
Limite de deteccion (mg I'") 25
Velocidad de andlisis (muestras h™") 12
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Desafortunadamente el andlisis FIA para la determinacidén de acido oxalico resultd
inaplicable para muestras de orina ya que el intervalo lineal de trabajo no es
adecuado. La sensibilidad del método FIA es menor que el sistema en discontinuo,
por lo que se puede concluir que el sistema en continuo no permite alcanzar el

equilibrio durante la determinacion.
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5 CONCLUSIONES

e Se desarroll6 un biosensor de acido oxalico empleando como mediador el
compuesto de Fe(ll)-Bis(2-tiopiridona)borato, el cual mostré un buen
comportamiento electroquimico en presencia de H20..

e La inmovilizacion de la enzima OxOx sobre nano particulas magnéticas
funcionalizadas, es una opcion viable para conservar la actividad
enzimatica.

e EIl biosensor diseflado es selectivo ya que no presenta interferencia a
moléculas comunmente encontradas en orina como &cido Urico, &cido
ascérbico, acetaminofén y acido salicilico.

e El biosensor propuesto es una alternativa debido a que es un instrumento
util, especifico, econémico y con buena sensibilidad para la determinacién

de acido oxalico en muestras de orina humana.
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